Untersuchungen zur Lipid- und Zellwandsynthese

in Corynebacterium glutamicum

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

vorgelegt von
Roland Gande
aus Dusseldorf

Jalich, 2005



Die vorliegende Arbeit wurde von Januar 2003 bis November 2005 am Institut fur
Biotechnologie 1 des Forschungszentrums Julich unter Anleitung von Prof. Dr. H.

Sahm angefertigt.

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dlisseldorf

Referent: Prof. Dr. H. Sahm

Korreferent: Prof. Dr. K.-E. Jager

Tag der mandlichen Prifung: 19. Dezember 2005

Teile der vorliegenden Arbeit wurden in folgenden Publikationen veréffentlicht:

e Gande R, Gibson KJ, Brown AK, Krumbach K, Dover LG, Sahm H, Shioyama S,
Oikawa T, Besra GS, Eggeling L (2004) Acyl-CoA carboxylases (accD2 and accD3),
together with a unique polyketide synthase (Cg-pks), are key to mycolic acid
biosynthesis in Corynebacterianeae such as Corynebacterium glutamicum and
Mycobacterium tuberculosis. J Biol. Chem. (43): 44847-57

¢ Alderwick LJ, Radmacher E, Seidel M, Gande R, Hitchen P, Dell A, Sahm H,
Eggeling L, Besra GS (2005) Deletion of Cg-emb in Corynebacterianeae
leads to a novel truncated cell wall arabinogalactan, whereas inactivation of
Cg-ubiA results in an arabinan deficient mutant with a cell wall galactan core.
J. Biol. Chem. (37): 32362-71



Inhaltsverzeichnis I

INHALTSVERZEICHNIS

| EINLEITUNG 1

I MATERIAL UND METHODEN 8

1 Bakterienstdmme und Plasmide 8

2 Chemikalien, Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen 13
2.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme 13
2.2 N&hrmedien 14
2.3 Medienzusatze 15
2.4 Kultivierung von Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum 16

3 Molekularbiologische Methoden 16
3.1 lIsolierung von genomischer DNA 16
3.2 lIsolierung von Plasmid DNA 17
3.3 Transformation von E. coliund C. glutamicum 17
3.4 Restriktion, Modifikation und Rekombination von DNA 18
3.5 Polymerasekettenreaktion 19
3.6 DNA Sequenzierung und computergestiitzte Sequenzanalyse 20

3.7 Konstruktion und Nachweis von Integrations- und Deletionsmutanten bei C. glutamicum 20

4 Messung von Enzymaktivitaten 22
4.1 Herstellung zellfreier Rohextrakte 22
4.2 Bestimmung der Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitét zellfreier Rohextrakte 22

4.3 Quantitative Bestimmung von CoA und CoA-Derivaten mittels reversed-phase HPLC 23

5 Proteinbiochemische Methoden 24
5.1 Herstellung zellfreier Rohextrakte zur Isolierung von Proteinen 24
5.2 Proteinbestimmung und SDS Polyacrylamidgelelektrophorese 25
5.3 lIsolierung biotinhaltiger Proteine durch Avidinaffinitdtschromatographie 26
5.4 lIsolierung von Histidin Fusionsproteinen Uber Ni-NTA AffinitAtschroma-tographie 27

5.5 Bestimmung der GréBe von Proteinkomplexen durch GréBenausschlusschromatographie 29

5.6 ldentifizierung von Proteinen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie und Datenbank-

vergleich 30
6 Extraktion, Fraktionierung und Analyse '*C markierter Lipide 31
6.1 Analyse der freien Lipide 31

6.2 Analyse der kovalent gebundenen Lipide 32



Il Inhaltsverzeichnis

Il ERGEBNISSE

1 Sequenzanalyse der paralogen Acyl-CoA Carboxyltransferasen aus C. glutamicum

2 Konstruktion und Charakterisierung definierter Carboxyltransferase Inaktivierungs-
mutanten von C. glutamicum
2.1 Inaktivierung der Acyl-CoA Carboxyltransferasen durch Vektorintegration
2.2 Phanotypische Charakterisierung der Acyl-CoA Carboxyltransferase Inaktivierungs-
mutanten
2.3 Analyse des Einflusses der accD Inaktivierungen auf die Fettsdurezusammensetzung

von C. glutamicum

3 Untersuchung zur Carboxylierung von Acetyl-CoA durch den AccD1/AccBC Komplex
aus C. glutamicum
3.1 Malonyl-CoA Bildung bei Uberexpression von AccD1 und AccBC in zellfreien Roh-
extrakten

3.2 Malonyl-CoA Bildung durch zellfreie Rohextrakte einzelner accD Inaktivierungsstdmme

4 Expression, Reinigung und Charakterisierung der an der Mycol-sauresynthese betei-
ligten Enzyme
4.1 Untersuchungen zur fir die Mycolsauresynthese spezifischen Acyl-CoA Carboxylase
4.2 Bestimmung des apparenten Molekulargewichts des AccD2-AccD3-AccBC Komplexes

4.3 Lokalisierung der Biotingruppe in der a-Untereinheit der Acyl-CoA Carboxylasen

5 Untersuchung zur Funktion des pks Lokus bei der Lipid- und Zellwandsynthese in
C. glutamicum
5.1 Sequenzanalyse des pks Genlokus
5.2 Einfluss der Polyketidsynthase auf die Mycolsauresynthese
5.3 Untersuchungen zur Struktur des Pks Proteins
5.4 Nachweis der Acyl-AMP Ligase Aktivitat der annotierten Acyl-CoA Synthase (fadD)

6 Untersuchungen zur Translokation von Mycolséuren in C. glutamicum
6.1 Deletion weiterer Gene im Bereich des pks Lokus
6.2 Charakterisierung der Deletionsstdmme aus 6.1
6.3 Lipidanalytik der Deletionsstdmme
6.4 Untersuchungen zur Funktion einer Ubiprenyltransferase (UbiA) bei der Zellwandsyn-

these

33

33

36
36

39

41

44

44
46

48
48
50
52

55
55
57
61
63

65
66
67
71

74



Inhaltsverzeichnis 1l

IV DISKUSSION 78
1 Untersuchungen zur Mycolsauresynthese 78
2 Untersuchungen zum Mycolsauretransfer 85

3 Untersuchungen zur Bereitstellung aktivierter Arabinosereste fiir die Synthese des Arabino-

galaktans 86
V ZUSAMMENFASSUNG 88
VI LITERATURVERZEICHNIS 89
Vil ANHANG 107
1 Oligonukleotidsequenzen 107

2 Plasmidkarten 111



A% Abklrzungen

Abklrzungen

Acc
ATCC
ATP
bp
BHI
Bis/Tris
Bq
Brij58
BSA
Carb
Cm
C-/N-Terminus
CoA
cpm
Da
DNA
DTT
DtsR
EDTA
F
FPLC
g

h
HPLC
IPTG
Kan

L

LB

m

M
MALDI-TOF-MS

MCS

Acyl-CoA Carboxylase

Stammsammlung (American Type Culture Collection)

Adenosin Triphosphat
Basenpaare
Boviner Hirn Herz Extrakt

(Bis-2-(Hydroxyethyl)-Imino-Tris-(Hydroxymethyl)-Methan-HCI)

Bequarel
Polyoxyethylen-20-hexadecylether
Bovines Serumalbumin

Carbenicillin

Chloramphenicol
Carboxy-/Amino-Terminus

Coenzym A

radioaktive Zerfalle pro Minute
Dalton

Desoxyribonukleinsaure
1,4-Dithiothreitol

Detergent Sensitive Rescuer
Ethylendiamintetraessigsaure

Farad

Fast Performance Liquid Chromatography
Gramm / Erdbeschleunigung
Stunden

High Performance Liquid Chromatography
Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranosid
Kanamycin

Liter

Luria Bertani

Meter

Molaritat (mol/l)

Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time of Flight —

Mass Spectromerty
Multiple Klonierungsstelle



Abkirzungen

MES
min
MOPS
Ni-NTA
oD

ori

Orf
PCR
PAGE
pH

Pks

RBS

rpm

RT

]

SDS
Spec

t

TAE

TCA

TE

Tris
Tween 40
Tween 80
U

uv

v/vV

Wit

w/v

3-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Minute
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure
Nickel-Nitrilotriacetat

Optische Dichte
Replikationsursprung

Offenes Leseraster
Polymerasekettenreaktion
Polyacrylamidgelelektrophorese
Potentia Hydrogenii
Anorganisches Phosphat
Polyketidsynthase
Ribosomenbindestelle
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Spectinomycin

Zeit

Tris/Acetat Puffer
Trichloressigsaure

Tris/EDTA Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat
Polyoxyethylensorbitanmonooleat
Enzymatische Einheit (umol/mg/min)
Ultraviolett

Volumenprozent

Volt

Wildtyp

Gewichtsprozent

Ohm

Wellenlange






Einleitung 1

| EINLEITUNG

Die Unterordnung der Corynebacterianeae beherbergt eine sehr heterogene
Gruppe von Bakterien innerhalb der Actinomycetales (Stackebrandt et al., 1997).
Zu den Corynebacterianeae gehéren unter anderem die beiden humanpatho-
genen Spezies Mycobacterium tuberculosis und Mpycobacterium leprae, die
sowohl medizinisch als auch volkswirtschaftlich von hdchster Bedeutung sind
(Brennan und Nikaido, 1995; Cole et al., 1998). Beispielsweise verursachte
M. tuberculosis im Jahr 2003 Uber 1,75 Millionen Todesfalle weltweit (WHO,
2005). Innerhalb der Corynebacterianeae existieren aber auch apathogene und
wichtige, groBtechnisch genutzte Mikroorganismen. Dabei ist das Glutamat und
andere Aminosauren produzierende Bodenbakterium Corynebacterium glutami-
cum (Kinoshita et al., 1958) mit Sicherheit der momentan wirtschaftlich bedeu-
tendste Vertreter (Eggeling et al., 2001a; Eggeling & Sahm, 2001). Trotz dieser
gravierenden Unterschiede beziglich Pathogenitat und Anwendung besitzen
nahezu alle Mitglieder der Corynebacterianeae auch strukturelle Gemeinsamkei-

ten, die in keiner anderen Bakteriengruppe zu finden sind.

Eines ihrer vielleicht interessantesten Merkmale stellt in diesem Zusammenhang
die Zellwandarchitektur (Abbildung 1) dar (Nikaido, 1988; Lee et al, 1996;
Marienfeld et al., 1997; Chatterjee, 1997; Daffé und Draper, 1998; Puech et al.,
2001; Asselineau et al., 2002). Aufgrund der Anwesenheit einer Peptidoglycan-
schicht, einem Netzwerk aus N-Acetylmuraminsdure und N-Acetylglucosamin und
der damit einhergehenden Gram Farbbarkeit, werden die Corynebacterianeae zu
der Gruppe der Gram positiven Eubakterien gezahlt (Stackebrandt et al., 1997).
Als zusétzliche Zellwandbestandteile besitzen sie jedoch ein verzweigtes System
aus Arabinose- und Galaktoseresten, das Arabinogalaktan (McNeil et al., 1990),
sowie Mycolsduren (Brennan et al., 1995). Das Arabinogalaktan und auch die
Mycolsauren wurden bislang ausschlieBlich in den Corynebacterianeae nachge-
wiesen. Das Arabinogalaktan ist kovalent mit dem Peptidoglycan verbunden und
stellt an der AuBenseite einen Verankerungspunkt flr die Mycolsauren dar. Es

wird angenommen, dass die Mycolsauren &hnlich wie die duBere Membran bei
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Gram negativen Bakterien eine zweite Lipiddoppelschicht bilden. Die Mycolsaure-
schicht ist zwar funktionell mit der zweiten Zellmembran Gram negativer Bakterien
vergleichbar, strukturell zeigen sich aber gravierende Unterschiede, da
beispielsweise die duBere Membran bei Escherichia coli nicht aus Mycolsauren,
sondern Uberwiegend aus Lipopolysacchariden aufgebaut ist (Braun et al., 1974).
Die &uBere Lipidschicht besitzt sowohl in Gram negativen Bakterien als auch in
den Corynebacterianeae zusatzlich zu der Cytoplasmamembran wichtige Eigen-
schaften bei der Regulierung des Stoffaustausches mit der Umgebung (Jarlier und
Nikaido, 1990; Brennan und Nikaido, 1995; Liu et al., 1996; Draper, 1998; Jackson
et al., 1999; Eggeling et al, 2001b). Wegen dieser zweiten Lipiddoppelschicht
werden die Corynebacterianeae haufig phylogenetisch aquidistant zu Gram

positiven und Gram negativen Bakterien eingeordnet.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Zellwand von Corynebacterium
glutamicum. Der Cytoplasmamembran ist eine Peptidoglycanschicht aufgelagert.
An sie schliefBt sich ein verzweigtes System aus Arabinose- und Galaktoseresten
an, das Arabinogalaktan. Die terminalen Arabinosereste sind teilweise mit
Mycolsauren verestert. Die duBere, sowie Teile der inneren Lipidschicht der
auBeren Membran werden durch Trehalosemycolate aufgebaut.
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Der Aufbau der Zellwand, insbesondere die chemische Struktur der Mycolsauren,
wurde in den letzten drei Jahrzehnten intensiv erforscht. Es zeigte sich, dass eine
einzelne Mycolsédure eine verzweigte, a-alkylierte, B-hydroxylierte Fettsdure der
generellen Struktur R{-CH(OH)-CH(R2)-COOH darstellt (Walker et al, 1973;
Minnikin, 1982; Shimakata et al., 1984). Dabei wird Ry als Meromycolat-Ast, der im
Fall von M. tuberculosis eine Lange von bis zu 56 Kohlenstoffatomen aufweisen
kann, bezeichnet. Dagegen stellt R, den kirzeren a-Ast mit einer Lange von nur
22 bis 26 Kohlenstoffatomen dar (Kaneda et al., 1995; Barry lll et al., 1998;
Kremer et al., 2000). Im Gegensatz zu M. tuberculosis liegen in C. glutamicum bei
allen Mycolsduren zwei Aste von vergleichbarer Lange mit je 14 bis 18
Kohlenstoffatomen vor (Collins et al., 1982; Herrera-Alcaraz et al., 1993; Jang et
al.,, 1997; Radmacher et al., 2005). Diese kiirzeren, sogenannten Corynemycol-
sauren, sind von ihrem Aufbau und damit auch von ihrer Synthese weniger
komplex als die der Mycobakterien. Zusatzlich werden bei dem langeren Mero-
Zweig in M. tuberculosis nach oder wahrend seiner Synthese zahlreiche Modifi-
zierungen wie Methylierungen, Doppelbindungen, Epoxylierungen oder Cyclopro-
panringe eingefigt (Minnikin et al, 1982). Im Gegensatz dazu wurden in
C. glutamicum bislang nur Doppelbindungen als Modifizierungen des Mero-Astes
nachgewiesen (Collins et al., 1982). Die Synthese der Mycolséauren, besonders
der Mechanismus, der zu ihrer Verzweigung flhrt, war trotz jahrzehntelanger,
intensiver Forschung lange Zeit unbekannt. Erst kirzlich wurden Teile der
Mycolsauresynthese aufgeklart. Dabei zeigte sich, dass die beiden Seitenaste
durch die bekannten Fettsduresynthasen, wovon C. glutamicum zwei unterschied-
liche, namlich FaslA und FaslIB besitzt (Radmacher et al., 2005), synthetisiert und
anschlieBend durch eine noch unbekannte Mycolsduresynthase assembliert
werden (Kremer et al., 2000).

Die reifen Mycolsauren werden zum Teil als Ester an das Arabinogalaktansystem
gebunden (McNeil et al., 1990). In M. tuberculosis liegen sie als Tetramycolyl-
Pentaarabinose Einheiten an den nicht reduzierenden terminalen Arabinoseresten
des Arabinogalaktans vor (McNeil et al., 1991b). Die Hauptbestandteile der
auBeren Lipidschicht stellen aber die mit organischen L&sungsmitteln extra-
hierbaren, zuckergebundenen, sogenannten freien Mycolsaduren dar. Dabei stellen
die Trehalosedimycolate (Minnikin, 1982) den mengenmaBig gréBten Anteil, aber
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auch Trehalosemonomycolate, Glucose- und Arabinosemonomycolate (Abbildung
2) wurden nachgewiesen (Lanéelle et al., 1977; Minnikin, 1982; Tropis et al.,
2005). Die durch sie aufgebaute Lipiddoppelschicht ist Uber die kovalent
gebundenen Mycolsauren fest mit dem Arabinogalaktan verbunden (Abbildung 1).
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Trehalosemonomycolat Trehalosedimycolat 34:1 Mycolsaure

OH

Abbildung 2: Beispiele einiger in C. glutamicum vorhandenen Mycolsauren. Die
einzige bekannte Modifizierung des Mero-Astes stellt hier die Doppelbindung
dar, wie es beispielsweise bei der 34:1 Mycolsaure gezeigt wurde.

Aufgrund ihrer Hydrophobizitat beeinflusst die Mycolsaureschicht zusatzlich zur
Cytoplasmamembran bei C. glutamicum die Permeabilitat der Zellwand. Sowohl in
Hinblick auf die Exportraten biotechnologischer Produkte, wie beispielsweise
Aminosauren als auch bei der Aufnahme von Substraten kénnte diese auBere
Membran einen limitierenden Faktor darstellen (Jarlier und Nikaido, 1990;
Brennan und Nikaido, 1995; Liu et al., 1996; Draper, 1998; Jackson et al., 1999;
Eggeling et al., 2001b). So ist fir M. smegmatis gezeigt, dass ein Porin (MspA) in
der auBeren Membran maBgeblich an der Permeation kleiner Molekulle wie Zucker
oder Antibiotika beteiligt ist (Mailander et al, 2004; Stephan et al., 2004).
Mittlerweile wurden auch selektive Transportmechanismen flr die Aminosauren
Lysin, Leucin und Threonin in der Cytoplasmamembran von C. glutamicum
nachgewiesen, und die entsprechenden Gene identifiziert und kloniert (Eggeling et
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al., 2001a; Simic et al.,, 2001; Kennerknecht et al., 2002). Diese Translokations-
systeme erkldren zwar den selektiven Transport der Metabolite durch die
Cytoplasmamembran, nicht aber ihre Permeation durch die Mycolséaureschicht.
Bei C. glutamicum Stadmmen, die nachweislich weniger Mycolsauren in ihrer
auBeren Membran aufweisen, konnte eine erhéhte Aminosdureakkumulation im
Medium gezeigt werden (Nakamura et al., 2001; Wolf, 2002). Die Autoren
schlossen daraus, dass die Mycolsaureschicht eine zuséatzliche Permeabilitats-
barriere fir diese Substanzen darstellt. Dieser Befund war unerwartet, denn
vergleichbar zu Gram negativen Bakterien wurden auch in C. glutamicum Porine
identifiziert, die eine erleichterte Diffusion kleiner Molekile durch die Mycolsaure-
schicht erméglichen sollen (Lichtinger et al., 1998). Ein genaues Verstandnis Uber
die Struktur, die Synthese und die physikochemischen Vorgange in der Zellwand
ist folglich von groBer Bedeutung, um genauere Einblicke in die Exportmechanis-

men zu erlangen und eventuelle Stammoptimierungen vorzunehmen.

Mit der Sequenzierung vollstandiger Genome steht nun auch diese Information zur
Verfigung, um Zugang zur Synthese von Zellwandkomponenten zu bekommen.
Dabei zeigte sich, dass M. tuberculosis und M. bovis sowie auch andere
Mycobacterium Spezies eine groBe Zahl an Genen besitzen, die mit der
Lipidsynthese oder auch deren Abbau in Zusammenhang stehen. Dagegen liegen
in C. glutamicum eine geringere Anzahl solcher Gene vor. So hat C. glutamicum
beispielsweise nur eine Polyketidsynthase (pks), eine Acyl-CoA Ligase (fadD) und
vier Acyl-CoA Carboxyltransferasen (accD) (Kalinowski et al., 2003). Im Vergleich
dazu existieren in M. tuberculosis 19 pks, 35 fadD und 6 accD Gene. (Cole et al.,
1998; Glickman und Jacobs, 2001). Aus diesem Grund wird C. glutamicum als
Archetyp der Corynebacterianeae mit wenigen Genduplikationen und evolutionar
bedingten Veranderungen angesehen (Nakamura et al., 2003). Der Organismus
ist deswegen als Modell geeignet, um die Funktionen dieser und anderer zum Tell
noch unbekannter Gene zu untersuchen. Zusatzlich zur strukturellen und
genetischen Einfachheit ist C. glutamicum leicht kultivierbar, genetisch manipulier-
bar sowie apathogen. Erste spezifische Arbeiten zur Zellwandsynthese wurden
bereits durchgefiihrt. So gelang es in C. glutamicum die Funktion von Ppm1/D1
bei der Lipomannan Synthese (Gibson et al., 2003) und die Beteiligung der
Mycolyltransferasen bei der Veresterung der Mycolsduren mit dem Arabino-
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galaktan oder Zuckern zu entschlisseln (Belisle et al., 1997; De Sousa-D’Auria et
al., 2003; Brand et al., 2003; Kacem et al, 2004). Trotz der vergleichsweise
geringen Komplexitdt von C. glutamicum liegen aber in dessen Genom vier
paraloge B-Untereinheiten der Acyl-CoA Carboxyltransferase vor (Tilg, 2002).
Uber die Funktion dieser vier Paraloge ist bislang wenig bekannt. Nur bei einem
dieser Gene konnte experimentell eine direkte Beteiligung bei der Fettsdure-
synthese nachgewiesen werden. Die Inaktivierung des Gens accD1 (friher
disR1), fuhrte bei C. glutamicum zu einem fettsdureauxotrophen und Glutamat
produzierenden Stamm (Kimura et al,, 1997). Die Autoren postulierten, dass es
sich bei dem durch accD1 codierten Enzym um die B-Untereinheit der Acetyl-CoA
Carboxylase handeln kénnte. Das in E. coli homologe Enzym ist an der
Carboxylierung von Acetyl-CoA zur Bildung von Malonyl-CoA beteiligt, das als
Baustein flr die Fettsduresynthese essentiell ist. Auch eine Acyl-CoA Carboxylase
aus M. tuberculosis konnte bereits isoliert und charakterisiert werden (Rainwater
und Kolattukudy, 1982). Es zeigte sich, dass sie sowohl Acetyl-CoA als auch
Propionyl-CoA als Substrat umsetzt und aus zwei einzelnen Untereinheiten
besteht. Davon tragt die gréBere, sogenannte o-Untereinheit Biotin, das als
Cofaktor bei allen bekannten Carboxylasen fur die reversible CO, Bindung und
Ubertragung notwendig ist (Samols et al, 1988; Chapman und Cronan, 1999;
Polatis et al., 1979). Die kleinere B-Untereinheit besitzt hingegen eine Funktion bei
der eigentlichen Carboxylierung der Substrate (Sutton et al., 1977; Kondo et al.,
1991; Li und Cronan, 1992; Li et al., 1992). Beide Untereinheiten weichen in ihrer
Gr6éBe stark von den aus E. coli bekannten homologen Polypeptiden ab. Hier
besteht die Acetyl-CoA Carboxylase aus vier verschiedenen Untereinheiten,
namlich AccA, AccB, AccC und AccD (Wood und Barden, 1977; Knowles, 1989).
Die jetzt zugangliche Genomsequenz von M. tuberculosis und E. coli erlaubt einen
Vergleich der einzelnen Proteine untereinander. Jeweils zwei der Untereinheiten
von E. coli liegen in M. tuberculosis als Fusionspeptide vor, wobei das Fusions-
peptid aus AccB und AccC die biotinylierte a-Untereinheit und das aus AccD und

AccA die biotinfreie B-Untereinheit darstellt.

Eine modglicherweise durch eine Acetyl-CoA Carboxylase katalysierte Initial-
reaktion wird auch in Zusammenhang mit der Mycolsauresynthese diskutiert. In
zellfreien Rohextrakten von C. matrochutii erfolgte in-vitro eine Synthese von
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Mycolsduren aus '*C-markierter Palmitinsdure (Shimakata et al., 1984; Shimakata
et al., 1985). Es zeigte sich, dass sich die radioaktive Markierung ausschlieBlich
an der C+- und Cs-Position der neu synthetisierten Mycolsauren befand (Walker et
al., 1973). Die Autoren postulierten daher einen der Fettsduresynthese analogen
Claisen-Kondensationsmechanismus (Gastambide-Odier und Lederer, 1960) zur
Verknipfung zweier vorgefertigter Fettsduren zur Mycolsaure. Dieser Mechanis-
mus ware mit dem der Fettsauresynthase vergleichbar (Waite und Wakil, 1962;
Dewar und Dieter, 1988; Chirala und Wakil, 2004), an der eine schrittweise
Verlangerung einer Acylkette mit Malonyl-CoA Einheiten erfolgt. Analog dazu
kénnte durch spezifische Acyl-CoA Carboxylasen auch eine Verknlpfung einer
Acylkette mit anderen carboxylierten Substraten erfolgen. Solch eine Reaktion
wurde beispielsweise bei der Verknipfung von Methylmalonyl-CoA Einheiten zur
Synthese von Methyl-verzweigten Mycocerosinsauren von M. tuberculosis
beschrieben (Mathur und Kolattukudy, 1992). Auch eine carboxylierte, langkettige
Fettsdure ware als Substrat nach diesem Mechanismus denkbar, da die reaktiven
Gruppen in allen drei genannten carboxylierten Intermediaten identisch sind.
Letztere Reaktion konnte allerdings bislang noch nicht experimentell nachgewie-

sen werden.

In dieser Arbeit sollte die Funktion der vier paralogen Acyl-CoA Carboxyl-
transferasen im Lipidstoffwechsel von C. glutamicum sowie weiterer Gene, die
mdglicherweise an der Mycolsduresynthese beteiligt sind, untersucht werden.
Dazu sollten Inaktivierungen der Acyl-CoA Carboxyltransferasen durchgefihrt,
und die erstellten Mutanten biochemisch charakterisiert werden. Zusatzlich sollten
Enzymtests gezielt die Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitdt eines der Paralogen
nachweisen. Die Untersuchungen in dieser Arbeit sollten zudem auf weitere Gene
in der genomischen Nachbarschaft der Acyl-CoA Carboxyltransferasen mit
vermuteter Beteiligung an der Lipidsynthese ausgedehnt werden. Dabei war eine
Polyketidsynthase von besonderem Interesse, der computergestitzte Analysen
moglicherweise eine essentielle Rolle bei der Mycolsauresynthese zusprechen.
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I MATERIAL UND METHODEN

1 Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit eingesetzten und konstruierten Bakterienstdmme sind unter
Angabe ihrer Stammeigenschaften in Tabelle 1 aufgefiihrt. Plasmidkarten der neu
konstruierten Vektoren sind ebenso wie die Sequenzen verwendeter PCR Primer
im Anhang dargestellt. Tabelle 2 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten und

erstellten Plasmide.

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme und ihre Eigenschaften.

Stamm Phéanotyp / Genotyp Referenz

Escherichia coli

DH5aMCR F endA1 supE44 thi-1 A" recA1 gyrA96 Grant et al.,
relA1 deoR A(lacZYA-araF) U169 1990
®80d/acZAM15 mcrA A(mrr hsdRMS
mcrBC)

TG1 F" supE hsdD5 thi A(lac-proAB) Sambrook et al.,
traD36 proAB' laclqg lacZAM15 1989

M15 K12-Derivat: Nal® Str° Rif° Thi Lac” Qiagen, Hilden

Ara® Gal* Mtl" F RecA* Uvr* Lon*

Corynebacterium

glutamicum

ATCC13032 Wildtyp Abe et al., 1967
13032::accD1 Wildtyp mit einer Disruption von Tilg, 2002

accD1 (dtsR1, NCgl0678) durch
pk18mob
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Tabelle 1ff: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme und ihre Eigenschaften.

Stamm Phanotyp / Genotyp Referenz

13032::accD2 Wildtyp mit einer Disruption von Gande et al.,
accD2 (dtsR2, NCgl0677) durch 2004
pk18mob

13032::accD3 Wildtyp mit einer Disruption von Gande et al.,
accD3 (dtsR3, NCgl2772) durch 2004
pk18mob

13032::accD4 Wildtyp mit einer Disruption von Gande et al.,
accD4 (accDA, NCgl0797) durch 2004
pk18mob

13032::pks Wildtyp mit einer Disruption der Gande et al.,
Polyketidsynthase (pks, NCgl2773) 2004

13032::fadD Wildtyp mit einer Disruption der Acyl-  diese Arbeit
AMP Ligase (fadD, NCgl2774)

13032::cmytA Wildtyp mit einer Disruption der diese Arbeit
Mycolyltransferase (cmytA,
NCgl2777)

13032::ubiA Wildtyp mit einer Disruption der diese Arbeit
Ubiprenyltransferase (ubiA,
NCgl2781)

13032Apks In-frame Deletion des pks-Gens Gande et al.,

2004

13032Apyc In-frame Deletion der Pryuvat- Peters-Wendisch
carboxylase (pyc, NCgl2781) etal., 1998

13032Ahyp In-frame Deletion des hypothetischen  diese Arbeit
Orfs NCgl2776

13032Acut In-frame Deletion der Kutinase (cut, diese Arbeit

NCgl2775)
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Tabelle 1ff: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme und ihre Eigenschaften.

Stamm Phanotyp / Genotyp Referenz
13032AcmytAcmytB ~ Doppeldeletion der Mycolyltrans- diese Arbeit
(AB) ferasen (cmyt+cmytB,

Cqgl2777+2779)

13032Acuthyp (AC) Doppeldeletion von NCgl2775+2776 diese Arbeit

13032AcmytAcmytB  Vierfachdeletion von NCgl2775+ diese Arbeit
hypcut (AA) 2776+2777+2779

Tabelle 2: Verwendete Plasmide, ihre Marker und Eigenschaften.

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

pUC18accD1 pUC18 mit 1,9 kb PCR Fragment aus  Tilg, 2002
chromosomaler DNA von
ATCC13032, enthalt accD1

pUC18accD2 pUC18 mit 1,9 kb PCR Fragment aus  Krumbach, 2003
chromosomaler DNA von
ATCC13032, enthalt accD2

pUC18accD3 pUC18 mit 1,9 kb PCR Fragment aus  Krumbach, 2003
chromosomaler DNA von
ATCC13032, enthalt accD3

pEKOaccD4 pEKO mit 2,1 kb PCR Fragment aus Tilg, 2002
chromosomaler DNA von
ATCC13032, enthélt accD4

pk18mob Integrationsvektor, oriVe, oriT, mob,  Schafer et al.,
Kan® 1994

pk18mob_accD1_int  pk18mob mit internem 555 bp accD1  Tilg, 2002

Fragment

pk18mob_accD2 int  pk18mob mit internem 508 bp accD2  Krumbach, 2003

Fragment



Material und Methoden

11

Tabelle 2ff: Verwendete Plasmide, ihre Marker und Eigenschaften.

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

pk18mob_accD3 int  pk18mob mit internem 431 bp accD3  diese Arbeit
Fragment

pk18mob_accD4 int  pk18mob mit internem 325 bp accD4  diese Arbeit
Fragment

pk18mob_pks_int pk18mob mit internem 543 bp pks diese Arbeit

pk18mob_ubiA_int

pk18mob_cmytA int

pk18mob_fadD int

pk19mobsacB

pk19mobsacB_Apks

pk19mobsacB_Ahyp

pk19mobsacB_Acut

pk19mobsacB_AA

pk19mobsacB_AB

Fragment

pk18mob mit internem 320 bp ubiA

Fragment

pk18mob mit internem 355 bp cmytA

Fragment

pk18mob mit internem 383 bp fadD
Fragment

Integrationsvektor, oriVe., oriT, mob,

Kan®, sacB

pk19mobsacB mit einem um 4,8 kb
verkleinerten pks Gen

pk19mobsacB mit einem um 388 bp
verkleinerten hyp Gen

pk19mobsacB mit einem um 877 bp

verkleinerten cut Gen

pk19mobsacB mit einem um 6,3 kb
verkleinerten Bereich der Gene

hyp+cut+cmytA+cmytB

pk19mobsacB mit einem um 4 kb
verkleinerten Bereich der Gene
cmytA und cmytB

Heseler, 2003

diese Arbeit

diese Arbeit

Schéfer et al.,

1994

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tabelle 2ff: Verwendete Plasmide, ihre Marker und Eigenschaften.

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

pk19mobsacB_AC pk19mobsacB mit einem um 1,5 kb diese Arbeit
verkleinerten Bereich der Gene hyp
und cut

pEC7accD1 pEC7 mit 1,9 kb accD1 Gen aus Tilg, 2002
pUC18accD1

pEC7accD2 pEC7 mit 1,9 kb accD2 Gen aus Krumbach, 2003
pUC18accD2

pEC7accD3 pEC7 mit 1,9 kb accD3 Gen aus Krumbach, 2003
pUC18accD3

pEC7accD4 pEC7 mit 1,9 kb accD4 Gen aus Krumbach, 2003
pUC18accD4

pQU30accD2 pQE30 mit 1,7 kb accD2 Gen aus Krumbach, 2003
pPCR-ScriptAmpSK(+)dtsR2

pQU30accD3 pQE30 mit 1,6 kb accD3 Gen aus Krumbach, 2003
pPCR-ScriptAmpSK(+)dtsR3

pREP4 oriVe., lacl, Kan® Qiagen, Hilden

pEKEX3 Spech, pUC18 oriVe., pBL1 oriVeyg, Radmacher, 2004

pEKEX3 Hs _accD3

pEKEx3_RBS Hg_
pks

pEKEx3_RBS_pks
He

pPEKEx3_RBS Hg
accD2 ¢

Ptac, /aCIQ

pEKExX3 mit 1,7 kb RBS_Hs_accD3
Insert aus pQE30accD3

pPEKEX3 mit 4,9 kb RBS_Hg_pks
PCR Frgment, Hisg-tag N-terminal
pPEKEx3 mit 4,9 kb RBS_ pks_He
PCR Frgment, Hisg-tag C-terminal

pEKExX3 mit 1,9 kb RBS_Hs_accD2
¢ PCR Frgment

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tabelle 2ff: Verwendete Plasmide, ihre Marker und Eigenschaften.

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

pEKEx4 pEKEx2 mit MCS aus pQE30, diese Arbeit
enthalt artifizielle RBS und N-

terminalen Hisg-tag

pEKExX5 pEKEx3 mit MCS aus pQE30, diese Arbeit
enthalt artifizielle RBS und N-

terminalen Hise-tag

pEKEX5_fadD pEKEx5 mit 1,9 kb fadD PCR diese Arbeit
Fragment

pVWEXx2 Kan®, pUC18 oriVg,., pBL1 oriVeyg, Wendisch et al.,
Ptac, laclQ 1997

pVWEx2_dtsR1 pVWEXx2 Expressionsvektor mit Tilg, 2002

1,9 kb accD1 Gen

2 Chemikalien, Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Soweit nicht anders aufgefihrt, wurden alle Chemikalien, Reagenzien und En-
zyme bei den Firmen Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie
(Seelze), Amersham Pharmacia Biotech Inc. (Freiburg), Merck KGaA (Darmstadt)
und Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) mit den Reinheitsgrad p.a. bzw. reinst
bezogen. Die Komponenten komplexer Nahrmedien stammten von den Difco-
Laboratories (Detroit, Ml, USA).
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2.2 Nahrmedien

Nahrmedien fiir Escherichia coli

Zur Kultivierung aller verwendeten E. coli Stamme wurde ausschlieBlich das
Komplexmedium Luria-Bertani (LB) verwendet (Sambrook et al., 1989). Kulti-
vierungen zur Stammbhaltung erfolgten in Reagenzglasern mit 5 ml BHI Medium
mit 0,5 M Sorbitol. Die tber Nacht unter Standardbedingungen kultivierten Zellen
wurden durch Zentrifugation geerntet (5.000 g, 1 min, RT), in 1 ml LB Medium mit
40 % Glycerin (v/v) resuspendiert und bei -70 °C gelagert. Fir jeden Stamm
wurden jeweils zwei parallele Kulturen angesetzt, eine diente zur dauerhaften
Lagerung, die andere wurde als Ausgangskultur fur die durchgefihrten Kultivierun-
gen verwendet.

Die Anzucht zur Erzeugung chemisch kompetenter Zellen erfolgte in SOB
Komplexmedium (Hanahan, 1985).

Nahrmedien flr Corynebacterium glutamicum

Die Kultivierung von C. glutamicum Stammen zur DNA lIsolation, Stammbhaltung
und Proteinexpression erfolgte in LB Medium. Zur Bestimmung von Enzymaktivi-
taten und zur Isolierung des AccBC Proteins wurde das C. glutamicum spezifische
Komplexmedium Cglll eingesetzt (Menke et al, 1989). Die Kultivierung zur
Erzeugung elektrokompetenter C. glutamicum Zellen (Tauch et al., 2002) erfolgte
im BHI (Brain Heart Infusion, Difco) Komplexmedium. Fir einige Wachstums-
experimente und zur Kultivierung der Zellen zur Fettsdureanalytik wurde das
amino- und fettsdurefreie Minimalmedium CgXll (Keilhauer et al., 1993) mit 4 %
Glukose (w/v) verwendet. Durch den Zusatz der nicht metabolisierbaren Puffer-
substanz 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure (MOPS) zeichnet sich dieses
Medium durch sehr gute Puffereigenschaften im pH Bereich um 7,2 aus.
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2.3 Medienzusatze

Die Selektion auf rekombinante E. coli Stdmme erfolgte durch Supplementation

der Medien mit Antibiotika in folgenden Endkonzentrationen:

Kanamycin (Kan) 50 pg/ul
Carbenicillin (Carb) 50 pg/pl
Spectinomycin (Spec) 100 pg/ul

Far die Selektion rekombinanter C. glutamicum Stamme wurden folgende Endkon-

zentrationen eingesetzt:

Kanamycin (Kan) 50 pg/ul (frei replizierende Plasmide)

25 ug/ul (Integration eines Vektors in das Genom)
Chloramphenicol (Cm) 15 ug/pl
Spectinomycin (Spec) 250 pg/ul

Zur Kultivierung fettsdureauxotropher Stdmme enthielt das Medium zusétzlich

Fettsduren bzw. ihre Derivate in folgenden Endkonzentrationen:

Olsaure C18:1 20 pM
Tween 40 C16:0 30 mg/I
Butterhydrolysat unspezifisch 300 mg/I
Brij58 Emulgator 400 mg/I

Das Buttersaurehydrolysat wurde nach den Angaben von Prof. Dr. E. Schweizer
(Universitat Erlangen-Nirnberg) hergestellt, indem 100 g Butter in einer Kalium-
hydroxid / Methanol Lésung (25 g KOH in 50 ml Methanol geldst) fir 1,5 h unter
Ruckfluss gekocht wurden.

Zur Herstellung von Festmedien wurde den Flissigmedien 1,5 % Agar (w/v)
(Difco) hinzugeflugt.
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2.4 Kultivierung von Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum

Die Kultivierung von C. glutamicum und E. coli fir Wachstumsversuche, zur DNA
Isolierung, fur enzymatische Aktivitdtsbestimmungen oder zur Proteinexpression
erfolgte immer ausgehend von einer frischen LB Agarplatte, die niemals langer als
eine Woche bei 4 °C aufbewahrt wurde. Zur Kultivierung der Bakterien in
FlGssigmedien wurden 5 oder 50 ml Vorkulturen LB- oder BHI Medium mit einer
Einzelkolonie beimpft und Uber Nacht bei 30 °C im Fall von C. glutamicum oder
37 °C bei E. coli unter Schutteln mit einer Umdrehungszahl von 170 rpm bei
Reagenzglésern oder 120 rpm bei Erlenmeyerkolben inkubiert. Fir Wachstums-
experimente wurde mit einer Uber Nacht gewachsenen Vorkultur eine 50 ml CgXIl|
Hauptkultur beimpft, so dass ihre optische Dichte 0,5 betrug. Die Kulturen wurden
dann bei 30 °C mit 120 rpm inkubiert. Zur Gewinnung von Zellmaterial zum
Einsatz in Enzymtests war das Vorgehen analog. Es wurde nur statt Minimal-
medium das Komplexmedium Cglll verwendet. Die Zellen wurden in der exponen-
tiellen Wachstumsphase bei einer optischen Dichte zwischen 9 und 11 geerntet.
Die Kultivierung von Zellmaterial zur Aufreinigung von Proteinen erfolgte in LB
Medium. Um ausreichend Zellmasse zu erhalten, wurden 500 ml Medium in 2 |
Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen verwendet, die bei 30 °C und
100 rpm inkubiert wurden. Die Zellernte erfolgte hier bei einer optischen Dichte
von 3. Zur DNA Prgparation wurden die Zellen in 50 ml LB Medium unter

Standardbedingungen Uber Nacht kultiviert.

3 Molekularbiologische Methoden

3.1 Isolierung von genomischer DNA

Fir jede Isolation genomischer DNA wurden C. glutamicum Zellen in 5 ml LB
Medium bei 30 °C mit 170 rpm Uber Nacht kultiviert. Die durch Zentrifugation
geernteten Zellen dienten als Ausgangsmaterial zur DNA Isolation mittels des
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DNeasy Tissue Kits (Qiagen, Hilden). Das gesamte Vorgehen erfolgte nach den

Angaben des Herstellers.

3.2 Isolierung von Plasmid DNA

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte nach der von Birnboim und
Doly (1979) modifizierten Methode der alkalischen Lyse. Flr Arbeiten, die eine
héhere Reinheit oder groBere Menge der DNA erforderten, wie z.B. Sequen-
zierungen, Elektroporationen oder préparative Restriktionen, wurde das Mini
Plasmid Purification Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Das genaue Verfahren ist
dem Handbuch der Firma Qiagen zu entnehmen. Plasmidisolierungen aus
C. glutamicum erforderten aufgrund der stabilen Zellwand des Bakteriums eine
Vorbehandlung mit 15 mg/ml Lysozym bei 37 °C fir eine Stunde (Schwarzer und
Pahler, 1991).

3.3 Transformation von E. coliund C. glutamicum

Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli wurde eine modifizierte Methode nach Hanahan
(1983) eingesetzt. Dabei wurden die nach Hanahan (1985) erstellten, chemisch
Rubidiumchlorid kompetenten Zellen durch einen Hitzeschock transformiert.

Transformation von C. glutamicum

Die Transformation von C. glutamicum erfolgte ausschlieBlich durch Elektro-
poration mit anschlieBendem Hitzeschock nach Tauch et al. (2002). Zur Erstellung
elektrokompetenter Zellen wurde 5 ml BHIS Medium mit einer Einzelkolonie von
C. glutamicum von einer frischen Agarplatte beimpft und Gber Nacht bei 30 °C mit
170 rpm inkubiert. Mit 2 ml dieser Vorkultur wurden 100 ml BHIS Medium in
500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen beimpft und bei 30 °C mit
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120 rpm inkubiert bis eine optische Dichte von 1,5 erreicht wurde. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation geerntet (3.500 g, 15 min, 4 °C), zweimal in eiskaltem
TG Puffer (1 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 % Glycerin (v/v)) und zweimal in 10 %
Glycerin (v/v) gewaschen. Die Zellen wurden dann in 1 ml 10 % Glycerin (v/v)
resuspendiert und in 100 pl Aliquots bei -70 °C gelagert.

Zur Elektroporation wurden 50 ul der kompetenten Zellen mit bis zu 10 pug
hochreiner und salzfreier Plasmid DNA in einer vorgeklhlten Elektroporations-
kivette (2 mm Spaltabstand, Gene Pulser Cuvette, Biorad, Minchen) vermischt
und mit 0,8 ml eiskaltem 10 % Glycerin (v/v) Uberschichtet. Die Elektroporation
wurde mit einem Puls bei einer Spannung von 2.500 V, einem Widerstand von
200 Q und einer Kondensatorkapazitat von 25 pF mit einem Gene Pulser Xcell
(Biorad, Mlnchen) durchgeftihrt (Tauch et al., 2002). Im Anschluss erfolgte ein
Hitzeschock, indem der Transformationsansatz 6 min in 5 ml BHIS Medium bei
46 °C inkubiert wurde. Vermutlich wird durch diese Hitzebehandlung die
Restriktionsaktivitdt von C. glutamicum reduziert, so dass die Transformations-
effizienz bei Verwendung heterologer DNA erhéht wurde (van der Rest et al.,
1999). Zur Regeneration und Auspragung der plasmidcodierten Antibiotika-
resistenz wurden die Zellen fir weitere 60 min bei 30 °C inkubiert und

anschlieBend auf antibiotikahaltigen BHIS Agarplatten ausplattiert.

3.4 Restriktion, Modifikation und Rekombination von DNA

Alle Methoden zur Restriktion, Prazipitation, Reinigung und Modifzierung von DNA
wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgeflihrt. Fir analytische Restriktionen
wurde die DNA 2 h mit 2 U des entsprechenden Restriktionsenzyms (Roche
Diagnostics, Mannheim) pro ug DNA inkubiert, praparative Restriktionen wurden
mit 6 U Restriktionsenzym pro ug DNA {ber Nacht bei der vom Hersteller
angegebenen Temperatur durchgefihrt. Die anschlieBende gelelektrophoretische
Auftrennung der DNA Fragmente erfolgte in Abhangigkeit ihrer GréBe in 1 % oder
2 % TAE Agarosegelen (Sambrook et al, 1989). Im Fall von praparativen
Agarosegelen wurden die Banden aus dem Gel ausgeschnitten und die darin
enthaltene DNA mittels des QIAEXxIl Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt

und aufkonzentriert. Zur Modifikation Gberhangender 5’-Enden wurden diese durch
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die Klenow Polymerase (Roche, Mannheim) unter Zugabe von Desoxynukleotiden
zu glatten Enden aufgeflillt, Gberhangende 3’-Enden durch das gleiche Enzym
abgebaut (Sambrook et al, 1989). Linearisierte Vektoren wurden mittels der
Shrimp Alkaline Phosphatase (USB, Bad Honnef) dephosphoryliert, um eine
intramolekulare Rezirkulisierung zu vermeiden. Ligationen wurden ausschlieBlich
mit dem Rapid Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) fir 15 min bei

Raumtemperatur durchgeflhrt.

3.5 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde sowohl zur in-vitro Amplifikation von
DNA Fragmenten (Saiki et al., 1988; Tindall und Kunkel, 1988), zur analytischen
Uberpriifung von Integrations- und Deletionsmutanten als auch zum Nachweis von
Ligationen in Plasmiden angewandt. Dabei wurden jeweils zwei synthetische DNA
Oligonukleotide (MWG Biotech AG, Ebersberg) als Primer eingesetzt (Sambrook
et al., 1989), die den zu amplifizierenden chromosomalen Bereiche flankierten und
gof. spezielle Modifizierungen wie Ribosomenbindestellen (RBS) oder Restrik-
tionsschnittstellen trugen. Als Matrize wurde chromosomale DNA aus C. glu-
tamicum benutzt. Die Durchfihrung der PCR erfolgte mit Hilfe eines
Thermocyclers (Biozym Diagnostik, Oldendorf oder T3000 Thermocycler,
Biometra, Géttingen). Zur Denaturierung der DNA wurde eine Temperatur von
94 °C gewahlt, die Anlagerungstemperatur der Primer war variabel und richtete
sich nach der Zusammensetzung der Oligonukleotide in ihrem zur chromosomalen
DNA homologen Bereich (Sambrook et al, 1989). Die Dauer der Elongation
richtete sich hingegen nach der Lédnge des zu amplifizierenden Fragments und
wurde bei 72 °C, im Fall von GC reichen Amplifikaten bei 68 °C ausgefihrt.

Es wurden je nach Fragestellung drei unterschiedliche DNA anhangige DNA
Polymerasen verwendet. Im Fall von analytischen PCR Reaktionen wurde die Taq
DNA Polymerase (Qiagen, Hilden) ohne Fehlerkorrektur benutzt. Bei der
Amplifikation I&ngerer Bereiche und zur Erstellung interner Fragmente zur Deletion
oder Inaktivierung von Genen wurde das Expand High Fidelity PCR System
(Roche Diagnostics, Mannheim) eingesetzt. Zur Synthese ganzer Gene zur

Uberexpression oder zur Komplementation von Inaktivierungsmutanten kam
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ausschlieBlich die KOD Hot Start DNA-Polymerase zum Einsatz (Novagen,
Darmstadt). Die beiden letztgenannten PCR Systeme zeichnen sich durch eine
3’ — 5’ Exonukleaseaktivitat aus, die in der Lage ist, etwaige Sequenzfehler zu
korrigieren (Barnes, 1994). Die Verwendung der Enzyme richtete sich nach den
Angaben der einzelnen Hersteller. Nach Beendigung der PCR Reaktionen wurden
die gesamten Ansétze in 1 oder 2 % TAE Agarosegelen aufgetrennt und die DNA

aus dem Gel eluiert.

3.6 DNA Sequenzierung und computergestiitzte Sequenzanalyse

Alle DNA Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode
von Sanger et al. (1977) bei den Firmen MWG Biotech AG (Ebersberg) oder
AGOWA (Berlin) durchgeftihrt. Die so erhaltenen DNA Sequenzen wurden mit
dem Programm Clone Manager 5 for Windows (Version 5.02; Scientific &
Educational Software) analysiert, wodurch auch Restriktionsschnittstellen und
offene Leseraster identifiziert werden konnten. Zudem wurden mit diesem
Programm Plasmidkarten der konstruierten Vektoren erstellt (sieche Anhang).
Datenbanken zur Suche nach DNA- und Proteinsequenzen mit Ahnlichkeiten zu
den in dieser Arbeit untersuchten Sequenzen wurden sowohl am National Center
for Biotechnology Information (NCBI, Washington, USA) mit den Programmen
BLASTN, BLASTX und BLASTP (Altschul et al., 1997) als auch mit Hilfe von
ERGO (Integrated Genomics, Chicago, USA) durchgefihrt. Der Sequenzvergleich
von Proteinen untereinander erfolgte mit dem Multiple Sequence Alignment
Programm ClustalW.1.8 (Jeanmourgin et al., 1998).

3.7 Konstruktion und Nachweis von Integrations- und Deletionsmutanten
bei Corynebacterium glutamicum

Zur Inaktivierung von Genen durch Insertionsmutagenese wurden Derivate des in
C. glutamicum nicht replizierbaren Vektors pK18mob erstellt, die ein internes
Fragment von ca. 400 — 500 bp Lange des zu inaktivierenden Gens trugen
(Schwarzer und Puhler, 1991). Nach Einbringen des Plasmids mittels Elektro-
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poration wurden durch Selektion auf die durch das Plasmid vermittelte Antibiotika-
resistenz Integrationsstamme isoliert.

Die Herstellung der Deletionsmutanten von C. glutamicum erfolgte nach der von
Schéfer et al. (1994) etablierten Methode mit dem Plasmid pK19mobsacB. Dazu
wurden mittels cross-over PCR (Link et al., 1997) Deletionskonstrukte hergestellt
(Primersequenzen siehe Anhang), die ein DNA Fragment mit der gewlinschten
Deletion und dessen homologen Nachbarbereiche enthielten. Diese Fragmente
wurden dann in die multiple Klonierungsstelle (MCS) von pK19mobsacB eingeflgt.
Da auch pK19mobsacB in C. glutamicum nicht replizierbar ist, wurden nach
Einbringen des Plasmids durch Elektroporation und anschlieBender Selektion auf
die durch das Plasmid vermittelte Kanamycinresistenz Klone isoliert, in denen das
Plasmid durch homologe Rekombination in das Chromosom integriert vorlag. Die
Ausgliederung von pK19mobsacB aus dem Chromosom durch ein zweites
Rekombinationsereignis, Uber die jetzt im Chromosom vorliegenden duplizierten
DNA Bereiche erfolgte, indem die Zellen im BHIS Komplexmedium ohne Kanamy-
cin kultiviert wurden. AnschlieBend wurde die Kultur auf BHIS Agarplatten mit 10
% Saccharose (w/v) ausplattiert. Durch die von sacB kodierte Levan-Sucrase wird
Saccharose zu Levan polymerisiert was zu einer induzierten Lethalitat fOhrt
(Bramucci et al., 1996). Dadurch konnten nur solche Klone wachsen, die das
Plasmid verloren hatten. Bei diesen Saccharose-resistenten und Kanamycin-
sensitiven Klonen war entweder die genetische Wildtypsituation wieder hergestellt
oder die gewlnschte Deletion entstanden. Dies wurde durch PCR-Analysen unter
Verwendung von auBerhalb des Konstruktes bindenden Primern (Sequenzen
sieche Anhang) und durch Southernblot-Analysen ermittelt. Zur Southernblot-
Analyse (Southern, 1975) wurde die genomische DNA der entsprechenden
Stdmme isoliert und ca. 5 pg mit der Restriktionsendonuklease BstEll gespalten.
Nach Auftrennung der genomischen DNA Fragmente in einem 1 % Agarosegel
wurden diese mittels Vakuumblot (2016 Vacugene, LKB, Bromma) auf eine Nytran
NY13N Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuill, Dassel) transferiert
(Southern, 1975). Die Sonden zum Nachweis bestimmter DNA Fragmente wurden
durch die Spaltung der entsprechenden Gene, vorliegend in pUC18 Vektoren,
durch jeweils zwei Restriktionsendonukleasen erhalten. Daflr wurden folgende
Paarungen von Restriktionsenzymen verwendet: accD1: Sacl mit Bglll, accD2:
Pvull mit SgrAl, accD3: Clal mit Stul, accD4: Sful mit Pvul. Im Fall der Deletion
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des Polyketidsynthase existierten keine brauchbaren Restriktions-schnittstellen,
hier wurde ein durch PCR amplifiziertes 645 bp groBes Fragment (Primer siehe
Anhang) des pks Gens als Sonde verwendet. Die Markierung der so erstellten
DNA Fragmente mit Digoxigenin, Hybridisierung, Waschen und Detektion erfolgte
mit dem DIG-Chem-Link Labeling and Detection Set (Roche Diagnostics,
Mannheim) nach entsprechenden Herstellerangaben.

4 Messung von Enzymaktivitaten

4.1 Herstellung zellfreier Rohextrakte

Zur Herstellung zellfreier Rohextrakte, die zur Messung der Acetyl-CoA Carboxy-
laseaktivitaten eingesetzt wurden, erfolgte die Kultivierung der Stdmme in 100 ml
Cglll Medium unter Standardbedingungen. Die Zellen wurden in der exponen-
tiellen Wachstumsphase bei einer optischen Dichte zwischen 8 und 11 geerntet,
einmal mit 0,9 % NaCl gewaschen, in 0,7 ml Reaktionspuffer (60 mM Tris/HCI pH
7,2) aufgenommen und in 2 ml Eppendorf ReaktionsgefdBen im Ultraschall-
disintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power, Danbury, USA) flr
10 min auf Ultraschallstufe 20 und 20 % Pulsmodus auf Eis aufgeschlossen.
Durch Zentrifugation (13.000 g, 30 min, 4 °C) wurden Zelltrimmer und intakte
Zellen aus dem Rohextrakt entfernt und der zellfreie Uberstand direkt zur
Messung von Enzymaktivitaten eingesetzt.

4.2 Bestimmung der Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitat zellfreier Rohextrakte

Acyl-CoA Carboxylasen katalysieren die irreversible Carboxylierung von Acyl-CoA
Derivaten, beispielsweise Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA in Abhangigkeit von ATP
und HCO3:

) M 2+
Acyl-CoA + ATP + HCO; 9 » “00C-Acyl-CoA + ADP + P

a-Carboxyacyl-CoA
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Die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitidten wurde in Anlehnung an eine
Methode von Kimura et al. (1998) in einem diskontinuierlichen Enzymtest mit

folgendem Reaktionsansatz durchgefihrt:

60 mM  Tris/HCl pH 7,2

65 mM  KHCOs;

1 mM ATP

1,5mM  MgCl,

3 —4 mg Protein (Rohextrakt)

2 mM Substrat (Acetyl-CoA, Na-Salz, Roche)
ad 500 pl HO

Der Reaktionsansatz wurde 1 min bei 30 °C vorinkubiert und die Reaktion durch
die Substratzugabe gestartet. Nach einer Inkubationszeit von 1, 2, 3, 5 und 10 min
wurden dem Ansatz je 100 pl entnommen, die Reaktion sofort durch den Zusatz
von 10 pl 30 % Perchlorsaure (v/v) gestoppt, und die gefallten Proteine durch
Zentrifugation (14.000 g, 5 min, 4 °C) entfernt. 50 pl des Uberstandes wurde durch
Ubetragung in 12,5 pl einer 1 M Na,COj3 Lésung auf pH 5,0 eingestellt und bis zur
HPLC Analyse bei -20 °C gelagert.

4.3 Quantitative Bestimmung von CoA und CoA-Derivaten mittels reversed-
phase HPLC

Die quantitative Bestimmung von CoA und CoA-Derivaten erfolgte mittels
reversed-phase Chromatographie (Jones and Gillian, 1983) in der HPLC Serie
110 der Firma Agilent Technologies (Bdblingen) nach einer modifizierten Methode
von Wendisch et al. (1997) sowie King und Reiss (1985). Die CoA Verbindungen
wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Hydrophobizitaten auf einer LiChrospher
100 RP 18-EC-5u Séule (125 x 4 mm, Merck, Darmstadt) bei 40 °C getrennt und
im UV-Bereich bei einer Wellenlange von 254 nm durch einen Multiwellenlangen-
detektor (G1365A) der HP Serie 1100 detektiert. Zur Trennung von Malonyl-CoA
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und CoA bzw. Acetyl-CoA und adenosinhaltigen Metaboliten wurden jeweils 12 pl
der Probe automatisch injiziert und folgender Gradient aus Natriumphosphatpuffer
(50 mM; pH 5,0) und Acetonitril erzeugt: 0 — 27 min linear zunehmender Gradient
von 2 % auf 26 % Acetonitril (v/v) mit einer Flussrate von 0,3 ml/min, 27 — 28 min
linear abnehmender Gradient auf 2 % Acetonitril (v/v) mit einer Flussrate von
0,8 ml/min und 28 — 32 min konstant bleibend mit einer Flussrate von 0,8 ml/min.
Als Mengenstandards wurden 0,1; 0,25; 0,5 und 1,0 mM L&sungen von CoA,
Acetyl-CoA und Malonyl-CoA in 0,2 M Natriumphosphatpuffer pH 3,0 einzeln oder
in einem 0,2 mM Gemisch eingesetzt. Die Retentionszeiten fir Malonyl-CoA
betrugen etwa 9,60 min, fir CoA 13,30 min und fur Acetyl-CoA 14,43 min.

5 Proteinbiochemische Methoden

5.1 Herstellung zellfreier Rohextrakte zur Isolierung von Proteinen

Zur Aufreinigung von Proteinen und Proteinkomplexen wurden zellfreie Roh-
extrakte der in Tabelle 3 aufgelisteten Stamme erstellt.

AuBer bei der Uberexpression von accBC in C. glutamicum erfolgten alle
Kultivierungen der Stamme in 500 ml LB Medium. Die Kulturen wurden mit einer
optischen Dichte von 0,2 beimpft und bei 30 °C mit 100 rpm inkubiert bis eine
optische Dichte von 1,0 erreicht wurde. Die Expression der entsprechenden Gene
wurde dann durch Zugabe von 100 uM IPTG induziert und die Zellen bis zu einer
optischen Dichte von 3 unter den oben genannten Bedingungen kultiviert. Im Fall
der Uberexpression von accBC wurden 500 ml Cglll mit einer optischen Dichte
von 0,5 beimpft und bei 30 °C mit 100 rpm inkubiert bis eine optische Dichte
zwischen 9 und 11 erreicht wurde. Da das accBC Gen unter der Kontrolle des
nativen Pomotors stand, war eine Induktion mit IPTG nicht notwendig. Die durch
Zentrifugation geernteten Zellen (6000 g, 30 min, 4 °C) wurden in 5 ml des vom
Hersteller der Saulenmaterialien angegebenem Lysispuffers resuspendiert und in
5 ml Glashérnchen durch Ultraschall (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic

Power, Danbury, USA) aufgeschlossen (6 min, Pulslange 100 %, Ultraschallstufe
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2,5). Der so erhaltene Rohextrakt wurde zur Abtrennung von Zelltrimmern und

nicht aufgeschlossenen Zellen zentrifugiert (15.000 g, 30 min, 4°C) und das

Zielprotein direkt chromatographisch gereinigt.

Tabelle 3: Die zur Reinigung verschiedener Proteine und deren Komplexe
verwendete Stdmme. Die entsprechenden Gene wurden entweder homolog in
C. glutamicum (C.g.) oder heterolog in E. coli (E.c.) Uberexprimiert.

Stamm gereinigtes Protein Referenz Medium

C. g. ApycpJCilaccBC a-Untereinheit der Acyl- Peters-Wendisch Cqlll
CoA Carboxylase (AccBC) etal., 1998

C. g. ApycpJCilaccBC Acyl-CoA Carboxylase diese Arbeit LB

pEKEx3_RBS_H¢_accD3  Komplex

C. g. ApycpJC1accBC Acyl-CoA Carboxylase Heseler, 2005 LB

pEKEx3_RBS_H¢_accD2  Komplex

C.g. Polyketidsynthase (Pks) diese Arbeit LB

pEKEx3_RBS_Hs_pks

E. c. DH5a Acyl-AMP Ligase (FadD) diese Arbeit LB

pPEKEX5_fadD

E. c. pREP4 B-Untereinheit der Acyl- Tilg, 2002 LB

pQE30_dtsR2

CoA Carboxylase (AccD2)

5.2 Proteinbestimmung und SDS Polyacrylamidgelelektrophorese

Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Losung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach einer von Bensadoun und Weinstein (1976)

entwickelten Methode. Dabei wurden verschiedene Verdinnungen des Protein-

extraktes mit einem Kupferreagenz versetzt, durch das Proteinkonzentrationen

von 2,5 bis 12,5 pg/ml quantitativ nachgewiesen werden konnten. Diese Methode

beruht auf einer Farbreaktion des Kupfers, bei der die Reduktion des oxidierten,

blaulichen Kupferkomplexes (Cu?*) zu einem violettem Kupferkomplex (Cu*) bei
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einer Wellenlange von 680 nm spektralphotometrisch bestimmt wurde. Als
Standard wurden fir jede Messreihe 2,5; 5; 7,5; 10 und 12,5 ug BSA, geldst in
1 ml Wasser, eingesetzt. Zur Quantifizierung noch geringerer Proteinmengen
erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung mit anschlieBendem Vergleich der
Bandenintensitdt mit Standardproteinen bekannter Konzentration (Mark 12;

Invitrogen).

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Trennung von Proteinen in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht unter
denaturierenden Bedingungen erfolgte diskontinuierlich in 10 bzw. 12 % Bis-Tris
Polyacrylamidgelen (Fling und Gregerson, 1986) des NuPAGE Systems (NOVEX
Elektrophoresis, Frankfurt). Die Elekirophorese wurde entweder in dem vom
Hersteller angegebenen MES-SDS (50 mM MES; 50 mM Tris pH 7,7; 1 % SDS;
1 mM EDTA) oder MOPS-SDS (50 mM MOPS; 50 mM Tris pH 7,7; 1 % SDS;
1 mM EDTA) Puffer Gber 1,5 h bei einem Strom von maximal 60 mA in einer
XCell Il Mini-Cell (NOVEX Elektrophoresis, Frankfurt) durchgefthrt. Zur Detektion
wurden die Proteine in einer Serva-Blau Farbelésung (0,05 % Coomassie Brilliant
Blau R-250 (w/v); 25 % Isopropanol (v/v); 10 % Essigsaure (v/v)) far Gber 1 h
gefarbt und anschlieBend mit 10 % Essigsaure differenziert (Meyer et al., 1965).
Zur Farbung von schwachen Proteinbanden, unterhalb der Nachweisgrenze der
Serva-Blau Farbemethode, wurde das Silver Stain Plus Kit (Biorad, Minchen)
eingesetzt. Das Vorgehen zur Silberfarbung richtete sich nach den Angaben des
Herstellers. Zur GréBen- und Mengenabschatzung der Proteinbanden wurden
jeweils 5 pl des Molekulargewichtsstandard Mark 12 oder des bereits vorgefarbten
GréBenstandards SeeBlue (beide NOVEX Elektrophoresis, Frankfurt) genutzt.

5.3 Isolierung biotinhaltiger Proteine durch Avidinaffinitatschromatographie

Das einzige in dem Stamm C. glutamicum Apyc pJC1accBC exprimierte biotiny-

lierte Protein, AccBC, wurde durch Avidinaffinitatschromatographie (Cronan Jr.,
1990) mit dem SoftLink Soft Release Avidin Resin (Promega, Mannheim), einem
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Adsorber mit kovalent gebundenem, monomeren Avidin und dem AKTA Basic 100
FPLC System (GE Healthcare, Frankfurt) isoliert. Mit diesem Material wurde eine
Saule mit einem Bettvolumen von 1 ml gepackt und die irreversiblen Bindestellen
des Avidinmaterials mit freiem Biotin nach Herstellerangaben abgesattigt.
Reversibel bindendes Biotin wurde im Anschluss durch Denaturierung (10 %
Essigsaure (v/v)) und Renaturierung (0,1 M Natrium-Phosphatpuffer pH 6,8) des
Avidins entfernt. Vor dem Probenauftrag wurde die Saule mit Probenpuffer
(100 mM Tris/HCI pH7,6; 150 mM NaCl; 1 mM MgSO4; 0,5 mM DTT; 20 %
Glycerin (v/v)) bei einer Fliessgeschwindigkeit von 0,1 ml/min aquilibriert und der
Rohextrakt mit gleicher Flussrate aufgetragen. Nach dem Waschen mit 3 ml
Probenpuffer wurden die spezifisch an der Saule gebundenen Proteine durch 1 ml
Probenpuffer mit 5 mM Biotin eluiert. Die Proteinlésungen wurden mittels AMICON
Centriprep ' YM-30 Ultrafiltrationseinheiten (Millipore, Eschborn) auf 500 pl
aufkonzentriert und bei -20 °C gelagert.

5.4 Isolierung von Histidin Fusionsproteinen lber Ni-NTA Affinitatschroma-
tographie

Protreinreinigung mittels des AKTA FPLC Systems

Alle monomeren Proteine wurden {ber das AKTA Basic 100 System (GE
Healthcare, Freiburg) unter Verwendung einer HisTrapFF 1 ml Saule (Amersham
Pharmacia, Uppsala, Schweden) separiert. Zur Reinigung von Proteinkomplexen
erwiesen sich in Hinblick auf die Komplexstabilitat , Tropfsaulen® (Qiagen, Hilden)
als vorteilhafter. Die Isolierung erfolgte in beiden Fallen Uber die Interaktion einer
dem Zielprotein angehéngten Peptidsequenz bestehend aus sechs Histidin
Resten und immobilisierter Nickel-Nitrilessigsaure (Porath et al., 1975). Das Uber
Nitrilessigsdure an Sepharose oder Agarose gebundene Nickelion diente als
Chelatbildner mit zwei freien Ligandenbindestellen. Durch Komplexierung der
Histidinimidazolringe konnten pro Nickelion zwei Fusionsproteine spezifisch
gebunden werden (Hochuli, 1989; Janknecht et al., 1991).
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Bei der Isolation von Proteinen mittels des AKTA Systems wurde die S&ule vor
dem Probenauftrag mit 5 Sdulenvolumen Lysispuffer (20 mM Natriumphosphat-
puffer pH 7,4; 500 mM NaCl; 10 mM Imidazol) mit einer Flussrate von 1 ml/min
aquilibriert. Der Probenauftrag erfolgte anschlieBend mit einer auf 0,1 ml/min
reduzierten Fliessgeschwindigkeit um eine mdglichst lange Kontaktzeit zwischen
Fusionsprotein und Saulenmatrix zu gewahrleisten. Nur so konnte eine annahernd
vollstdndige Bindung des Zielproteins erfolgen. AnschlieBend wurde tber einen 15
Saulenvolumen andauernden Waschschritt (Waschpuffer: 20 mM Natrium-
phosphatpuffer pH 7,4; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol) bei einer Flussrate von
0,5 ml/min unspezifisch an dem S&ulenmaterial haftende Proteine entfernt. Die
spezifisch gebundenen Fusionsproteine wurden in einem letzten Schritt durch
einen Gradienten Uber 10 Saulenvolumen mit einer Flussrate von 0,5 ml/min und
einer Endkonzentration von 250 mM Imidazol entfernt. Durch die Gradienten-
elution konnten eventuell vorhandene Verunreinigungen vor der eigentlichen
Elution des Zielproteins von der Saule entfernt werden. Die das Zielprotein
enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt, mit AMICON Centriprep YM-30
Ultrafiltrationseinheiten (Millipore, Eschborn) auf 2,5 ml konzentriert, um anschlie-
Bend mittels PD10 S&ulen (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) auf den
Lagerpuffer (100 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 1 mM MgSQ,; 0,5 mM DTT;
20 % Glycerin (v/v)) eingestellt zu werden. Die so umgepufferten Proteinlésungen
wurden erneut auf ca. 500 pl eingeengt und als 100 pl Aliquots bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Proteinreiniqung Uber Ni-NTA Agarose

Far die Reinigung des Acyl-CoA Carboxylasekomplexes aus C. glutamicum
fanden selbst gepackte Ni-NTA Agarose ,Tropfsdulen® mit 1 ml Bettvolumen
(Janknecht et al., 1991; Qiagen, Hilden) Verwendung. Die Aufreinigungsprozedur
richtete sich nach dem QlAexpressionist 01/2003 (Qiagen, Hilden). Dazu wurden
die Saule mit 5 ml Lysispuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0; 300 mM
NaCl; 10 mM Imidazol) &quilibriert und im Anschluss der zellfreie Rohextrakt
aufgetragen. Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde die Saule
mit 8 ml Waschpuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0; 300 mM NacCl;
20 mM Imidazol) gewaschen und die spezifisch an der Saule haftenden



Material und Methoden 29

Fusionsproteinkomplexe mit 1,5 ml Elutionspuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer
pH 8,0; 300 mM NaCl; 100 mM Imidazol) von der Saule entfernt. Die so
gereinigten Proteinkomplexe wurden Uber PD10 Saulen (Amersham Pharmacia,
Uppsala, Schweden) auf Lagerpuffer (100 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NacCl;
1 mM MgSQOg4; 0,5 mM DTT; 20 % Glycerin (v/v)) eingestellt, mittels AMICON
Centriprep YM-30 Ultrafiltrationseinheiten (Millipore, Eschborn) auf ca. 500 pl
eingeengt und als 100 pl Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

5.5 Bestimmung der Gr6Be von Proteinkomplexen durch GréBenausschluss-
chromatographie

Die GréBenausschlusschromatographie wurde zur Bestimmung der nativen GréBe
des Acyl-CoA Carboxylasekomplexes und zur weiteren Aufreinigung des Pks
Proteins nach Ni-NTA Affinitatschromatographie verwendet (Cruft, 1961). Alle
Untersuchungen wurden mit einer HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade Saule
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und einem AKTA Basic 100 (GE
Healthcare, Freiburg) durchgefiihrt. Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe des
Molecular Weight Gel Filtration Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) mit
folgenden Proteinen: Aldolase (158 kDa), Katalase (232 kDa), Ferritin (440 kDa)
und Thymoglobulin (669 kDa). Um auch den Massenbereich unter 158 kDa
abzudecken wurde pro Lauf zusatzlich 0,5 mg BSA (66 kDa) zugesetzt. Bei allen
Anwendungen wurde ein Tris/HCI Puffer zur Aquilibrierung und als Laufpuffer
verwendet (100 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 1 mM MgSQy; 0,5 mM DTT).
Flr die Trennung wurden jeweils 200 ul der tGber Ni-NTA gereinigten Proteine mit
einer Konzentration von 2 - 3 pg/ul injiziert und isokratisch mit einer Fliessge-
schwindigkeit von 1 ml/min bei 4 °C Uber die Saule aufgetrennt. Der Saulendurch-
fluss wurde far die anschlieBende Elektrophorese in 5 ml Fraktionen gesammelt.
Die Molekulargewichte der zu testenden Proteine und Proteinkomplexe wurden
dann durch den Vergleich des gemessenen Elutionsvolumens mit denen der
Standardproteine berechnet. Die erhaltenen Chromatogramme wurden im
UNICORN Evaluation Programm 5.0 (GE Healthcare, Freiburg) bearbeitet und

ausgewertet.
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5.6 Identifizierung von Proteinen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
und Datenbankvergleich

Die Identifizierung von Proteinen erfolgte mittels Peptidmassen-,Fingerprint®-
Analyse (Fountoulakis und Langen 1997; Nouwens et al., 2000; Schaffer et al.,
2001). Dazu wurden die Banden aus den SDS-Gelen entfernt, in 1,5 ml Reaktions-
gefaBe Uberflhrt, zweimal fir je 15 min in 30 % Acetonitril (v/v) in 0,1 M NH4HCO4
gewaschen und fir 20 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Rehydrierung
wurden die Gelsticke fur 30 min in 2 pl 3 mM Tris/HCI pH 8,8 mit 10 ng/ul Trypsin
(Promega, Mannheim) inkubiert. AnschlieBend wurden 4 pl 3mM Tris/HCI pH 8,8
ohne Trypsin hinzugefliigt und die Proben Uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Elution der tryptisch gespaltenen Peptide aus der Gelmatrix erfolgte
durch Inkubation mit 9 ul Wasser fir 15 min, gefolgt von der Zugabe von 7,5 pl
30 % Acetonitril (v/v) in 0,1 % Trifluoressigsaure (w/v) und weiteren 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur. Die Proben wurden entweder bis zur Messung
bei -20 °C gelagert oder direkt zur Massenspektrometrie eingesetzt.

Zur MALDI-TOF-MS Analyse wurden 0,5 pl Probe in 0,5 ul Matrix (a-Cyano-4-
hydroxy-trans-zimtsaure in 50 % Acetonitril (v/v) und 0,25 % Trifluoressig-
saure (w/v)) auf einer Probenplatte cokristallisiert (Vorm et al, 1994). Die
Kalibrierung erfolgte mittels des Sequazyme Peptide Mass Standard Kits (Applied
Bioscience, Weiterstadt). Die eigentliche Messung erfolgte in einer Voyager-DE
STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA).
Zur Steuerung des Gerates, zur Datenaufnahme und —analyse wurde die Voyager
Control Panel Software 5.0 und die Voyager Data Explorer Software 3.5 (Applied
Biosystems, Forster City, CA, USA) verwendet. Monoisotopische Peptidmassen
wurden mit den theoretischen Massen der durch das corynebakterielle Genom-
projekt zuganglichen Datenbank tryptisch geschnittener Peptide mittels des
Programms MSFit (University of California, San Francisco, USA) verglichen und
ausgewertet. Eine sichere Identifizierung wurde angenommen, wenn mindestens
vier Peptidmassen mit den flr ein bestimmtes Protein vorhergesagten Fragment-
massen Ubereinstimmten und die Unterschiede zwischen gemessener und

theoretischer Masse maximal 100 ppm betrugen.
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6 Extraktion, Fraktionierung und Analyse *C-markierter Lipide

6.1 Analyse der freien Lipide

Zur Analyse der Lipidzusammensetzung der Zellen standen nur geringe Substanz-
mengen zur Verfligung. Deshalb erfolgte eine radioaktive Markierung der
Fettsduren um die Nachweisgrenze bei der Detektion zu erniedrigen. Fir die
eigentliche Markierung wurden die einzelnen Stdmme in Anwesenheit von uniform
“C-markiertem Acetat kultiviert (Thorne und Kalicek, 1962). Dazu wurden 5 ml
BHIS Medium mit den zu untersuchenden Stdmmen beimpft und Gber Nacht bei
30 °C inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden 200 pl entnommen, damit eine
frische CgXll oder BHIS Kultur zu je 5 ml beimpft und bis zu einer optischen
Dichte von 0,4 unter Standardbedingungen inkubiert. Durch Zugabe von 5 puCi/ml
['“C]Acetat (2,29 GBg/mmol; Amersham Biosciences) wurde die Markierung
gestartet. Nach weiteren 4 h Inkubation zur Inkorporierung des radioaktiv markier-
ten Substrats, wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (6.000 g, 10 min,
RT) und die freien Lipide extrahiert. Dazu wurde das Zellpellet zweimal mit je 2 ml
CHCI3/CH30H/HO (10:10:3, v/v/v) fir 3 h bei 50 °C inkubiert. Beide Extrakte
wurden vereinigt, mit 1,75 ml CHCI3 und 0,75 ml Wasser ausgeschuttelt und zur
Phasentrennung zentrifugiert (3.000 g, 10 min, RT). Die untere, organische Phase
wurde entnommen und zweimal mit 2 ml CHCI3/CH3;OH/HO (3:47:48, v/v/v)
gewaschen, die resultierende organische Phase unter einem Luftstrom getrocknet
und in 200 pl CHCIs/CH30H/HO (10:10:3, v/v/v) resuspendiert. Um die Menge der
in diesem Extrakt vorhandenen radioaktiven Substanzen zu bestimmen, wurden
10 ul der Lipidldsung mit 2 ml Instant Scint Gel plus (Perkin Elmer, Boston, MA,
USA) vermischt und die Radioaktivitat im Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB
1600CA (Packard Instrument Company, Meriden, CT, USA) quantitativ gemessen.
Von den Extrakten wurden 20.000 cpm zur Trennung des Lipidgemischs auf eine
Silica Gel 60 Fzs4 Dunnschichtchromatographie Platte (Merck, Darmstadt)
aufgetragen und mit CHCI3/CH3zOH/H2O (60:16:2, v/v/v) fir 30 min entwickelt. Die
Detektion der so getrennten Lipide erfolgte durch Autoradiographie (X-Omat AR
Film Kodak, Stuttgart) mit einer Exposition von 2 bis 3 Tagen bei Raumtemperatur.
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Die detektierten Signale wurden mit dem Laufverhalten bekannter Standards
verglichen.

6.2 Analyse der kovalent gebundenen Lipide

Die kovalent gebundenen Lipide wurden mittels chemischer Verseifung der bereits
partiell entfetteten Zellen aus Abschnitt 6.1 durch die Inkubation des Zellpellets in
2 ml einer 5 % Tetrabutylammoniumhydroxid (TBAH) Lésung (v/v) tber Nacht bei
95 °C freigesetzt (Takayama und Armstrong, 1976). Nach Abkihlen der Lésung
auf Raumtemperatur wurde zur Methylierung der freigesetzten Fettsauren 500 ul
CHsl, 2ml HO und 4 ml CHxCl, hinzugefligt und 30 min gemischt. Nach
Zentrifugation zur Phasentrennung (3.000 g, 10 min, RT) wurde die organische
Phase entnommen und dreimal mit je 4 ml H,O gewaschen, unter einem Luftstrom
getrocknet und in 4 ml Diethylether im Ultraschallbad resuspendiert. Nach
Zentrifugation (3.000 g, 10 min, RT) wurde die klare, etherische Phase entfernt,
erneut unter einem Luftstrom getrocknet und die Lipide in 200 pl CHxCl
resuspendiert (Young, 1980; Besra et al, 1996). 10 pl der Lésung wurde zur
Bestimmung der inkorporierten *C-Menge im Szintillationszahler analysiert. Ein
Aliquot, das einer Radioaktivitdt von 10.000 cpm entsprach, wurde auf Silica Gel
60 Fz54 DUnnschichtchromatographie Platten (Merck, Darmstadt) aufgetragen und
in Petrolether/Aceton (95:5, v/v) fir 30 min entwickelt. Die Detektion der
markierten Fettsauren und Fettsduremethylester erfolgte durch Autoradiographie
wie bereits beschrieben.



Ergebnisse 33

Il ERGEBNISSE

1 Sequenzanalyse der paralogen Acyl-CoA Carboxyltransferasen
aus C. glutamicum

Acetyl-CoA Carboxyltransferasen sind bei der klassischen Fettsduresynthese fir
die Bildung von Malonyl-CoA, das durch die Carboxylierung von Acetyl-CoA
bereitgestellt wird, notwendig (Waite et al., 1962). Diese Enzyme besitzen eine
biotinhaltige a-Untereinheit und eine biotinfreie B-Untereinheit, wobei letztere die
eigentliche Carboxyltransferase darstellt. C. glutamicum besitzt vier unterschied-
liche Carboxyltransferase B-Untereinheiten (Kalinowski et al., 2003), seine engen
Verwandten C. efficiens und C. diphtheriae besitzen finf (Cerdeno-Tarraga et al.,
2003; Nishio et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis, M. bovis und M. marinum
sogar sechs (Cole et al, 1998; Garnier et al., 2003). Um funktionelle und
strukturelle Gemeinsamkeiten der in C. glutamicum vorhandenen Paralogen
aufzudecken, wurden zu Beginn dieser Arbeit zunachst phylogenetische Untersu-
chungen durchgefihrt. Die Sequenzidentitaten der einzelnen Carboxyltrans-
ferasen sind innerhalb eines Organismus nicht nur auf Aminosaure- sondern
selbst auf Nukleotidebene sehr hoch. Zum Beispiel besitzen accD7 und accD2 in
M. tuberculosis eine Sequenzidentitat von 49 % auf Nukleotidebene und selbst
das unterschiedlichste Paar, accD1 und accD3, zeigt immer noch eine ldentitat

von 22 % (nicht gezeigt).

Um den phylogenetischen Zusammenhang der B-Untereinheiten der Acyl-CoA
Carboxylasen innerhalb der Corynebacterianeae zu untersuchen, wurden die
Aminosauresequenzen von 35 Carboxyltransferase-Polypeptiden aus den bereits
sequenzierten Corynebacterianeae mit dem Computerprogramm ClustalW
(Pearson et al., 1990) untereinander verglichen. Das so erstellte Phylogramm ist in
Abbildung 3 dargestellt, in dem einige bemerkenswerte Besonderheiten erkennbar
sind.

Auffallend ist die Bildung phylogenetischer Gruppen, in denen orthologe Proteine
mit moéglicherweise ahnlicher oder sogar identischer Funktion vorliegen. Dabei
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bilden | und Il die Gruppen mit der engsten Verwandtschaft zueinander. In ihnen
ist jeder untersuchte Organismus mit nur einer Carboxyltransferase vertreten. Hier
befinden sich auch die beiden vollstdndig erhaltenen Carboxyltransferasen aus
M. leprae. Seine restlichen Paraloge liegen in Form funktionsloser Pseudogene
vor, bei denen die Transkription durch ein inseriertes Stopp Codon vorzeitig
abbricht. Dies ergibt ein verklrztes und funktionsloses Polypeptid (Cole et al.,
2001). Der Verlust bestimmter enzymatischer Funktionen steht vermutlich mit der
engen Pathogen/Wirt Beziehung zwischen M. leprae und dem Menschen in
Zusammenhang, da das Bakterium durch seinen Wirt mit allen notwendigen
Metaboliten, wie u.a. Fettsduren und ihrer Derivate versorgt wird. Die Proteine in
Gruppe | und Il sind also wahrscheinlich an der Synthese von Metaboliten oder
Intermediaten beteiligt, die nicht im Wirtsorganismus vorhanden sind. Dabei
kénnte es sich beispielsweise um Mycolsduren, ihre Derivate oder Vorstufen
davon handeln (Kremer et al., 2000). In den phylogenetischen Clustern | und Il
finden sich auch die Proteine AccD2 und AccD3 aus C. glutamicum, die hier

sicherlich von fundamentaler Bedeutung sind.

In Gruppe Il ist AccD4 aus C. glutamicum lokalisiert. Dieses phylogenetische
Cluster zeigt eine geringere Ahnlichkeit zu Gruppe | und Il als diese beiden
Gruppen untereinander. Zusatzlich existieren drei weitere Gruppen, in denen
M. bovis und M. tuberculosis jeweils einmal vertreten sind, M. marinum findet sich
nur in zwei dieser Gruppen wieder. Die Carboxyltransferasen dieser Cluster
kommen also nur in den Mycobakterien vor und Uben deswegen vermutlich eine

fur diese Gattung spezifische Funktion aus.

Da Carboxyltransferasen fiir ihre Reaktion grundsatzlich eine aktivierte C¢-Einheit
bendtigen, die von einer biotinhaltigen a-Untereinheit zur Verflgung gestellt wird,
wurde im Genom von C. glutamicum nach einem Protein mit einem Biotin-
Bindemotiv gesucht. Dabei konnten bei C. glutamicum zwei dieser Proteine
nachgewiesen werden. Bei dem ersten handelt es sich um die Pyruvatcarboxylase
(Jager et al., 1996), bei dem zweiten um die a-Untereinheit der Acetyl-CoA
Carboxylase (AccBC). Die drei Corynebacterium Spezies und M. lepreae besitzen
nur eine a-Untereinheit. Im Vergleich dazu sind es bei M. tuberculosis, M. bovis
und M. marinum jeweils drei (Cole et al., 1998; Garnier et al., 2003).
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Es liegen also in allen untersuchten Corynebacterianeae jeweils zwei paraloge
Acyl-CoA Carboxyltransferasen vor, die vermutlich eine flr diese Bakteriengruppe

essentielle Funktion ausfuhren.

I: Cg-accD1
Ce-1
: Cd-1
_|: Cg-accD2
Ce-2
Cd-2

_— —— Mm-2
T (AccD2-Gruppe)
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Abbildung 3: Phylogenetische Analyse der paralogen AccD Proteine aus
Mycobakterien und Corynebakterien. Gruppen orthologer Carboxyltransferasen
sind grau hinterlegt und mit rémischen Ziffern markiert. C. glutamicum (Cg),
C. efficiens (Ce), C. diphtheriae (Cd), M. marinum (Mm), M. tuberculosis (Mt),
M. bovis (Mb), M. leprae (MI).
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2 Konstruktion und Charakterisierung definierter Carboxyltrans-

ferase Inaktivierungsmutanten von C. glutamicum

2.1 Inaktivierung der Acyl-CoA Carboxyltransferasen durch Vektorintegra-

tion

Um die Funktion der unterschiedlichen Carboxyltransferasen in C. glutamicum
systematisch untersuchen zu kénnen, wurde jedes der entsprechenden Gene mit
dem pK18mob System inaktiviert (Schafer et al., 1994). Transformation von
C. glutamicum mit einem nicht replizierbaren pK18mob Derivat, das ein 300 —
500 bp groBes internes Fragment des zu inaktivierenden Gens enthielt und
anschlieBende Selektion auf Kanamycin, erlaubte nur Klonen das Wachstum, die
den Vektor Uber homologe Rekombination in ihr Chromosom integriert hatten. Der
Integrationsort ist flr die Inaktivierung von accD1 und accD2 in Abbildung 4A
schematisch dargestellt. Es ist bekannt, dass pK18mob gelegentlich auch in
Bereiche des Chromosoms mit geringerer Sequenzidentitdt zu dem internen
Fragment als das Zielgen integriert (Mateos et al., 1996). Deshalb wurde die
Position des Vektors im Chromosom durch je zwei unabhé&ngige PCR-Analysen
(Primer siehe Anhang) nachgewiesen, wobei ein Primer im Bereich des
integrierten Plasmids, der andere im Chromosom auBerhalb des internen
Fragments band. Zusétzlich erfolgte der Nachweis des Integrationsortes durch
Southernblot-Analysen. Dazu wurde die genomische DNA mit der Restriktions-
endonuklease BstEll gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nytran
Membran transferiert. AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung einer Digoxigenin
markierten DNA Sonde mit dem genomischen DNA Fragment das die Vektor-
integration trug (Abbildung 4A). In den Southernblot-Analysen (Abbildung 4B)
zeigte eine Verschiebung der Banden um 4,0 bis 4,3 kb zu gr6Beren Fragmenten
die erfolgreiche Inaktivierung des gewlinschten Gens an, wobei die GrdBe dieser
Verschiebung der GroBe des integrierten Vektors entsprach. Die unterschiedlichen
Werte der Bandenverschiebung bei den einzelnen Inaktivierungsstdmmen
resultierten aus unterschiedlichen Vektorgr6Ben, hervorgerufen durch verschie-

dene Langen der internen Fragmente.



Ergebnisse 37

accD1 accD2
A Wit ‘—/—-;ﬂ—cﬂ-,f‘—
BstEIl  BstEll BstEIl
s 2cCD1 spezi-
fische Sonde
mﬁ %m internes
caceD1 — S —)—— ) — " Fragment
BStEIl  BstEll BstEll BstEIl codierender
e Bereich
FSSSy integrierter
PR — Vektor
::aceD?2 T//_cA-__:M
BstEIl  BstEll BstEIl
N
> VoI S S
R A Y & E T«
S N RN B S RN
—_— <« 10,8 kb
m wl e <« 65kb
— -« 10,8 kb
- <4,4kb
— e N e - 377 kb - — N e - 615 kb
accD1-Sonde accD2-Sonde
N N
S &S gL
A & & . ,’(zf’ S
; < 4,9Kkb
— -« 81kb
— - — < 4,0kb
< 0,9kb
accD3-Sonde accD4-Sonde

Abbildung 4: Nachweis der accD Inaktivierungen durch Southernblot-Analysen.
A. Schematische Darstellung der Konstruktion der Inaktivierungsmutanten am
Beispiel der Gene accD1 und accD2. Im oberen Teil der Abbildung ist die
Wildtypsituation dargestellt. Im unteren Teil bei der Inaktivierung von accD1 bzw.
accD2. B. Darstellung der einzelnen Southernblot-Analysen. Geblottet wurde
BstEll restringierte genomische DNA der einzelnen Inaktivierungsstamme
(::accD1 bis :accD4) und des Wildtyps (Wt). Die Zahlen neben den
Einzelabbildungen geben die ermittelte FragmentgréBe in Kilobasenpaaren (kb)
an. Zur Detektion wurden die im unteren Teil der einzelnen Abbildungen
angegebenen Sonden verwendet.
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Im Fall der accD1 Inaktivierung (Abbildung 4B, Einzelabbildung oben links) trat
eine zusatzliche Bande mit einer GréBe von 4,4 kb auf. Durch die Integration von
pK18mob in das accD1 Gen (schwarze Rechtecke in Abbildung 4A) wurde das
interne Fragment dupliziert. Dadurch entstand eine weitere BstEll Spaltstelle,
wodurch der Vektor (schraffierte Rechtecke) bei der Restriktion der genomischen
DNA in seiner gesamten Lange von 4,4 kb herausgeschnitten wurde. Die accD1
spezifische Sonde (karierte Rechtecke) hybridisierte beidseitig der BstEIl Schnitt-
stelle im Bereich des duplizierten internen Fragments (weisse Rechtecke), was zu
dem zusatzlichen Signal im Blot flhrte.

Im Fall der accD1 spezifischen Sonde trat aber auch in der Spur ::accD2 eine
Bandenverschiebung auf. Dies lasst sich durch die unmittelbare Nachbarschaft
und das Fehlen einer BstEIl Schnittstellen zwischen den Genen accD1 und accD2
erklaren. Die Integrationsstelle von pK18mob_accD2 int lag auf dem gleichen
Fragment das auch unter Verwendung der accD1 spezifischen Sonde nachge-

wiesen wurde (Abbildung 4A).

Um die Ergebnisse der PCR- und Southernblot-Analysen weiter abzusichern,
wurden die einzelnen accD Inaktivierungsstamme durch die entsprechenden
intakten, plasmidcodierten accD Gene komplementiert. Die so erhaltenen Stamme
wurden mittels Plasmidpraparation auf die Anwesenheit der plasmidcodierten
accD Gene und durch PCR-Analysen auf vorhandene Integration des pK18mob
Vektors getestet. Die so komplementierten Inaktivierungsstamme unterschieden
sich phéanotypisch nicht vom Wildtyp, womit die gerichtete Inaktivierung der
einzelnen accD Gene nachgewiesen werden konnte. Erst durch die Komplemen-
tation konnte auch ein mdoglicher Effekt auf die in Transkriptionsrichtung des
Integrationsortes gelegenen Gene ausgeschlossen werden.

Durch Integrationsmutagenese mit dem pK18mob System konnte fiir jede in
C. glutamicum vorhandene Acyl-CoA Carboxyltransferase eine definierte Inakti-
vierungsmutante erstellt werden, die durch PCR- und Southernblot-Analysen

sowie homologer Komplementation verifiziert wurde.
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2.2 Phanotypische Charakterisierung der Acyl-CoA Carboxyltransferase

Inaktivierungsmutanten

Nach der Inaktivierung der einzelnen Acyl-CoA Carboxyltransferasen sollte die
Kolonieform und das Wachstum der verschiedenen Stdmme auf unterschied-
lichen Festmedien untersucht werden. In Abbildung 5 ist das Wachstum der
einzelnen Inaktivierungsmutanten dargestellt. Es wird deutlich, dass die
Inaktivierung von accD4 weder Einfluss auf das Wachstum, noch auf die
Kolonieform und -oberflache hat. Die Zellen zeigten selbst auf Minimalmedium
keinen signifikanten Unterschied zum Wildtyp. Die Carboxyltransferase AccD4 ist
folglich unter den getesteten Bedingungen nicht essentiell und hat vielleicht eine
Funktion in einem katabolen Stoffwechselweg wie beispielsweise flir den Abbau
bestimmter Fettsauren. Im Gegensatz dazu zeigten alle Ubrigen Inaktivierungs-
mutanten ein stark verlangsamtes, auf Minimalmedium kaum nachweisbares
Wachstum. Trotz ihrer hohen Sequenzhomologien komplementierten die drei
Carboxyltransferasen accD1, accD2 und accD3 einander nicht. lhre Funktionen
sind folglich speziell und sie besitzen keine Uberschneidenden Enzymaktivitaten.
Ein sehr geringes Wachstum zeigte die accD71 Inaktivierungsmutante. Ein
Wachstum auf Minimalmedium war zunachst gar nicht mdéglich. Im Ausstrich
bildeten sich aber viele einzelne, gréBere Kolonien. Diese sind vermutlich auf
Reversionen zurlckzufihren. Die hohe Reversionsrate, trotz Selektionsdruck,
weist auf eine genetische Instabilitédt dieser Mutante hin und damit auf die groBe
Bedeutung des accD1 Gens. Eine Kultivierung Uber einen langen Zeitraum war
deswegen nicht erfolgreich. Im Vergleich zum CgXll Minimalmedium zeigten die
accD1, accD2 und accD3 Inaktivierungsmutanten auf BHIS Komplexmedium ein
leicht verbessertes Wachstum. Ein dem Wildtyp vergleichbares Wachstum wurde
in keinem der Félle erreicht. Demnach waren in dem verwendeten BHIS Komplex-
medium die zur vollstindigen Komplementation der accD1- accD2- oder accD3
Inaktivierung benétigten Supplemente nicht oder nur in geringen Konzentrationen
vorhanden. Wurde dem Komplexmedium aber zusatzlich eine Mischung
unterschiedlicher Fettsduren und ihrer Derivate, vor allem Olsiure und
Butterhydrolysat zugesetzt, konnte nur im Fall der accD1 Inaktivierungsmutante
eine deutliche Verbesserung des Wachstums erreicht werden. Diese Fettsdure-
auxotrophie wurde auch von Kimura et al. (1996) beobachtet aber nicht naher
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untersucht. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass AccD1 wahrscheinlich eine
direkte Rolle bei der Fettsdurebiosynthese spielt. Beispielsweise kdnnte es sich
also bei AccD1 um die B-Untereinheit der Acetyl-CoA Carboxylase handeln, die fir
die Malonyl-CoA Bereitstellung bei der Fettsduresynthese notwendig ist.

Unter Bericksichtigung, dass der diesem Medium zugesetzte Emulgator (Brij58)
das Wachstum aller anderen Mutanten und auch das des Wildtyps hemmte
(Abbildung 5 links unten), ist die Komplementation durch Fettsdurenzusatz sogar
sehr stark. Im Fall der Inaktivierung von accD2 und accD3 gelang keine Komple-
mentation durch Fettsdurenzugabe. Wahrscheinlich sind diese Gene an der
Synthese spezieller und komplexer Lipide, wie z.B. Mycolsauren oder Lipomannan
bzw. deren Vorstufen beteiligt, die weder im BHIS Medium, noch in den Fettsdure-

supplementen vorhanden waren.

..accD1 accD2 accD3

Abbildung 5: Wachstum der einzelnen accD Inaktivierungsmutanten von
C. glutamicum ATCC13032 auf unterschiedlichen Festmedien. Die abgebildeten
Kulturen wurden drei Tage bei 30 °C auf Minimalmedium (CgXIl), dem Komplex-
medium BHIS und BHIS mit Fettsduresupplementation (BHIS+FS) inkubiert.
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Weitere morphologische Veranderungen wurden bei Betrachtung der Kolonie-
oberflachen deutlich. Die accD1-, accD2- und accD3 Inaktivierungsmutanten
zeigten einen untereinander vergleichbaren Phanotyp, ihre Kolonien auf
Komplexmedium erschienen rauher und matter als die des Wildtyps. Ferner war
eine starke Klumpenbildung, ein damit einhergehendes Sedimentieren und ein
Adsorbieren an der Kolbenwand bei der Kultivierung in Flissigmedium zu

beobachten.

2.3 Analyse des Einflusses der accD Inaktivierungen auf die Fettsaure-

zusammensetzung von C. glutamicum

Analyse der freien Lipide:

Um die Auswirkungen der Inaktivierung der einzelnen  Acyl-CoA
Carboxyltransferasen auf die Lipidzusammensetzung von C. glutamicum zu
untersuchen, wurden die Stdmme zur radioaktiven Markierung der Lipide in
Gegenwart von '*C-markiertem Acetat unter Standardbedingungen kultiviert. An-
schlieBend wurden die freien Lipide durch Extraktion mit organischen L&sungs-
mitteln aus den Zellen entfernt, die Lipidfraktionen gewaschen und Aliquots, die
einer Aktivitat von 20.000 cpm entsprachen, dinnschichtchromatographisch
aufgetrennt. Die Detektion der Lipide erfolgte autoradiographisch. Ein Vergleich
des erhaltenen Bandenmusters mit dem Laufverhalten bekannter Lipide erlaubte
die Zuordnung der einzelnen Signale zu den in der Zelle hauptséachlich vertretenen
Lipidspezies (Abbildung 6). Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen

den einzelnen untersuchten Inaktivierungsmutanten.

Die Inaktivierung von accD4 fihrte zu keinem vom Wildtyp abweichenden
Lipidprofil. Dieses Gen ist also unter den Testbedingungen nicht essentiell und
besitzt bei den gewahlten Kulturbedingungen keine Funktion im anabolen Lipid-

stoffwechsel von C. glutamicum.
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Abbildung 6: Autoradiographie der diinnschichtchromatographischen Trennung
der extrahierbaren Lipide. In jeder Spur wurden 20.000 cpm des Lipidextrakts
aufgetragen. Die Hauptlipide in C. glutamicum stellen die Phospholipide
(P-Lipide), Trehalosedimycolate (TDM), Trehalosemonomycolate (TMM) und
Glukosemonomycolate dar.

Auch die Inaktivierung von accD1 flhrte zu keinem vom Wildtyp abweichenden
Lipidprofil. Dieses Ergebnis ist auf die genetische Instabilitdt des Stammes
wahrend der Kultivierung zurlickzufihren. Eine Kontrolle des Stammes nach
durchgefihrter Markierung zeigte namlich ein dem Wildtyp vergleichbares
Wachstum, obwohl die Mutante auf Festmedium nur sehr schlecht wéachst
(Abbildung 5). Aufgrund der schlechten Kultivierbarkeit konnten mit diesem Ansatz
keine Aussagen uber die tatséchliche Funktion von accD1 getroffen werden.

Interessanterweise flhrte die Inaktivierung von accD2 und accD3 zu Mutanten, die
untereinander einen identischen Phanotyp zeigten. In beiden Fallen konnten keine
freien Mycolsduren, weder Trehalosedimycolate (TDM), Trehalosemonomycolate
(TMM), noch Glucosemonomycolate (GMM) nachgewiesen werden (Abbildung 6).
Die Synthese der Phospholipide wurde hingegen nicht beeinflusst. Diese beiden
Gene accD2 und accD3 sind demnach spezifisch an der Synthese von Mycol-
sauren beteiligt. Trotz ihrer strukturellen und mdglicherweise auch funktionellen
Ahnlichkeit komplementieren sie einander aber nicht und werden auch nicht von

einer der anderen paralogen Acyl-CoA Carboxyltransferase komplementiert.
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Analyse der gebundenen Lipide:

Die Analyse der aus den Zellen durch organische Lésungsmittel nicht extrahier-
baren Lipide, wie der an das Arabinogalaktanpolymer gebundenen Mycolsauren,
fihrte zu dem in Abbildung 7 dargestellten Ergebnis.

Die Lipidprofile der accD2 und accD3 Inaktivierungsstdmme zeigten eine
vollstdndige Abwesenheit aller gebundenen Mycolsaurespezies. Die Synthese
anderer Fettsduren war auch hier nicht beeinflusst. Im Fall der accD1- und accD4
Inaktivierung war unter den gewahlten Kulturbedingungen keine Abweichung im
Lipidprofil zu dem des Ausgangsstamms erkennbar. Interessanterweise trat im
Fall der accD1 Inaktivierungsmutante ein zusatzliches Signal in der Autoradio-
graphie auf. Die Identitat dieser Lipidspezies konnte im Laufe der Arbeiten
aufgrund der geringen Substanzmenge nicht aufgeklart werden. Da die Zellen vor
der Markierung in Minimalmedium in BHIS Komplexmedium kultiviert wurden, ist
ein Restwachstum nicht revertierter Zellen mit der accD1 Inaktivierung méglich.
Dieses kénnte den Grund fir das Auftreten des neuen Signals darstellen.
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Abbildung 7: Autoradiographie der dinnschichtchromatographischen Auftren-
nung der kovalent gebundenen, nicht extrahierbaren Lipide der einzelnen accD
Inaktivierungsstamme. Die Hauptfraktion der gebundenen Lipide stellen in
C. glutamicum die Fettsduremethylester (FAMES) und die Mycolsauremethyl-
ester (MAMES) dar.
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Die Ergebnisse der Analysen der freien und gebundenen Lipide zeigten eine
Beteiligung von accD2 und accD3 bei der Synthese von Mycolsauren, wobei beide

Gene keine Funktion bei der Synthese anderer Lipide besitzen.

3 Untersuchung zur Carboxylierung von Acetyl-CoA durch den
AccD1-AccBC Komplex aus C. glutamicum

3.1 Malonyl-CoA Bildung bei Uberexpression von AccD1 und AccBC in
zellfreien Rohextrakten

Die Komplementationsfahigkeit der accD1 Inaktivierungsmutante durch eine
Mischung verschiedener Fettsduren lieB auf dessen Funktion als Acetyl-CoA
Carboxylase schlieBen. Im Folgenden sollte die Carboxylierung von Acetyl-CoA
durch den AccD1-AccBC Komplex in einem in-vitro Enzymtest nachgewiesen

werden.

Die Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitdit der Rohextrakte aus C. glutamicum
ATCC13032 Apyc zeigte Uber den gesamten Zeitraum der Messung eine
annahernd lineare Zunahme an gebildetem Malonyl-CoA (Abbildung 8). In diesem
Ausgangsstamm konnte eine spezifische Carboxylaseaktivitdt von 23 mU/mg
ermittelt werden. Dieser Wert liegt im Bereich der Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitat
zellfreier Rohextrakte von M. tuberculosis und M. bovis (Rainwater und
Kolattukudy, 1982). Bei der Uberexpression von accD1 allein (C. g. ATCC13032
Apyc pEC7accD1) stieg die spezifische Aktivitdt um etwa den Faktor 2 auf
41 mU/mg an. Um unspezifische Vektoreffekie, die beispielsweise durch die
plasmidkodierten Resistenzfaktoren hervorgerufen werden und unter Umsténden
auch zu abweichenden Carboxylaseaktivitaten fliihren kénnten auszuschlieBen,
wurde das Experiment mit dem ebenfalls accD1 Uberexprimierenden Stamm
C. glutamicum ATCC13032 Apyc pVWEx2accD1 wiederholt. Auch hier stieg die
spezifische Aktivitat bei Uberexpression von accD? im Vergleich zum

Ausgangsstamm um etwa den Faktor 2 von 15 auf 27 mU/mg an. Folglich ist eine
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Abbildung 8: Im diskontinuierlichen Enzymtest gemessene spezifische Acetyl-
CoA Carboxylaseaktivitat zellfreier Rohextrakte von C. glutamicum bei
Uberexpression von AccD1-AccBC Komplexkomponenten. Fir diesen Test
wurden folgende Stamme eingesetzt: C.g. pJC1accBC (A), C.g. pEC7accD1
(X) und C.g.pECaccD1 pdClaccBC (@), vergleichend dazu diente der
Ausgangsstamm C.g. ATCC13032 Apyc (®) als Referenz und die accD1
Inaktivierungsmutante C.g. ::accD1 (B) als weitere Kontrolle.

Steigerung der Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitat spezifisch auf die Uberexpression
von accD1 zuriickzufiihren. Uberraschenderweise fiihrte auch die Uberexpression
von accBC (C. g. ATCC13032 Apyc pJC1accBC) zu einem Anstieg in der Malonyl-
CoA Bildung auf 133 mU/mg, der sogar die durch die accD? Uberexpression

bedingte Aktivitdtszunahme Uberstieg.

Diese Ergebnisse deuten auf eine eventuelle Limitierung durch die biotinhaltige
a-Untereinheit AccBC hin. Dieses wurde durch die gemeinsame Uberexpression
von accBC und accD1 in dem Stamm C. glutamicum ATCC13032 Apyc
pEC7accD1 pdCilaccBC uUberprift. In diesem Stamm stieg die Acetyl-CoA
Carboxylaseaktivitdt der Rohextrakte um etwa den Faktor 8 auf den héchsten
Wert von 180 mU/mg an. Folglich war fir eine effiziente Steigerung der Acetyl-
CoA Carboxylaseaktivitat eine Uberexpression beider Untereinheiten notwendig.
Als Kontrolle wurde auch die spezifische Aktivitat der accD1 Inaktivierungsmutante
untersucht. In diesem Fall konnte nur eine Aktivitat von unter 8 mU/mg gemessen

werden. Dieser Wert lag deutlich unter dem des Ausgangsstamms. Diese trotz
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Inaktivierung des accD1 Gens messbare spezifische Aktivitdt deutet auf die
Anwesenheit weiterer Carboxylaseaktivititen mit einander leicht Gberschnei-
denden Substratspezifititen hin, die beispielsweise durch accD2, accD3 oder
accD4 kodiert und in geringem MaB in der Lage sein kdnnten, ebenfalls Acetyl-
CoA zu carboxylieren. Diese Aktivitat reicht in-vivo jedoch nicht aus, um ein
signifikantes Wachstum der accD1 Inaktivierungsmutante zu ermdglichen.

3.2 Malonyl-CoA Bildung durch zellfreie Rohextrakte einzelner accD Inakti-

vierungsstamme

Um die Beteiligung der Carboxyltransferasen accD2, accD3 und accD4 bei der
Malonyl-CoA Synthese auszuschlieBen, wurde zusatzlich die spezifische Acetyl-
CoA Carboxylaseaktivitat in zellfreien Rohextrakten der einzelnen accD Inakti-

vierungsmutanten bestimmt.

In Tabelle 4 ist die spezifische Aktivitdt der Malonyl-CoA Bildung im diskonti-
nuierlichen Enzymtest dargestellt. Wie bereits in 3.1. erwahnt, fihrte die Inaktivie-
rung von accD1 zu einer Reduktion der spezifischen Aktivitat auf )4 des Werts des
Ausgangsstamms mit 23 mU/mg. Die Inaktivierung der anderen Acyl-CoA
Carboxylase B-Untereinheiten, accD2, accD3 und accD4, fihrte hingegen zu einer
geringeren Abnahme der spezifischen Aktivitat der Rohextrakte. Sie lag im Fall der
Inaktivierung von accD2 und accD4 zwischen 18 und 19 mU/mg. Drastischer
zeigte sich dieser Effekt im Fall der accD3 Inaktivierungsmutante. Hier sank die
spezifische Aktivitat auf 13 mU/mg ab, was etwa der halben Aktivitat des
Ausgangsstamms entsprach. Der Grund hierflr kann in dem generell schlechten
Wachstum der accD2 und accD3 Mutante begrindet sein. Vermutlich war hier der
Gesamtstoffwechsel der Zelle derart gestdért, dass sich dies auch auf die
Expression der Acetyl-CoA Carboxylase auswirkte.
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Tabelle 4: Spezifische Aktivitdten zellfreier Rohextrakte von C. glutamicum
ATCC13032 Apyc bei der Carboxylierung von Acetyl-CoA. Untersucht wurden
einzelne Untereinheiten der Acyl-CoA Carboxylasen Gberexprimierende Stamme
(links) und deren Inaktivierungsmutanten (rechts).

Stamm spez. Akt. Stamm spez. Akt.
[mU/mg] [mU/mg]

Wit 23 Wit 23
pEC7accD1 41 ::aceD1 8
pJC1accBC 133 :accD2 18
pEC7accD1 180 ::accD3 13
pJC1accBC

::accD4 19

Die Fettsdureauxotrophie, sowie die Reduktion der Acetyl-CoA Carboxylase-
aktivitdt nach der Inaktivierung von accD7 und deren Zunahme bei der Uberex-
pression von accD1 und accBC zeigen, dass es sich bei AccD1 tatsachlich um die
B-Untereinheit der Acetyl-CoA Carboxylase handelt. Zusatzlich besitzen
wahrscheinlich auch die restlichen Acyl-CoA Carboxylasen eine, wenn auch
schwache Acetyl-CoA Carboxylase Nebenaktivitéat, die aber nicht ausreicht um die

Inaktivierung des accD1 Gens zu komplementieren.
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4 Expression, Reinigung und Charakterisierung der an der
Mycolsauresynthese beteiligten Enzyme

4.1 Untersuchungen zu der fiir die Mycolsaduresynthese spezifischen Acyl-
CoA Carboxylase

Die genetische Untersuchung zeigte, dass sowohl accD2 als auch accD3
spezifisch an der Mycolsauresynthese beteiligt sind. Um einen detaillierten
Einblick in die Struktur und Funktion dieser speziellen Carboxyltransferasen zu
bekommen, sollten sowohl accD2 als auch accD3 homolog aus C. glutamicum
gereinigt werden. Dazu wurde sowohl AccD2 also auch AccD3 mit einem N-
terminalen Hisg-Fusionspeptid versehen und zusammen mit AccBC, plasmid-
codiert, homolog in C. glutamicum ATCC13032 Apyc exprimiert. Aus den accD2
und accD3 Uberexprimierenden Stammen wurden im Folgenden die beiden B-
Untereinheiten Gber Ni-NTA Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die gereinig-
ten Polypeptide wurden Uber eine denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese nach ihren apparenten GréBen aufgetrennt und die Banden mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie identifiziert.

Die elektrophoretische Auftrennung der gereinigten und denaturierten Acyl-CoA
Carboxylase Komplexe ist in Abbildung 9 dargestellt. Erwartungsgeman zeigte die
massenspektrometrische Analyse, dass die a-Untereinheit AccBC in groBen
Mengen zusammen mit den entsprechenden B-Untereinheiten Hisg_AccD2
(Abbildung 9, links) und Hise_AccD3 (Abbildung 9, rechts) gereinigt werden
konnte. Uberraschenderweise zeigte die massenspektrometrische Analyse ferner,
dass in beiden Ansatzen jeweils eine Mischung aus AccD2 und AccDS3 in der
unteren Bande vorhanden war, was darauf hinweist, dass sowohl AccD2 als auch
AccD3 gemeinsam in einem Komplex mit AccBC vorlagen. Aufgrund ihrer GréBe
von 58 kDa im Fall von AccD2 und 56 kDa bei AccD3 konnten beide Proteine in

den verwendeten Gelsystemen nicht voneinander getrennt werden.

Zusatzlich konnten bei der massenspekirometrischen Analyse der AccD2
Reinigung eine Uberwiegende Anzahl an AccD2 spezifischen Peptidfragmenten
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ermittelt werden, wogegen im Fall einer AccD3 Reinigung die Anzahl der
entsprechenden AccD3 Fragmente Uberwog (Tabelle 5). Das lasst den Schluss
zu, dass trotz paralleler Uberexpression von AccBC ein gewisser Anteil
monomerer B-Untereinheiten in der Zelle vorlag, mdglicherweise weil die zweite
B-Untereinheit nicht zusatzlich Uberexprimiert wurde. Alternativ kdnnte der
Komplex auch wahrend der chromatographischen Reinigung in seine Unterein-
heiten zerfallen sein, so dass die Menge des spezifisch mit Hilfe des Hisg-
Fusionspeptids an die Saule adsorbierten Proteins bezogen auf die koisolierten
Komplexpartner Uberwog.

191 kDa»

64 kDap (AccBC
51 kDaby T— 4AccD2/AccD3

Abbildung 9: SDS-PAGE der gereinigten Acyl-CoA Carboxylase Komplexe. In
der linken Spur ist ein ProteingréBenstandard, in den beiden rechten Spuren
jeweils 5 pl des Sauleneluates nach der Affinitatschromatographie aufgetragen.
Bei der nicht beschrifteten Bande handelte es sich um eine Verunreinigung.

Tabelle 5: Die in der massenspekirometrischen Analyse berechnete Massen-
abdeckung der aus accD2 und accD3 Uberexprimierenden C. glutamicum
Stammen gereinigten Proteine.

detektiertes Protein pEKEx3_RBS_Hs_accD2 pEKEx3_RBS_Hes_accD3

AccBC (Bande 1) 55 % 46 %
AccD2 (Bande 2) 28 % 20 %
AccD3 (Bande 2) 19 % 35 %
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Uberraschenderweise besteht die an der Mycolsauresynthese beteiligte Acyl-CoA
Carboxylase somit aus mindestens drei Untereinheiten, namlich AccD2, AccD3
und AccBC in bislang unbekannten stdchiometrischen Verhéltnissen. Heseler
(2005) konnte kirzlich nachweisen, dass die Acetyl-CoA Carboxylase in C. gluta-
micum nur aus den beiden Untereinheiten AccD1 und AccBC mit einem
apparenten Molekulargewicht von 714 kDa besteht. Sie schloss daraus, dass es
sich bei der Acetyl-CoA Carboxylase um eine Anordnung aus sechs a- und sechs

B-Untereinheiten handelt.

4.2 Bestimmung des apparenten Molekulargewichts des AccD2-AccD3-
AccBC Komplexes

Durch die Reinigung von AccD2 und AccD3 konnte nachgewiesen werden, dass
diese unterschiedlichen B-Untereinheiten zusammen mit der a-Untereinheit AccBC
den an der Mycolsauresynthese beteiligten Acyl-CoA Carboxylasekomplex
aufbauen. Um eine Information GUber die Struktur dieses Proteinkomplexes zu
erhalten, sollte im Folgenden das apparente Molekulargewicht des nativen
Komplexes mittels GréBenausschlusschromatographie bestimmt werden. Dazu
wurde der Komplex aus dem Stamm C. glutamicum ATCC13032 Apyc
pJC1accBC pEKEx3 RBS Hise_accD3 wie beschrieben Uber Ni-NTA Affinitats-
chromatographie gereinigt, die Proteinkonzentration der Elutionsfraktion in einem
SDS-Polyacrylamidgel bestimmt und die Proteinlésung so weit eingeengt bis eine
Endkonzentration von ca. 0,3 pg/ul erreicht wurde. Von dieser Losung wurden
anschlieBend 200 pl zur GréBenausschlusschromatographie eingesetzt.

Das Elutionsprofil ist in Abbildung 10A dargestellt. Der héchste Peak bei einem
Elutionsvolumen von 455 ml stellte gleichzeitig den Peak mit der grdBten
Proteinmenge dar. Der Vergleich der so ermittelten Elutionsvolumina mit denen
von Standardproteinen bekannten Molekulargewichts erlaubte die Abschéatzung
des unbekannten apparenten Molekulargewichts des Proteinkomplexes innerhalb
dieser Fraktion mit etwa 286 kDa. Neben diesem Hauptpeak konnten zwei
weitere, kleinere Peaks bei gréBeren Elutionsvolumina detektiert werden. Der
erste entsprach 92 kDa und der zweite 39 kDa.
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Abbildung 10: GrdBenausschlusschromatographie der Acyl-CoA Carboxylase zur
Bestimmung des apparenten Molekulargewichtes des Gesamtkomplexes. A.
Chromatogramm des gréBenausschlusschromatographischen Laufs. Auf der
Ve-Achse sind zuséatzlich zum Elutionsvolumen die Nummern der gesammelten
Fraktionen aufgetragen. B. Auftragung eines Aliquots der Fraktionen 10 bis 17
auf eine 12 % Bis/Tris SDS-PAGE. AccBC (1), AccD2 und AccD3 (2), AccBC (3),
Molekulares Chaperon (4) und AccDS3 (5).
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Um die Identitat der eluierten Proteine zu untersuchen, wurde jeweils 1 ml jeder
Elutionsfraktion in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt und die in Abbildung 10B
nummerierten Banden massenspektrometrisch identifiziert. Dabei wurde deutlich,
dass der Hauptpeak durch den nativen Komplex bestehend aus AccBC (1) und
AccD2 mit AccD3 (2) bedingt wurde. Folglich besaB der isolierte Acyl-CoA
Carboxylasekomplex eine ungefédhre Masse von 286 kDa. Wird der Unterschied
zwischen apparentem und tatsachlichem Molekulargewicht als vernachlassigbar
angenommen, kénnte sich beispielsweise bezlglich der Komplexstéchiometrie
eine Zusammensetzung von 2 Molekilen AccBC (je 64 kDa), einem Molekil
AccD2 (je 58 kDa) und zwei Molekilen AccD3 (56 kDa) ergeben. Rechnerisch
entspricht das einem tatsachlichen Molekulargewicht von 300 kDa. Selbstver-
standlich sind auch alle weiteren Kombinationen, die zu dem ermittelten
Molekulargewicht von ca. 290 kDa fihren, denkbar.

Die Bestandteile des zweiten Hauptpeaks bei einem Elutionsvolumen von 73,3 ml
konnten durch MALDI-TOF-MS als monomere AccD3 Molekile identifiziert
werden. Das ermittelte apparente Molekulargewicht von 39 kDa entspricht dem
tatsachlichen Molekulargewicht des AccD3 Proteins von 56 kDa nicht. Sowohl die
Kalibrierung der Saule als auch die physikochemischen Eigenschaften des
Saulenmaterials wurden fir Proteine mit einer Masse von Uber 100 kDa optimiert.
In dem kleineren Massenbereich, in dem sich die Monomere befanden, konnte

folglich keine quantitative Massenbestimmung erfolgen.

Bei dem kleinsten der drei untersuchten Peaks bei einem Elutionsvolumen von
60,7 ml fand sich sowohl AccD3 als auch ein 66 kDa groBes molekulares
Chaperon. Dieses Chaperon kdnnte bei der Faltung des AccD3 Proteins in seine
native Sekundar- und Tertiarstruktur eine Rolle spielen.

4.3 Lokalisierung der Biotingruppe in der a-Untereinheit der Acyl-CoA

Carboxylasen

FiOr die Funktion der untersuchten Acyl-CoA Carboxylasen ist die Bindung des
Cofaktors Biotin (Vitamin H) essentiell (Wakil et al., 1958). Dieser ist kovalent an
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einen Lysinrest der a-Untereinheit AccBC gebunden (Rylatt et al., 1977). Die
Konsensussequenz fir die Biotinylierung ist [GN]-[DEQTR]-x-[LIVMFY]-x(2)-
[LIVM]-x-[AIV]-M-K-[LMA]-x(3)-[LIVM]-x-[SAV] (Samols et al, 1988). Um die
genaue Position dieses Biotinrestes experimentell zu bestimmen, wurde das
accBC Gen homolog in C. glutamicum Apyc mit 50 pg/ml Biotin im Medium
exprimiert und das Protein Uber Biotin/Avidin Affinitatschromatographie gereinigt.
Die Kultivierung unter Biotinlberschuss sollte eine mdglichst vollstandige
Biotinylierung trotz Uberexpression des accBC Gens sicherstellen. Eine sich
anschlieBende tryptische Spaltung im SDS-Gel (Abbildung 11) und Analyse der
entstandenen Peptidfragmente mittels MALDI-TOF-MS (Abbildung 13) zeigte eine
durch die Modifizierung hervorgerufene MassenvergroBerung um 226 Da eines
der Fragmente. Abbildung 12 zeigt die Peptidsequenz der mdglichen tryptischen
Fragmente im Bereich der mit Hilfe der Konsensussequenz bestimmten Position
der Modifizierung und die entsprechend abgeleiteten Peptidmassen mit und ohne
gebundenem Biotin. Interessanterweise konnte das erwartete Fragment mit einer
GroBe von 2.558 Da (®), also das Biotin tragende Fragment beginnend mit Vs3g
und endend mit Kss7, nicht nachgewiesen werden. Allerdings konnte ein Fragment
der Masse 3.2565,5 Da (@) detektiert werden, das dem Fragment beginnend mit
Vs36 und endend mit Ksgz entsprach und das sich zusatzlich tatsachlich um den
geforderten Wert von 226 Da von seiner theoretischen Masse von 3.030,5 Da (@)
unterschied. Demnach scheint der unmittelbar an der Spaltstelle des Trypsins
gebundene Biotinrest an Lysss; eine enzymatische Fragmentierung an dieser
Position zu verhindern (Abbildung 12). Im Gegensatz dazu konnte kein Fragment
mit einem Fehlschnitt aber fehlender Modifizierung, entsprechend einer Masse
von 3.030,5 Da (@) nachgewiesen werden. War also keine Modifizierung an Lysss;
vorhanden, erfolgte auch immer eine vollstandige Fragmentierung durch Trypsin.
Damit konnte die Position der Biotinylierung des AccBC Proteins zweifelsfrei dem
Lysinrest 557 zugeordnet werden.
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Abbildung 11: SDS-PAGE der AccBC Reinigung nach Biotin/Avidin
Affinitdtschromatographie. In der linken Spur wurden 5 pl des M12 Protein-

GréBenstandards, in der rechten Spur 10 pl des gereinigten AccBC Proteins
aufgetrennt.

536 *55? 563
*VNEEGAEVN EGDTVVVLEAM K+ MENPVK  Peptidsequenz
¥ 3 3t< Spaltstellen

(D - Biotin; 2.332Da @ = Biotr-2-5581Da_ 698 Da

Komplett gespalten

(@ =Biotim-3:6300Da. (@ + Bictin: 3.256 Da

Teilweise gespalten

Abbildung 12: Vergleich der gemessenen mit den erwarteten Peptidmassen nach
tryptischer Fragmentierung des AccBC Proteins. Im oberen Bereich der
Abbildung ist die Peptidsequenz von Vsze bis Ksgs dargestellt. Die Scheren
symbolisieren die hypothetischen Schnittstellen des Trypsins, der Stern deutet
die ermittelte Lage des Biotins an. Im unteren Bereich sind die theoretisch
bestimmten Massen mit und ohne Biotinylierung angegeben. Durchgestrichene
Werte symbolisieren Peptide die in keiner Messung nachgewiesen werden
konnten.
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Abbildung 13: MALDI-TOF-MS Fragmentmuster des AccBC Proteins. In der
Abbildung wurden die beiden flir die Bestimmung der Modifizierungsposition
wichtigen Signale markiert.

5 Untersuchung zur Funktion des pks Lokus bei der Lipid- und
Zellwandsynthese in C. glutamicum

5.1 Sequenzanalyse des pks Genlokus

Um die Beteiligung weiterer Gene an der Mycolsauresynthese nachzuweisen,
wurden computergestitzte Sequenzvergleiche der zu accD3 benachbarten Gene
bzw. der dadurch kodierten Proteine der sequenzierten Corynebacterianeae
durchgeflhrt. Es zeigte sich, dass die Acyl-CoA Carboxyltransferase accD3 in
C. glutamicum unmittelbar an eine ca. 5 kb groBe Polyketidsynthase (pks)
angrenzt (Abbildung 14). Das durch pks kodierte Protein weist groBe Homologien
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zu dem mycobakteriellen Pks13 auf (Abbildung 14). Der an pks angrenzende
Genombereich besitzt eine GroBe von Uber 12 kb und besteht aus mindestens
sechs Genen die alle in die gleiche Richtung transkribiert werden. In
M. tuberculosis kodieren die ersten beiden Gene fir die Mycolyltransferase FbpA
und ein nicht katalytisch aktives, paraloges Protein FbpC (Belisle et al., 1997).
Diese Gene werden am 3’-Ende von den beiden Genen cut und hyp begrenzt.
Weiter stromabwarts ist in M. tuberculosis die Acyl-AMP Ligase fadD32 (Trivedi et
al., 2004), bzw. in C. glutamicum fadD lokalisiert (Abbildung 14). Fir dieses Gen
wurde experimentell eine Funktion bei der Aktivierung langkettiger Fettsduren
durch die Bildung von Acyl-Adenylaten aus Fettsduren und ATP nachgewiesen
(Trivedi et al., 2004). Die gesamte Organisation dieses Genlokus ist in allen bisher
untersuchten Corynebacterianeae nahezu identisch, obwohl geringflgige
Unterschiede im Bereich der Gene der Mycolyltransferasen (Abbildung 14, graue
Pfeile) existieren.

fbpA fopC fadD32 pks13

M. tuberculosis H37Rv e
M. bovis AF2122/97 e o (00001 I ——— e ——— E—
M. leprea TN =0 0 [T e ——— e — - EE—
M. marinum M (amnunan ) ) EE—

_ cmytB 1S cmytA hyp cut  fagD pks accD3
C. glutamicum > < 1 ST ) > B>
C. efficiens YS-314 0 0 - — I ———— E—
C. diphteriae NCTC-13129 I BT ) ) S

15 kb
1 1 1 ]

Abbildung 14: Genomische Organisation des chromosomalen Bereichs um die
Polyketidsynthase (pks) bei C. glutamicum im Vergleich zu anderen Migliedern
innerhalb der Corynebacterianeae. Acyl-AMP Ligase (fadD), Acyl-CoA Carboxyl-
transferase (accD3), Mycolyltransferasen (cmytA und cmytB), hypothetisches
Protein (hyp), Cutinase (cut), Transposase (IS).
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Die strenge Konservierung der Gene innerhalb des chromosomalen Bereichs um
pks verdeutlicht eine fundamentale und essentielle Funktion der hier
angeordneten Gene in allen Corynebacterianeae. Die Abwesenheit aller Mycol-
saurespezies in C. glutamicum nach der Inaktivierung von accD3 weist speziell auf
dessen Beteiligung bei der Mycolsauresynthese hin (Portevin et al., 2004; Gande
et al., 2004). Zusétzlich zeigt die nachgewiesene Mycolyltransferaseaktivitat von
cmytA und cmytB in C. glutamicum (De Sousa-D’Auria et al., 2003; Brand et al.,
2003) und des Ag85 Komplexes in M. tuberculosis (Belisle et al., 1997) eine
essentielle Funktion der Gene in diesem Bereich nicht nur bei der eigentlichen
Synthese, sondern auch bei der Translokation der Mycolséduren beispielsweise auf
das Arabinogalaktan oder auf Trehalose.

5.2 Einfluss der Polyketidsynthase auf die Mycolsauresynthese

Um den Einfluss der Polyketidsynthase bei der Mycolsduresynthese untersuchen
zu kdnnen, wurden Inaktivierungsmutanten flir das pks Gen mit dem pk18mob
System (Schafer et al, 1994) erstellt. Da diese Polyketidsynthase in ihrer
Domanenstruktur (Abbildung 15) den bekannten Fettsduresynthasen (FAS) &hnelt
(Hopwood und Sherman, 1990), wéare eine Kreuzkomplementation dieser Enzyme

untereinander maoglich.
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Abbildung 15: Durch Computeranalysen vorhergesagte Doméanen des Pks
Proteins. Die ACP Doméanen beinhalten die Phosphopantethin Bindestellen und
KAS stellt die Ketoacylsynthase dar. Aminosauren (AS)

Um dieses Risiko zu minimieren, wurde fir jede hypothetische Domane ein
gesondertes Inaktivierungskonstrukt erstellt. Dazu wurde ein 400 — 500 bp groBes
internes Fragment der zu inaktivierenden Domé&nen durch PCR erstellt und in den
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Vektor pK18mob eingefliigt. Transformation von C. glutamicum mit diesen
Plasmiden und anschlieBende Selektion auf kanamycinhaltigen Agarplatten flihrte
zu Klonen, bei denen die Vektoren Uber homologe Rokombination in das
Chromosom inseriert vorlagen. Die erfolgte Vektorintegration wurde durch PCR-
Analysen Uberprift, wobei jeweils ein Primer im Bereich des Vektors und der
andere im Chromosom auBerhalb des internen Fragments hybridisierte (nicht
gezeigt). Alle Stamme zeichneten sich durch schlechtes Wachstum, Klumpen-
bildung in FlUssigkultur, eine rauhe Kolonieoberflache und die Abwesenheit von
Mycolsauren (siehe nachsten Abschnitt) aus. Dieser Phanotyp glich dem der
durch die Inaktivierung von accD2 oder accD3 erhalten wurde. Da accD3
unmittelbar hinter pks lokalisiert ist, kdnnte dieser Phanotyp auch durch eine
fehlende Transkription des accD3 Gens resultieren.

Um dies auszuschlieBen, wurden alle Inaktivierungsstamme mit einer
plasmidcodierten, intakten Kopie des accD3 Gens komplementiert. Zum Nachweis
des Plasmid, das die intakte Kopie des accD3 Gens trug, wurden diese aus den
komplementierten Stammen prapariert und durch eine Restriktionsspaltung
Uberprift. Zusatzlich wurde die korrekte Lokalisierung der Inaktivierungsvektoren
im Bereich des pks Gens durch PCR-Analysen bestatigt. Wachstumsvergleiche
der komplementierten Inaktivierungsstamme mit dem Wildtyp zeigten kein
siginfikant unterschiedliches Wachstum. Folglich komplementiert das intakte
accD3 Gen den durch die pks Inaktivierung hervorgerufenen Phanotyp. Demnach
wird pks und accD3 vermutlich cotranslatiert und liegen als eine regulatorischen
Einheit vor.

Um im Folgenden die Beteiligung von pks bei der Mycolsduresynthese
nachzuweisen, wurde eine in-frame Deletionsmutante erstellt, bei der das
komplette pks Gen fehlte, das Leseraster zum accD3 Gen aber intakt blieb. Dazu
wurde in pk19mobsacB (Schéfer et al., 1994) ein durch cross-over PCR erstelltes
Fusionsfragment aus den 5 und 3’ benachbarten Bereichen des pks Gens
eingefigt. Nach Transformation von C. glutamicum ATCC13032 mit diesem
Plasmid wurden kanamycinresistente Klone der zweiten Rekombination zugeflhrt.
Alle Kolonien, die in den ersten drei Tagen nach der zweiten Rekombination

erschienen, zeigten die Wiederherstellung der Wildtypsituation. Erst die Analyse
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kleiner Kolonien die nach etwa 10 Tagen Inkubation erschienen zeigte den Verlust
des pks Gens. Dies wurde durch zwei unabhangige PCR- und Southernblot-
Analysen bestatigt (Abbildung 16). Bei der Southernblot-Analyse zeigte die
Verschiebung der 6,2 kb groBen Bande beim Wildtyp um 4,8 kb zu kleineren
GroBen die erfolgreiche Deletion des pks Gens an. Zur PCR-Analyse wurden zwei
Primer gewahlt, die auBerhalb des durch PCR amplifizierten Bereichs in der
Nachbarschaft des pks Gens banden. Eine Bande mit einer GréBe von 1,1 kb
zeigte die erfolgte Deletion an. Im Wildtyp wirde ein Signal von 5,9 kb auftreten,
unter den gewahlten PCR Bedingungen erfolgte die Amplifizierung dieses
Fragments aber nicht.

Der erhaltene Apks Stamm zeichnete sich ebenfalls durch schlechtes Wachstum,
Klumpenbildung in Flissigkultur und eine rauhe Kolonieoberflache aus. Die
Analyse der Lipide zeigte erneut ein Fehlen aller im Wildtyp vorhandenen
Mycolsaurespezies (Abbildung 17), dagegen waren alle anderen Hauptlipide des
Wildtyps, wie Phospholipide, vorhanden. Interessanterweise hat im Fall der Apks
Mutante eine neue Lipidspezies auf. |hre Identitdt konnte aufgrund der geringen
Substanzmenge im Laufe dieser Arbeit nicht aufgeklart werden. Die Deletion von
pks hat folglich die gleichen Konsequenzen wie die Inaktivierung von accD2 oder
accD3. Dies verdeutlicht, dass diese drei Gene vergleichbare, wichtige und
spezifische Funktionen bei der Synthese der Mycolsduren ausfihren. Somit
konnte auch eine Beteiligung der Polyketidsynthase bei der Mycolsauresynthese
in C. glutamicum gezeigt werden. Wird dieser Befund zusammen mit den
computergenerierten Daten betrachtet, kénnte es sich bei Pks um das Enzym
handeln, das die Verknipfung zweier vorgefertigter, linearer Fettsauren zur reifen

Mycolsaure katalysiert.
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Abbildung 16: Nachweis der korrekten pks Deletion in C. glutamicum. A.
Southernblot-Analyse. B. PCR-Analyse.
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Abbildung 17: Dunnschichtchromatographische Analyse der freien Lipide der
Apks Mutante. Trehalosedimycolat (TDM), Trehalosemonomycolat (TMM),

Glukosemonomycolat (GMM), unbekanntes Lipid (?).
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5.3 Untersuchungen zur Struktur des Pks Proteins

Viele Polyketidsynthasen sowie Fettsduresynthasen liegen in-vivo als Homo-
dimere in einer helikalen Kopf — Schwanz Orientierung vor (Staunton ef al., 1996).
Um zu UOberprifen, ob auch das Pks Protein in C. glutamicum in seiner
funktionellen Form auch als Homodimer vorliegt, wurde die homologe Uberex-
pression eines Hisg-Pks Fusionsproteins im Stamm C. glutamicum ATCC13032
pEKEx3_RBS_Hes_pks mit anschlieBender Proteinaufreinigung Uber Ni-NTA
Affinitatschromatographie durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Reinheit dieser
Proteinpraparation wurde 1 ul des Sauleneluates in einer SDS-PAGE aufgetrennt
(Abbildung 18). Es zeigte sich, dass das Pks Protein in fir die weiteren
Untersuchungen ausreichender Reinheit und Konzentration vorlag. Die Protein-
bande mit einer GréBe von 172 kDa konnte massenspektrometrisch als Pks
identifiziert werden. 500 pg des reinen Pks Proteins wurden im Anschluss mittels
GrdBenausschlusschromatographie aufgetrennt und das apparente Molekularge-

wicht der einzelnen Proteine in den Elutionsfraktionen bestimmt.

250 kDa »

- 4{Pks
98 kDa »

50 kDa »

Abbildung 18: SDS-PAGE der Pks Praparation nach Aufreinigung durch Ni-NTA
Affinitdtschromatographie. In der rechten Spur wurde 1 pl der gereinigten Pks
Praparation aus C. glutamicum aufgetragen.
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Das Chromatogramm zeigte zwei Hauptpeaks (Abbildung 19A). Der erste Peak
lag bei einem Elutionsvolumen von 45,07 ml, was einem apparenten Molekular-
gewicht von 295 kDa entsprach. Das zweite, gréBere Signal besaB sein
Absorptionsmaximum bei einem Elutionsvolumen von 53,85 ml, woraus sich ein
apparentes Molekulargewicht von 147 kDa bestimmen lie3. Diese Untersuchung
sowie die Kalibrierung der S&ule durch Eichproteine wurden jeweils zweimal
durchgefihrt, so dass zur Auswertung jeweils die Mittelwerte der in den beiden

Laufen bestimmten Elutionsvolumina eingesetzt wurden.
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Abbildung 19: GréBenausschlusschromatographie des Pks Proteins zur
Bestimmung seines apparenten Molekulargewichts und seiner Dimerbildung
in-vivo. A. Chromatogramm eines der GréBenausschlusschromatographischen
Laufe. Auf der Ve-Achse sind neben dem Elutionsvolumen die Nummern der
gesammelten Fraktionen aufgetragen. B. Auftrennung der Fraktionen 9 bis 12 in
einem SDS-Gel.
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Zum Nachweis, welche Proteine bei den gemessenen Elutionsvolumina durch die
Saule brachen, wurden je 100 pl der Proteinlésung aus den Fraktionen 9 bis 12 in
einem SDS-Gel aufgetrennt (Abbildung 19B). Es zeigten sich in allen vier
untersuchten Elutionsfraktionen Banden identischer GroBe. Diese Proteinbanden
konnte mittels MALDI-TOF-MS als Pks mit einem Molekulargewicht von 172 kDa
identifiziert werden. Das mittels GréBenausschlusschromatographie ermittelte
apparente Molekulargewicht von 147 kDa wurde demnach um ca. 15 % kleiner
bestimmt. Diese Abweichung ist methodisch bedingt, da die Trennung Uber die
GrdBenausschlusschromatographie nicht ausschlieBlich durch Molekulargewichts-
unterschiede erfolgt, sondern auch von der Form der untersuchten Proteine
abhangig ist. Der Vergleich der apparenten Molekulargewichte beider Peaks flhrte
zu dem Ergebnis, dass das Protein des ersten Peaks um den Faktor 1,9 gréBer
bestimmt wurde als das des zweiten Peaks. Dies deutet auf die Dimerisierung

zweier Pks Molekule zu einem Komplex hin.

5.4 Nachweis der Acyl-AMP Ligase Aktivitat der annotierten Acyl-CoA Syn-
thase (fadD)

Trivedi et al. (2004) konnten die Adenylierung von Fettsduren durch das FadD32
Protein aus Mycobacterium smegmatis in einem Enzymtest nachweisen. Im
Folgenden sollte fir das in C. glutamicum am 5-Ende von pks liegende fadD
untersucht werden, ob dessen Genprodukt ebenfalls die Adenylierung einer
langkettigen Fettsdure wie Palmitat oder Oleat katalysiert. Dazu wurde FadD
heterolog in E. coli DH5a Uberexprimiert, mittels Ni-NTA Affinitatschromatographie
gereinigt und seine Identitdt durch MALDI-TOF Massenspekirometrie bestatigt.
Bei der Proteinreinigung Uber Ni-NTA Affinitdtschromatographie unter Standard-
bedingungen wurde das Saulenmaterial nach dem Probenauftrag mit einem
20 mM Imidazol enthaltenden Puffer gewaschen. Dabei wurden unspezifisch an
den Adsorber bindende Proteine entfernt. AnschlieBend wurde das Zielprotein mit
100 mM Imidazol von der Saule eluiert. Von der Elutionsfraktion wurden 2 pl in
einem SDS-Gel analysiert (Abbildung 20). Es zeigte sich, dass neben dem FadD
Protein weitere Proteine als Verunreinigung vorherrschten. Die Erhéhung der
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Imidazolkonzentration im Waschpuffer auf 35 mM fUhrte schlieBlich zu sauberen

Proteinen.

191 kDa»

64 kDa»
W ew (FadD
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Abbildung 20: SDS-PAGE =zweier FadD Reinigungen (dber Ni-NTA
Affinitatschromatographie. Aufgetragen wurden jeweils 2 pl der gereinigten
Proteinldsungen und in der linken Spur 5 ul des SeeBlue GréBenstandards.
Waschpuffer enthielt 20 mM Imidazol (20 mM Imid.), bzw. 35 mM Imidazol
(35 mM Imid.)

Die Identitdt des gereinigten Enzyms wurde massenspekirometrisch
nachgewiesen und fir einen Acyl-Adenylierungstest verwendet. Dabei wurde
“C-markiertes Palmitat und ATP als Substrat eingesetzt. Die Reaktionsprodukte
wurden mittels Dunnschichtchromatographie aufgetrennt, autoradiographisch
visualisiert und die Signale mit den Laufeigenschaften bekannter Standards
verglichen. Dieser Enzymtest wurde freundlicherweise von Dr. Lynn G. Dover
Universitat von Birmingham, UK durchgefuhrt.

Wie aus Abbildung 21 zu ersehen ist, ist eine zeitliche Zunahme der aus ATP und
“C-Palmitat gebildeten Acyl-Adenylate im Vergleich zur Kontrolle (0 s) festzu-
stellen. Aus der Bildung der Acyl-Adenylate folgt, dass wie bereits bei FadD32 in
M. smegmatis gezeigt wurde (Trivedi et al., 2004), auch FadD in C. glutamicum
eine Acyl-AMP Ligase Funktion besitzt. Da FadD im in-vitro Enzymtest langkettige
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C16 Fettsauren als Substrate verwenden konnte und sich sein codierendes Gen in
unmittelbarer Nachbarschaft zu pks befindet, liegt die Vermutung nahe dass
dieses Enzym maBgeblich an der Aktivierung einer langkettigen Fettsaure durch
Adenylierung beteiligt ist. Diese aktivierte Vorstufe kdnnte dann beispielsweise
direkt an die ACP Domane der Polyketidsynthase gebunden und anschlieBend
durch die Acyl-CoA Carboxylase fir die eigentliche VerknUpfung mit der zweiten

Fettsaure aktiviert werden.

Q e Fettsauren
"+ Acyl-Adenylate
0s 20s 30s

Abbildung 21: Nachweis der Acyl-Adenylierungsaktivitdt von FadD durch einen
Enzymtest.

6 Untersuchungen zur Translokation von Mycolsauren in C. glu-

tamicum

Es ist bekannt, dass Mycolsduren in der Zelle immer an Zucker gebunden, und
zwar an Trehalose-, Arabinose- oder auch Glukoseresten vorliegen (Tropis et al.,
2005). Dies warf die Frage nach dem Mechanismus der Ubertragung der
Mycolsauren auf die Zuckerreste und das Arabinogalaktan bzw. deren Transloka-
tion durch die Zellmembran auf. Die Frage bestand, ob weitere Gene aus dem
konservierten Bereich vor pks bei dieser Ubertragung eine Rolle spielen
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(Abbildung 14). Bei den beiden Genen cmytA und cmytB handelt es sich um
bekannte Mycolyltransferasen (Brand et al., 2003; Puech et al., 2003). Sie Uben
eine Funktion bei dem Transfer der Mycolsauren von Trehalosemonomycolat zur
Bildung von Trehalosedimycolat oder auf das Arabinogalaktan aus. Zwischen
diesen Mycolyltransferasen und der Acyl-AMP Ligase fadD sind zwei weitere
Gene lokalisiert, eines (cut) davon ist in M. smegmatis essentiell (Sassetti et al.,
2003). Das entsprechende Genprodukt besitzt in C. glutamicum mehrere Trans-
membranhelices und eine Signalsequenz fir den zellularen Export. Es liegt
folglich in der Cytoplasmamembran inseriert vor oder ist in ihr verankert. Bei dem
kleinsten Gen im pks Lokus handelt es sich um ein an cut grenzendes
hypothetisches Protein (hyp) das auch mehrere Transmembranhelices aufweist
und nur in den Corynebacterium Spezies vorhanden ist. Auch hyp besitzt laut

computergestitzten Analysen eine Signalsequenz fur den zellularen Export.

6.1 Deletion weiterer Gene im Bereich des pks Lokus

Die konservierten Gene, die sich im 5’-Bereich des konservierten pks-Genortes in
C. glutamicum befinden, stehen vermutlich mit der Translokation von Mycolsauren
auf das Arabinogalaktan oder Trehalose in Zusammenhang. Um diese Funktion
nachzuweisen, wurden Deletionsmutanten der Gene cmytA, cmytB, hyp und cut in
unterschiedlichen Kombinationen mit dem pK19mobsacB System erstellt
(Abbildung 22). Die erhaltenen Klone wurden durch PCR-Analysen auf vorhan-
dene Deletion untersucht (Verwendete Primer sieche Anhang). In Tabelle 6 sind die
Kombinationen der deletierten Gene zusammengefasst und die KoloniegréBe der
Deletionsstdmme angegeben. Es zeigte sich, dass die Kolonien bei dem Versuch
der Erstellung der AA und AC Mutanten, die bereits nach zwei Tagen Inkubation
auftraten, alle eine Wiederherstellung der genetischen Wildtypsituation zeigten. Es
besteht demnach ein sehr starker Selektionsdruck auf den Erhalt dieser Gene.
Dennoch konnten Stdmme mit erfolgter Deletion nach einer Inkubation der
Agarplatten von 6 bis 8 Tagen erhalten werden. Dabei zeigten alle der getesteten,
schlecht wachsenden Klone im Fall von AA und 20 % im Fall von AC die erfolgte

Deletion. Alle weiteren Deletionsstdmme zeigten keine reduzierte KoloniegrdBe
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oder —morphologie. Von diesen groBen Kolonien zeigten aber trotzdem nur 10 bis
15 % der getesteten Stdmme die erfolgte Deletion.

Tabelle 6: Kombination von Deletionen im stromaufwarts gelegenen Bereich des
pks Lokus. In der Spalte ,Kleine Kolonien® ist die GroBe der Kolonien auf BHIS
Agarplatten qualitativ. angegeben. Keine Abweichung zum Wildtyp (-),
unwesentlich kleinere Kolonien (+), signifikant kleinere Kolonien (++).

Mutante Deletierte Gene  Kleine Vorhandene Deletion /
Kolonien getestete Kolonien
AA hyp-cut-cmytA- ++ 1/1
cmytB
AB cmytA-cmytB - 2/50
AC hyp-cut + 1/5
Acut cut - 2/20
Ahyp hyp - 3/20
cmytB Transp. cmytA  hyp cut fadD pks
P<: I )
— Xg AC
vy

Abbildung 22: Genomischer Bereich am 5-Ende des fadD Gens in C. gutami-
cum. Mycolyltransferasen (cmytA, cmytB), hypotehtisches Protein (hyp),
Kutinase (cut), Acyl-AMP Ligase (fadD), Polyketidsynthase (pks), Transposase
(Transp.).

6.2 Charakterisierung der Deletionsstamme aus 6.1

Nach der Deletion der Gene in Nachbarschaft der Acyl-AMP Ligase FadD in
unterschiedlichen Kombinationen sollte das Wachstum der einzelnen Stdmme im
Minimal- und Komplexmedium untersucht werden. Die Mutanten AB, Ahyp und

Acut (Abbildung 22) zeigten dabei im Minimalmedium keine signifikante Abwei-
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chung vom Wildtyp (Abbildung 23). Die ermittelten Wachstumsraten der exponen-
tiellen Phase sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die AC Mutante zeigte eine
leicht reduzierte Wachstumsrate und eine verlangerte lag Phase. Im Gegensatz
dazu war ein Wachstum der AA Mutante in Minimalmedium nicht mdglich. Deshalb
wurden zusatzlich Wachstumsversuche in BHIS Komplexmedium durchgefiihrt
(Abbildung 24). Auch in diesem Medium zeigte die AC Mutante ein leicht
verlangsamtes Wachstum, wogegen eine Verlangerung der lag Phase nicht
beobachtet werden konnte. Die AA Mutante zeigte auch hier einen sehr starken
Wachstumsdefekt. Es war zwar ein Wachstum bei stark verlangsamter
Wachstumsrate méglich, die Endzelldichte mit einer optischen Dichte von 18, wie
im Fall des Wildtyps, wurde aber nicht erreicht. Sie lag hier bei maximal 3,5 und
sank bei weiterer Kultivierung stark ab, was als Hinweis auf eine verstéarkte
Lysisbereitschaft der Zellen, vielleicht bedingt durch eine veranderte Zellwand-

struktur, gewertet werden kénnte.

Tabelle 7: Wachstumsraten des C. glutamicum ATCC13032 Wildtyps und der finf
Deletionsstdmme in Minimal- und Komplexmedium. n.d. = kein Wachstum
nachweisbar; - = nicht bestimmt

. Wachstumsrate in Wachstumsrate in

Stamme _ _
CgXIl Medium (h™) BHIS Medium (h™)

Wildtyp 0,25 0,85
AA n.d. 0,13
AB 0,24 -
AC 0,21 0,68
Ahyp 0,24 -

Acut 0,25 -
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Abbildung 23: Wachstum des C. glutamicum ATCC13032 Ausgangsstamms und
der Deletionsmutanten auf CgXIl Minimalmedium. Der Wildtyp () und die flnf
Deletionsmutanten AA (l), AB (A), AC (X), Ahyp (%) und Acut (@) wurden bei
30 °C im Minimalmedium inkubiert und das Wachstum verfolgt.

zﬁ
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Abbildung 24: Wachstumskurve des C. glutamicum ATCC13032 Ausgangs-
stamms und der Deletionsmutanten AA und AC in BHIS Komplexmedium. Der
Wildtyp (@) und zwei Deletionsmutanten (AA (®) and AC (X)) wurden bei 30 °C
inkubiert und das Wachstum verfolgt.
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Um Einblicke in die Zellmorphologie der einzelnen Deletionsmutanten zu erhalten,
wurden lichtmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt. Dazu wurden die
Stamme Ober Nacht auf BHIS Agarplatten kultiviert und davon Zellen in 10 pl BHIS
Medium auf einem Objekttrager resuspendiert. Die Untersuchung von in Flissig-
medien kultivierter Zellen erwies sich als problematisch, da sich die Zellpopulation
durch viele Zellbruchstiicke als morphologisch sehr heterogen erwies. Korrelie-
rend zu den Wachstumsversuchen zeigten sowohl AB als auch Ahyp morpholo-
gisch keinen vom Wildtyp abweichenden Phanotyp. Dagegen flihrte die Deletion
der vier Gene cmytA, cmytB, cut und hyp (AA) zu gravierenden morphologischen
Veranderungen (Abbildung 9). Die Zellen erschienen kleiner, kugelig und bildeten
zusammenhangende Ketten. Diese Kettenbildung kdénnte durch eine unvollstan-
dige Zellteilung bedingt sein. Die Deletionsmutanten AC und Acut erwiesen sich
als langgestreckt und keulenférmig. AuBerdem besaBen sie an den Teilungs-
stellen blasenférmige Aufwdlbungen.
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Abbildung 25: Lichtmikroskopische Untersuchung der finf Deletionsmutanten
und des Wildtyps.
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6.3 Lipidanalytik der Deletionsstamme aus 6.1

Um bei den hier beschriebenen Stdmmen die phanotypischen Veranderungen mit
der Lipidzusammensetzung der Zellwand korrelieren zu kdénnen, wurden die
einzelnen Stamme in BHIS Vollmedium kultiviert und die Lipide mit '*C-Acetat wie
beschrieben markiert. Nach der Lipidextraktion wurde die organische Phase
dinnschichtchromatographisch aufgetrennt und die radioaktiven Signale auto-
radiographisch visualisiert. Dabei zeigte sich erstaunlicherweise, dass sich die
Lipidprofile aller Mutanten im Hinblick auf das Vorhandensein von freien
Mycolsauren nicht signifikant vom Wildtyp unterschieden (Abbildung 26). Die vier
untersuchten Gene Uben also keine Funktion bei der Mycolsauresynthese oder
deren Reifung aus, sondern spielen vermutlich bei ihrer Translokation durch die
Zellwand oder bei der Ubertragung auf das Arabinogalaktan eine Rolle. Nur im
Fall der AA Mutante zeigte sich eine Veradnderung in ihrem Lipidprofil, obwohl
Mycolsauren nachgewiesen werden konnten (Abbildung 26). Auffallig war das
Auftreten eines neuen, intensiven Signals, das bisher in keiner weiteren Mutante
beobachtet wurde und dessen Laufverhalten nicht mit dem bekannter
Standardlipide Ubereinstimmte. Um zu klaren, ob es sich bei diesem Signal um ein
bei der Mycolsauretranslokation essentielles Intermediat handelt, wurden aus 10 g
Zelltrockenmasse die Lipide extrahiert und die neu aufgetretene Lipidspezies
durch Gaschromatographie, NMR und HPLC Analysen untersucht. Diese
Versuche wurden freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. S.
Besra (School of Biosciences, University of Birmingham, UK) durchgefihrt. Dabei
stellte sich diese Lipidspezies als ein Phosphatidylglycerol Derivat mit
unterschiedlichen Lipidbestandteilen, Uberwiegend C18:1 and C16:1 heraus.
Dieses Lipidderivat kann nach heutigem Kenntnisstand nicht mit der Mycolsaure-
synthese in Zusammenhang gebracht werden. Vermutlich war seine Akkumulation
auf das generell schlechte Wachstum und die dadurch einhergehende starke
Schadigung des allgemeinen Stoffwechsels des AA Stamms zurickzuflhren.
Dieses Lipidderivat konnte bei einer Kultivierung der AA Mutante unter optimalen
Wachstumsbedingungen im Fermenter, wobei sich auch eine hdhere
Wachstumsrate aber keine héhere Endzelldichte einstellte, nicht nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu zeigte die AB Mutante, bei der beide Mycolyl-
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transferasen cmytA und cmytB deletiert wurden, in den bisherigen Analysen

keinen signifikanten Phanotyp.

Erganzend wurde die Menge des inkorporierten '*C-Acetats durch Radio-
szintillationsmessungen der gereinigten Lipidextrakte bestimmt. Die Menge der in
den freien Lipiden vorhandenen Radioaktivitat war in allen Stdammen mit der im
Ausgangsstamm vergleichbar (Tabelle 8). Die Deletionsmutante AA zeigte einen
leicht reduzierten Wert, der durch die geringere Zelldichte dieses schlecht
wachsenden Stammes bedingt war. Interessanterweise war die in der Fraktion der
kovalent gebundenen Lipide vorhandene Radioaktivitat bei den Stammen AA und
AB, also den Stammen in denen zwei der sechs Mycolyltransferasen fehlten, stark
reduziert. Das daraus resultierende Verhéltnis aus inkorporierter Radioaktivitat in
die freien- zu der in gebundenen Lipiden betrug im Fall der AA Mutante 30.
Bezogen auf den Wildtyp entspricht das einem um den Faktor 7 erhéhten Wert. In
diesem Stamm war folglich die Menge an kovalent gebundenen Mycolsauren

dramatisch reduziert, wogegen freie Mycolsauren weiterhin nachweisbar waren.
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Abbildung 26: Dinnschichtchromatographische Analyse der freien Lipide der flnf
C. glutamicum Deletionsstdmme und des Ausgangsstammes. Die mit einem
Doppelpfeil markierte Lipidspezies wurde genauer charakterisiert.
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Tabelle 8: Durch Radioszintillationsmessungen bestimmte Menge des inkorpo-
rierten '*C-Acetats in C. glutamicum Zellen.

Stamm Freie Lipide Gebundene Verhéltnis
(cpm/ul) Lipide (cpm/ul) Frei/Gebunden

Wildtyp 4.060 1.140 3,5

AA (AhypAcutAcmytArcmytB) 1.780 60 30

AB (AcmytAacmytB) 3.730 770 5

AC (ahypacut) 3.420 1.410 2,5

Ahyp 3.830 1.320 3

Acut 3.650 1.440 2,5

Das leicht erhdhte Verhaltnis im Fall der AB Mutante um etwa den Faktor 1,5 war
Uberraschend, denn diese Mutante zeigte in keinen bisherigen Untersuchungen
einen erkennbaren Phanotyp. Dies weist auf eine gewisse Toleranz bezlglich der
Menge an gebundenen Mycolsaurederivaten hin.

Diese Ergebnisse zeigen, dass alle vier in der AA Mutante fehlenden Gene
zusammen bei dem Transfer von Mycolsauren auf das Arabinogalaktan und / oder
deren Translokation durch die Zellmembran involviert sind. Zwei der erstellten
Mutanten zeigten eine reduzierte Menge an kovalent gebundenen Lipiden, was
auf die Beteiligung der Gene cmytA und cmytB bei dem Mycolsauretransfer auf
das Arabinogalaktan schlieBen lasst. Dennoch zeigte erst die Deletion aller vier
Gene einen ausgepragten Effekt.
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6.4 Untersuchungen zur Funktion einer Ubiprenyltransferase (UbiA) bei der
Zellwandsynthese

Die gebundenen Mycolsduren liegen in Form eines Esters mit den
Arabinoseresten des Arabinogalaktans vor. In der Nachbarschaft der Mycolyltrans-
ferasen ist in allen Corynebacterianeae eine annotierte, konservierte Ubiprenyl-
transferase (ubiA) lokalisiert (Abbildung 28). Das zu ubiA orthologe Gen aus
M. tuberculosis (Rv3806c) wurde kulrzlich als essentiell bei der Synthese von
Polyprenylphosphat-5-Phosphoarabinose (Pppa) beschrieben (Huang et al,
2005). Diese polyprenylierte Arabinose ist vermutlich die ubiquitare Arabinose-
quelle zur Synthese des Arabinogalaktans. Ein hypothetischer Mechanismus fir
die Synthese dieses Intermediates ist in Abbildung 27 dargestellt.

Um auch die Funktion von ubiA in C. glutamicum zu untersuchen, wurde auch
dieses Gen mit dem pK18mob System inaktiviert. ErfahrungsgemafB zeigten
bisher alle Zellwandmutanten ein extrem schlechtes Wachstum. Deshalb wurden
fir den Nachweis der Inaktivierungsmutante ausschlieBlich kleine Kolonien
verwendet, die ca. 8 bis 10 Tage nach erfolgter Elektroporation und Selektion auf
kanamycinhaltigen Agarplatten erschienen. In allen getesteten dieser kleinen
Kolonien konnte durch PCR-Analysen die erfolgreiche Inaktivierung von ubiA
nachgewiesen werden. Das Wachstum und der makroskopische Phanotyp
bezliglich der Kolonieform und —oberflaiche sowie die Zellform bei licht-
mikroskopischer Analyse war der Ethambutol behandelter Zellen (Radmacher et
al., 2005) und der emb Deletionsmutante (Alderwick et al., 2005) vergleichbar. In
allen drei Fallen zeigte sich ein extrem schlechtes Wachstum, eine rauhe
Kolonieoberflache, Klumpenbildung in Flissigkultur und ein charakteristisches
Abldsen ganzer Kolonien beim Uberimpfen von Agarplatten. Zusétzlich konnten
keine zellwandgebundenen Mycolsduren nachgewiesen werden, wogegen freie
Mycolsduren weiterhin vorhanden waren (Alderwick et al., 2005). Folglich greift
auch ubiA nicht direkt in die Bildung von Mycolsduren, sondern vermutlich in die
Synthese des Arabinogalaktans ein, indem es aktivierte Arabinosereste
bereitstellt, die dann durch die Arabinosyltransferase emb auf das Arabinogalaktan

Ubertragen werden (Radmacher et al., 2005; Alderwick et al., 2005).
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Abbildung 27: Hypothetischer Mechanismus der Polyprenylphosphat-Arabinose
Bereitstellung. Ausgehend von 5-Phosphoarabinose-Pyrophosphat kénnte die
Konvertierung zur 5-Phosphoarabinose-Pyrophosphat Uber eine unbekannte
Epimerase erfolgen. Die darauf folgende Umsetzung zur Polyprenylphosphat-5-
Phosphoarabinose kdnnte durch das Genprodukt des untersuchten ubiA Gens
erfolgen. Die Abspaltung der Phosphatgruppe an der 5’ Position des Zuckers ist
aus M. smegmatis bekannt und wird durch eine Polyprenylphosphat-5-
phosphoarabinose-phosphatase katalysiert (Huang et al., 2005).
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Abbildung 28: Chromosomale Lokalisierung des ubiA Gens in den sequenzierten
Corynebacterianeae.

Eine detaillierte Analyse des Zuckerpolymers der Zellwand wurde an der School of
Biosciences (University of Birmingham, UK) und am Imperial College (London,
UK) durchgeflihrt. Dazu wurden unter anderem GC-MS und FAB-MS-MS (Fast
Atom Bombardement Mass Spectrometry) als Analysetechniken eingesetzt. Die
gaschromatographische Analyse der ubiA Inaktivierungsmutante zeigte eine
vollstdndige Abwesenheit jeglicher Arabinose in der Zellwand (Abbildung 29).
ErwartungsgemaB lagen im Arabinigalaktan des Wildtyps unterschiedlich ver-
knlpfte Arabinosereste vor. Das zeigte, dass ubiA tatsachlich fiir die Synthese
eines aktivierten Arabinosederivates, vermutlich der Polyprenylphosphat-
Arabinose (PpA) essentiell ist und dass PpA in C. glutamicum den einzigen
Arabinosedonor darstellt.
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Abbildung 29: Gaschromatographische Analyse der Zuckerzusammensetzung
der Zellwand der ubiA Inaktivierungsmutante (A) und des C. glutamicum Wildtyps

(B).
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IV DISKUSSION

1 Untersuchungen zur Mycolsauresynthese

Die klrzlich publizierte Genomsequenz ergab, dass C. glutamicum vier paraloge
Gene im Chromosom enthélt, die Ahnlichkeiten zu der B-Untereinheit der Acetyl-
CoA Carboxylase aus E. coli aufweisen. Dieser Uberraschende Befund und die
Tatsache, dass eines der Paralogen mit der Glutamatbildung in Zusammenhang
steht (Kimura et al, 1997), war Anlass, die Funktion dieser vier putativen
B-Untereinheiten in C. glutamicum eingehend zu untersuchen. Dazu wurden
genetische und biochemische Untersuchungen zum accD1 Gen in C. glutamicum
durchgeflhrt. Es zeigte sich, dass dessen Genprodukt ein essentieller Bestandteil
der bei der Fettsduresynthese beteiligten Acetyl-CoA Carboxylase ist. Dieses
Enzym spielt eine zentrale Rolle bei der irreversiblen Carboxylierung von Acetyl-
CoA zur Synthese des firr die Fettsduresynthese bendtigten Bausteins Malonyl-
CoA (Alberts et al., 1972; Guchhait et al., 1974; Cronan und Rock, 1996). Die
Synthese von Malonyl-CoA konnte durch in-vitro Enzymtests mit Rohextrakten
verschiedener C. glutamicum Stdmme nachgewiesen werden. Bei der Uber-
expression des accD1 Gens zeigte sich eine Verdoppelung der spezifischen
Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitat in Bezug auf den Ausgangsstamm. Jedoch fiihrte
die gemeinsame Uberexpression von accD1 und accBC zu einer weiteren
Steigerung der Malonyl-CoA Synthese um den Faktor 8. Dies zeigt, dass AccBC
zusammen mit AccD1 den Acetyl-CoA Carboxylasekomplex bildet. Vergleichbar
hohe spezifische Aktivititen konnten bei der Untersuchung der Acetyl-CoA
Carboxylase aus M. bovis (Rainwater und Kolattukudy, 1982), sowie der
Propionyl-CoA Carboxylase aus M. smegmatis (Haase et al., 1982), ermittelt
werden. Diese Enzymkomplexe sind aus zwei separaten Untereinheiten
aufgebaut, wovon die a-Untereinheit den Cofaktor Biotin tragt und als CO;
Akzeptor bzw. Ubertrager dient (Alberts et al, 1969). Die eigentliche
Carboxylasereaktion sowie die Substratbindung erfolgt an der biotinfreien
B-Untereinheit (Gurchhait et al., 1974).
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Das apparente Molekulargewicht der Acetyl-CoA Carboxylase betragt bei
C. glutamicum 714 kDa. Das lasst vermuten, dass das Enzym aus sechs
a-Untereinheiten mit einem jeweiligen Molekulargewicht von 63,4 kDa und aus
sechs B-Untereinheiten zu je 58,5 kDa aufgebaut ist (Heseler, 2005). Diese agPe-
Stéchiometrie ist auch von anderen Acetyl-CoA Carboxylasen, beispielsweise aus
Rhizobium etli (Dunn et al., 2004), oder der Propionyl-CoA Carboxylase aus
M. smegmatis (Haase et al., 1982) bekannt. Die Kristallstruktur des Bs-Komplexes
der Propionyl-CoA Carboxylase aus Streptomyces coelicolor (Diacovich et al.,
2004) zeigt eine ringférmige Anordnung der sechs Untereinheiten. Eine
vergleichbare Struktur konnte auch fir die Acetyl-CoA Carboxylase aus
C. glutamicum mittels Cryo-Elektronenmikroskopie wahrscheinlich gemacht
werden (Heseler, 2005). Der AccD1-AccBC Komplex aus C. glutamicum ist
folglich sowohl strukturell als auch funktionell mit anderen bekannten Acyl-CoA
Carboxylasen vergleichbar (Gurchait et al, 1974). Da die dreidimensionale
Struktur dieses Enzyms bisher aus keinem einzigen Organismus bekannt ist, und
das Enzym aus C. glutamicum als stabiler Komplex isoliert werden kann, ist diese

Acetyl-CoA Carboxylase ideal, um die Struktur eines solchen Enzyms aufzuklaren.

Inaktivierungsstudien der beiden paralogen Acyl-CoA Carboxyltransferasen accD2
und accD3 zeigten, dass diese Gene bzw. ihre Genprodukte in C. glutamicum
spezifisch an der Mycolsauresynthese beteiligt sind. Sie haben im Gegensatz zu
accD1 keinen direkten Einfluss auf die Fettsduresynthese. Portevin et al. (2005)
fihrten Untersuchungen zur Lipidzusammensetzung des Wildtyps von C. glutami-
cum und einer accD3 Inaktivierungsmutante durch. Dabei ergab ein Vergleich
beider Lipidprofile, dass bei der accD3 Mutante neben der Abwesenheit von
Mycolsauren auch kein Tetradecylmalonat synthetisiert wurde, was somit eine

mdgliche aktivierte Vorstufe flr die Mycolsauresynthese darstellt.

Bei der an der Mycolsauresynthese beteiligten Acyl-CoA Carboxylase handelt es
sich ebenfalls um einen Multienzymkomplex mit einem in dieser Arbeit bestimmten
apparenten Molekulargewicht von 286 kDa bestehend aus AccD2, AccD3 und
AccBC. Ob dies tatsachlich der Molekilmasse des gesamten Komplexes ent-
spricht ist fraglich. Wie bereits erwéhnt, besitzen die bekannten Acetyl-CoA
Carboxylasekomplexe Molekulargewichte von Gber 700 kDa (Haase et al., 1984;
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Diacovich et al., 2004; Dunn et al., 2004). Da der Komplex der Acyl-CoA
Carboxylase aber eine sehr geringe Stabilitat aufweist, kbnnte es sich bei dem
286 kDa groBen Komplex nur um einen Teil der nativen Acyl-CoA Carboxylase
handeln (Portevin et al, 2005). Dennoch ist die Anwesenheit von zwei
verschiedenen [-Untereinheiten {berraschend und wurde bislang bei keiner
anderen Acyl-CoA Carboxylase beschrieben. Vielleicht liegt die funktionelle
Bedeutung dieser strukturellen Besonderheit in der Verbindung zweier Car-
boxylasefunktionen, wie dies von der Transcarboxylase aus Propionibacterium
shermanii beschrieben wurde (Hall et al., 2003). Hierbei handelt es sich um einen
Multienzymkomplex mit einer GréBe von 1,2 MDa, der eine Ubertragung der
Carboxylgruppe von Methylmalonyl-CoA auf Pyruvat katalysiert, wodurch Pro-
pionyl-CoA und Oxalacetat gebildet werden. Dabei dient das gebildete Oxalacetat
bei den Propionibakterien als Oxidationsmittel fir NADH. Diese Reaktion ist fir die
Propionsaurebildung der Propionibakterien essentiell (Allen et al., 1964). Die Acyl-
CoA Carboxyltransferase AccD3 aus C. glutamicum zeigt zur 12 S Untereinheit
dieses Komplexes aus P. shermanii eine Sequenzidentitdt von 41 % (Kimura et
al., 1996). Der Transfer von reaktiven Intermediaten zwischen verschiedenen
Untereinheiten eines Multienzymkomplexes erlaubt ein komplexes Zusammen-
spiel aus Regulation und Modulation der Spezifitaten solcher Reaktionswege (Hall
et al., 2003).

Bei der Analyse der Zusammensetzung des AccD2-AccD3-AccBC Komplexes
stellt sich zusatzlich die Frage nach der Funktion des kleinen offenen Leserasters,
das sich direkt an accD2 anschlieBt. Diacovich et al. (2002) konnten in ihrer Arbeit
mit der Propionyl-CoA Carboxylase aus Streptomyces coelicolor nachweisen,
dass der stromabwérts des Gens der (3-Untereinheit liegende offene Leserahmen
fir ein Peptid kodiert, das essentiell bei der Stabilisierung dieser Propionyl-CoA
Carboxylase ist. Erst bei der in-vitro Rekonstituierung des Komplexes in
Anwesenheit dieser so genannten e¢-Untereinheit konnte eine signifikante
Carboxylaseaktivitat detektiert werden. Die Autoren postulierten, dass diese
e-Untereinheit zwar keine katalytische Funktion, aber eine essentielle Rolle bei der
Assemblierung oder Stabilisierung des Komplexes spielt. Ob das in C. glutamicum
und anderen Corynebacterium Spezies an das accD2 angrenzende Gen eine
ahnliche Funktion besitzt, ist unklar. In keiner Proteinreinigung des AccD2-AccD3-



Diskussion 81

AccBC Komplexes konnte bisher diese putative e-Untereinheit nachgewiesen

werden.

Neben der Aktivierung einer Acylkette durch Carboxylierung konnten Trivedi et al.
(2004) karzlich einen neuen Mechanismus zur Fettsdureaktivierung in Form der
Adenylierung einer freien Laurinsaure in einem in-vitro Testsystem mit gereinigtem
FadD32 Protein aus M. smegmatis nachweisen. In der vorliegenden Arbeit konnte
eine vergleichbare Aktivitat von FadD aus C. glutamicum nachgewiesen werden,
wobei die Adenylierung von freier Palmitinsaure in einem in-vitro Testsystem
gezeigt wurde (® in Abbildung 30). Aus diesem Befund, der Identifizierung von
Tetradecylmalonat (Portevin et al., 2004), sowie den weiteren Ergebnissen dieser
Arbeit kann das im Folgenden beschriebene Modell zur Mycolsduresynthese
erstellt werden. Der Fettsdurerest wird nach Aktivierung zunachst mit der Acyl-
Carrier Domane (ACP) der Polyketidsynthase Pks verknipft (@ in Abbildung 30).
Dieser Rest bildet spater den a-Zweig der Mycolsdure. Das Gen flir die
Polyketidsynthase befindet sich unmittelbar am 3’-Ende von fadD in allen unter-
suchten Corynebacterianeae. Ihr kommt die eigentliche Rolle bei der Verknlpfung
der linearen Fettsduren zur verzweigten Mycolsaure zu (Gande et al., 2004;
Portevin et al., 2004). Polyketidsynthasen besitzen ebenso wie Fettsaure-
synthasen einen modularen Aufbau aus mehreren hintereinander angeordneten
Doménen unterschiedlicher Funktionen wie beispielsweise Thioesterasen, Acyl-
transferasen oder Enoylreduktasen (Staunton und Weissman, 2001; Weissman,
2005). Bei der eigentlichen Kohlenstoff-Kohlenstoff VerknlUpfung kommt die
Hauptfunktion der B-Ketoacylsynthase Doméane (KAS) zu, durch die Acylketten
miteinander verknipft werden (Staunton und Weissman, 2001). Die aktivierte
Acylkette liegt wahrend des gesamten Reaktionszyklus kovalent am Phospho-
pantetheinrest der ACP Domane gebunden vor, die am aminoterminalen Ende von
Pks liegt. Der Panthothenatrest stellt einen flexiblen Bereich dar, der einen
Transfer des daran gebundenen Substrates an die einzelnen Module der
Polyketidsynthase ermdglicht (Chirala und Wakil, 2004). Die zweite Fettsaure wird
innerhalb der B-Ketoacylsynthase Doméane (KAS) ebenfalls in Form eines
Thioesters gebunden, vergleichbar zur Bindung der Acylkette an der
Fettsduresynthase (Dewar et al, 1988). Ob bei diesem Schritt ebenfalls ein

adenyliertes
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Abbildung 30: Hypothetischer Mechanismus der Mycolsauresynthese durch die
Polyketidsynthase in C. glutamicum. Im ersten Schritt erfolgt eine Aktivierung
zweier Fettsduren durch Adenylierung (1). Diese werden dann auf die ACP- und
KAS Domane von Pks tbertragen (2). AnschlieBend erfolgt die Carboxylierung
der ACP gebundenen Fettsaure (3), was die Grundlage fir die folgende C-C
Verknupfung zur Mycolsdure durch die KAS Domaéane in Form eines Claisen-
Mechanismus legt (4).
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Abbildung 31: Hypothetischer Mechanismus zum Transfer von Mycolsauren. Die
homodimere Anordnung zweier Polyketidsynthasen ist angedeutet. Acylcarrier-
peptid (ACP), Ketoacylsynthase (KAS), Trehalosemonomycolat (TMM), Treha-
losedimycolat (TDM), Glukosemonomycolat (GMM), Polyprenol (PP).

Intermediat oder eine mit Coenzym A verkniUpfte Fettsdure wie im Fall der
Fettsduresynthase (Kannangara und Stumpf, 1971) eine Rolle spielt, ist unklar.

In allen drei untersuchten Corynebacterium Spezies ist die Polyketidsynthase und
das sich daran anschlieBende accD3 Gen durch weniger als 20 Nukleotide
getrennt. Experimentelle Befunde dieser Arbeit belegen, dass sie auch gemein-
sam transkribiert werden. Solch eine enge strukturelle Organisation wurde auch
fir andere Gene mit funktioneller Kopplung wie beispielsweise die Polyprenol-
Monophosphomannose Synthase ppm1 gezeigt (Gurcha et al., 2002; Gibson et
al., 2003; Baulard et al., 2003). Wie bereits erwahnt, ist die Acyl-CoA Carboxylase,
in der AccD3 als Komplexpartner vorliegt, an der Carboxylierung eines
Palmitinsaurederivats beteiligt (Portevin et al., 2005). Dies kénnte der an der ACP
Doméne gebundene Palmitatrest sein, der durch die Acyl-CoA Carboxylase in
a-Position carboxyliert wird (® in Abbildung 30). Diese Reaktion ist analog zu der
Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA, die in E. coli durch die Acetyl-
CoA Carboxylase AccDABC katalysiert wird (Alberts et al, 1969) und in
C. glutamicum durch die homologe Acetyl-CoA Carboxylase AccD1-AccBC.
Dieser Schritt kénnte die eigentliche Kondensation zu einem verzweigten 3-Oxo-
Intermediat vorbereiten, die durch die KAS Doméane von Pks katalysiert wird (@ in
Abbildung 30). Mechanistisch erfolgt diese Reaktion nach einem Claisen-

Kondensationsmechanismus einer a-Carboxysaure mit einer zweiten Acylkette,
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wie dies auch bei Fettsauresynthasen (Dewar und Dieter, 1988) und anderen
Polyketidsynthasen (Fuijii et al., 2001) der Fall ist. Durch die Freisetzung von CO,
bei der Bildung der neuen C-C Verknlpfung besitzen beide Fettsaureseitenketten
die gleiche Lange wie ihre einzelnen, linearen Ausgangssubstrate (Radmacher et
al., 2005).

Zur eigentlichen Mycolsauresynthese wird prinzipiell nur die ACP- und
Ketoacylsynthase Doméane der Polyketidsynthase bendtigt (Khosla et al., 1992;
Portevin et al., 2004). Alle weiteren in Pks vorhandenen Module (Abbildung 31)
spielen vermutlich eine Rolle bei der weiteren Mycolsdurereifung. Die meisten
Polyketidsynthasen sowie die bekannten Fettsduresynthasen liegen funktionell als
Homodimere in Kopf-Schwanz Anordnung mit leicht helikal verdrehter Struktur vor
(Staunton et al.,, 1996). Wie in dieser Arbeit nachgewiesen, zeigt auch Pks aus
C. glutamicum eine Dimerbildung, sodass von einer ahnlichen Anordnung
auszugehen ist, und dadurch der Acyltransferase- und Thioesterasedomane
spezielle Funktionen in nachfolgenden Schritten zukommen. Da durch die
Dimerisierung die C-terminale Thioesterasedomane des ersten Polypeptids neben
der N-terminalen ACP Gruppe des zweiten Polypeptids lokalisiert ist, kann so die
bis auf die Reduktion der 3-Oxogruppe reife Mycolsaure durch die Thioesterase-
doméne auf die zweite ACP Domaéane Ubertragen werden (® in Abbildung 31).
AnschlieBend kénnte durch die Acyltransferasedomane eine Ubertragung auf ein
Polyprenylderivat erfolgen (® in Abbildung 31). In M. smegmatis ist Decaprenyl-
Mannosyl-Mycolat nachgewiesenen worden (Besra et al., 1994), was vermutlich
eine Funktion bei der Translokation der Mycolsaure durch die Cytoplasma-
membran zu ihrem Zielort in der Zellwand besitzt. Zu welchem Zeitpunkt die
Reduktion der 3-Oxogruppe durch ein noch unbekanntes Enzym stattfindet, ist
unbekannt, ebenso ab wann Trehalosederivate ins Spiel kommen und wie der
Export erfolgt (@ in Abbildung 31).

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit, zusammen mit den strukturellen
Charakteristika des fadD-pks-accD3 Lokus und den neuen Erkenntnissen zu
fadD32 (Trivedi et al., 2004) und pks13 in M. smegmatis (Portevin et al., 2004)
fihren zu drei speziellen Schritten, welche die Basis flur die Mycolsduresynthese
darstellen. Dabei handelt es sich um /. die Aktivierung einer Fettsdure durch
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Adenylierung und anschlieBende Bindung an die Polyketidsynthase (Trivedi et al.,
2004), /I. Aktivierung der gebundenen Fettsdure durch Carboxylierung (Gande et
al., 2004; Portevin et al, 2005) und /ll. die Erstellung einer neuen C-C
Verknipfung mit einer zweiten Fettsdure (Portevin et al., 2004). Der detaillierte
enzymatische Reaktionsmechanismus ist zum groBen Teil weiterhin noch

spekulativ.

2 Untersuchungen zum Mycolsauretransfer

Waéhrend die der Polyketidsynthase benachbart liegenden Gene unmittelbar mit
der Mycolsauresynthese verknlpft sind, sind die weiter entfernt zum pks Lokus
liegenden Gene vermutlich am Transfer der Mycolsaure auf Zuckerderivate oder
das Arabinogalaktan beteiligt. Im 5’-Bereich von fadD befinden sich vier weitere
konservierte Gene (Abbildung 22), wovon das Antigen 85 (ag85) in M. tuberculosis
Mycolyltransferaseaktivitat besitzt (Puech et al., 2000). Das Antigen 85, sowohl
von M. tuberculosis (Belisle et al., 1997) als auch sein Paraloges (cmytA) in
C. glutamicum (De Sousa-D’Auria et al., 2003; Brand et al., 2003), sind in der
Zellwand lokalisiert und werden zumindest teilweise ins Medium sekretiert (Peyret
et al., 1993). Diese beiden Mykolyltransferasen sind an der Translokation reifer
Mycolsduren von einem Ubertrdger, wie von Trehalosemycolaten, auf das
ArabinogalaktangerUst beteiligt sind. (McNeil et al., 1991b; Belisle et al., 1997; De
Sousa-D’Auria et al., 2003; Brand et al., 2003). Zusatzlich konnten im Genom von
C. glutamicum vier weitere paraloge Mycolyltransferasen nachgewiesen werden
(Brand et al., 2003; De Sousa-D’Auria et al., 2003). In dieser Arbeit wurde mit dem
Stamm C. glutamicum ATCC13032 gearbeitet, in dem alle sechs Mycolyl-
transferasen funktionell aktiv sind (Kacem et al., 2004). Dagegen weist C. glutami-
cum ATCC2005 eine durch eine Punktmutation inaktivierte Mycolyltransferase auf
(Brand et al., 2003). Beide Stdamme unterscheiden sich aber weder morphologisch
noch physiologisch voneinander. Mycolyltransferasen besitzen also Uberschnei-
dende Aktivitdten und keine strikte Substratspezifitat wie beispielsweise die
untersuchten Acyl-CoA Carboxylasen. Dies erklart, warum die Deletion von cmytA
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und cmytB in C. glutamicum ATCC13032 nur eine geringfligige Reduktion der
gebundenen Mycolsauren zur Folge hat. Die Mycolyltransferasen sind Esterasen
ebenso wie eine zusatzliche in dieser Arbeit untersuchte Esterase (cut), die sich in
direkter Nachbarschaft der bekannten Mycolyltransferasen befindet. Diese
Esterase ist sowohl fir M. tuberculosis als auch M. smegmatis (Sassetti et al.,
2003), nicht aber fur C. glutamicum, essentiell. lhre Esterasedoméane weist hohe
Identitaten, besonders im Bereich eines vorhergesagten katalytisch aktiven
Serinrestes, zu einer aus Penicillium purpurogenum bekannten Acetylxylan
Esterese auf (Egana et al, 1996). Uberraschenderweise fiihrte erst die
kombinierte Deletion von cut mit den zwei benachbarten Mycolyltransferasen zu
dramatischen Veranderungen. Die Mutante ist zwar noch zur Mycolsauresynthese
befahigt, die kovalente VerknlUpfung der reifen Mycolsauren mit dem Arabino-
galaktan erfolgte allerdings nicht mehr. Da diese mutmaBliche Esterase in der
Membran verankert ist, kdnnte ihr eine sehr spezielle Aufgabe beim Mykolsaure-

transport oder der Transesterifizierung zukommen.

3 Untersuchungen zur Bereitstellung aktivierter Arabinosereste
far die Synthese des Arabinogalaktans

Das Arabinogalaktan stellt innerhalb der Zellwand ein Gerdst fir die Mycolsduren
und damit fr die gesamte auBere Lipiddoppelschicht dar (Besra et al., 1995).
Dieses nur bei den Corynebacterianeae vorhandene Zuckerpolymer setzt sich aus
einem verzweigten Verbund aus Arabinose- und Galaktosemolekilen zusammen
(McNeil et al,, 1995). An die terminalen Arabinosereste sind die Mycolsduren
kovalent Uber eine Esterbriicke gebunden (Wolucka et al., 1994; Eggeling und
Sahm, 2001). Erst kidrzlich wurde gezeigt, wie die Arabinosesynthese in
Mycobakterien erfolgt. Dabei spielt die Epimerisierung einer polyprenylierten
Ribose zu einer polyprenylierten Arabinose eine wesentliche Rolle (Huang et al.,
2005). Im 5’-Bereich des Mycolyltransferaselokus ist in C. glutamicum ein Gen
vorhanden, das als 4-Hydroxybenzoat-Polyprenyltransferase annotiert ist (Kali-
nowski et al., 2003). Aufgrund dieser Annotation und seiner direkten Nachbar-
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schaft zum Zellwandlokus ist ihm eine mdgliche Funktion bei der Polyprenylierung
und damit Aktivierung von einem Arabinosederivat zugesprochen. Diese Vorstufe
dient dann als Monomer fir die Synthese des Arabinananteils im Arabinogalaktan.
Die Inaktivierung dieser putativen Ubiprenyltransferase ergab eine Mutante, die
neben einem extrem schlechten Wachstum keine kovalent gebundenen
Mycolsauren aufweist, wobei die eigentliche Mycolsauresynthese nicht beeinflusst
ist. Die Analyse der Zuckerzusammensetzung der Zellwand dieser Mutante zeigte
ferner, dass keine Arabinose in der Zellwand vorhanden ist. Zuséatzliche Enzym-
tests belegten die Abwesenheit der Ubiprenyltransferaseaktivitdt in der
Inaktivierungsmutante (Alderwick et al., 2005). Aus diesen Ergebnissen ist zu
schlieBen, dass die Ubiprenyltransferase UbiA an der Bildung einer poly-
prenylierten Arabinosespezies beteiligt ist, die den einzigen Arabinosedonor in
C. glutamicum far die Arabinogalaktansynthese darstellt. Polyprenylierte
Intermediate spielen haufig bei der Translokation von Zuckerresten Uber die
Zellmambran eine wichtige Rolle. Beispielsweise erfolgt auch der Transport von
Galaktose zur Synthese von extrazellularen Teichonsauren bei Bacillus coagulans

in Form eines Galactosyl-Phosphoryl-Polyprenols (Yokoyama et al., 1988).

Im Bereich von pks sind in C. glutamicum also nicht nur die Gene flur die
eigentliche Mycolsauresynthese und deren Transfer auf das Arabinogalaktan
vorhanden, sondern auch essentielle Gene, die Arabinosevorstufen bereitstellen.
Folglich stellt der gesamte Bereich um das pks Gen einen hochkonservierten
Zellwandlokus in allen untersuchten Corynebacterianeae dar.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Die Zellwand der Corynebacterianeae, zu denen unter anderem das
biotechnologisch genutzte Corynebacterium glutamicum gehért, besitzt neben der
Cytoplasmamembran eine zweite Lipiddoppelschicht die funktionell mit der
auBeren Membran Gram negativer Bakterien vergleichbar ist. Beide Membranen
sind maBgeblich am Stofftransport beteiligt. Diese Lipidmembranen bestehen aus
Fettsduren und Mycolsduren. Es war das Ziel dieser Arbeit die Synthese der
Mycolsauren sowie die weiterer Zellwandbestandteile zu untersuchen.

1. In C. glutamicum wurden 4 paraloge Acyl-CoA Carboxyltransferasen entdeckt.
Wahrend accD4 keine Funktion zugesprochen werden konnte, ergab die
Analyse von Inaktivierungsmutanten, sowie ein zusatzlicher Enzymtest, dass
accD1 essentiell ist und zusammen mit accBC fir die Acetyl-CoA Carboxylase
kodiert. Auch accD2 und accD3 sind essentiell und spezifisch an der Mycol-
sauresynthese beteiligt.

2. Die Isolierung von AccD3 Uber Affinitatschromatographie ergab eine
Coisolation von AccD2 und AccBC. Zusammen mit den Mutationsstudien zeigt
dies, dass der AccD2-AccD3-AccBC Carboxylasekomplex an der Mykolsaure-
synthese beteiligt ist. Auch die Biotinylierung von AccBC konnte nachgewiesen
werden, was sie als a-Untereinheit der Carboxylasen ausweist.

3. In allen Corynebacterianeae liegt im Genom benachbart zu dem fir AccD3
kodierenden Gen das Gen einer Polyketidsynthase, Pks, sowie das Gen einer
Acyl-AMP Ligase, FadD. Beide Proteine wurden isoliert. Die Deletion von pks
fuhrt ebenfalls zur Abwesenheit von Mykolsduren. FadD transferiert einen
Adenylrest auf eine Fettsaure. Aufgrund dieser Befunde konnte ein Mechanis-
mus vorgeschlagen werden, der den Transfer einer Fettsdure auf Pks, sowie
dessen Aktivierung durch Carboxylierung und schlieBlich die Kondensation mit
einer weiteren Fettsaure zur Mykolsaure beinhaltet.

4. Deletionen von Genen stromaufwérts der Polyketidsynthase, die fir zum Teil
sehr ahnliche Esterasen kodieren, fihrten zur Reduktion von an das
Arabinogalaktan gebundenen Mykolsauren, was auf deren Beteiligung am
Mycolsauretransfer hinweist. Fir ein weiteres Gen konnte wahrscheinlich
gemacht werden, dass es als Polyrenyliransferase an einem neuartigen
Syntheseweg zur Generierung polyprenylierter Arabinose beteiligt ist, da
dessen Inaktivierung zur Abwesenheit von Arabinose im Arabinogalaktan fuhrt.
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VIl ANHANG

1 Oligonukleotidsequenzen

Tabelle 9: Oligonukleotidsequenzen, die zur Amplifizierung von DNA Fragmenten,

zur Sequenzierung oder zum Nachweis chromosomaler Manipulationen

verwendet wurden. Eingeflihrte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und

der entsprechende Enzymname hinter der Sequenz in Klammern angefuhrt.

Uberlappende Sequenzen fiir die cross-over PCR sind durch Fettdruck

hervorgehoben. Fir einen fusionierten Hise-Tag (Hes) codierende Sequenzen sind

kursiv, die der artifiziellen Ribosomenbindestelle (RBS) unterbrochen

unterstrichen und die Start bzw. Stopp Codons doppelt unterstrichen markiert.

Primer

Basensequenz in 5 — 3’ Richtung

Verwendung

Standardprimer
rspi

universal

CAC AGG AAACAGCTATGACCATG
CAC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC

universal-M13-Primer (rev)

universal-M13-Primer (for)

Inaktivierungen

paccDA-int-for

paccDA-int-rev

pag85-int-for

pag85-int-rev

pfadD-int-for

pfadD-int-rev

CgdtsR3F52

CgdtsR3R53

TGG GGT TCATCT GGG CAT CTC AC

TGC CCC CAA CGT TTC CAT AAT CTC

GAG CGC TGG CAG GAAAAC G

CGATTG CGC CGA CAG GTG

CAT TAT CCT CGC GGC GTT TGT C

GTG GGC GGT TTT CGG TCT GTG

TCA ACG CGG GCG AAG GTAGTG ATC

AGC CCC TGT GTT TGC AGC ACC AAC

Amplifikation des accD4-internen
Fragments (for) zur Inaktivierung
Amplifikation des accD4-internen
Fragments (rev) zur Inaktivierung
Amplifikation des cmytA-internen
Fragments (for) zur Inaktivierung
Amplifikation des cmytA-internen
Fragments (rev) zur Inaktivierung
Amplifikation des fadD-internen

Fragments (for) zur Inaktivierung
Amplifikation des fadD-internen

Fragments (rev) zur Inaktivierung
Amplifikation des accD3-internen
Fragments (for) zur Inaktivierung
Amplifikation des accD3-internen

Fragments (rev) zur Inaktivierung
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Primer Basensequenz in 5 — 3’ Richtung Verwendung

CgdisR3MuF40 GTT GTA GGC GTC GCA GAT AC Nachweis der accD3 Integritat
(for), Nachweis der accD3
Inaktivierung (for)

CgdtsR3MuR41 GCG TCC TCT GAA GAA GAG Nachweis der accD3 Integritét
(rev), Nachweis der accD3
Inaktivierung (rev)

paccDAF36 CGG GAT CCG TGG AGAAGCGTTTTC Nachweis der accD4

paccDA-rev-2

ppks13-int-for2

ppks13-int-rev2

pag85-chrom-for

CGA C (BamHI)

CGC GGA TCC ACC CAC TGT CTG GCC
GTA CCC TG (BamHI)

GCT TAC GCT GCC GGT GGACTC A

GTG TGG CGG ATC GAT GGTTTC A

CGC AAC CCACCACCCAGAC

Inaktivierung (for)

Nachweis der accD4
Inaktivierung (rev)

Nachweis der pks Inaktivierung
(for)

Nachweis der pks Inaktivierung
(rev); Nachweis der cmytA
Inaktivierung (rev)

Nachweis der cmytA Inaktivierung
(for)

Deletion pks
pCipks13

pCopks13

pNopks13

pNipks13-2

pchrompksi3-for
phrompks13-rev

Deletion fadD
pCifadD32

pCofadD32

pNofadD32

pNifadD32

TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG AGT

CGC CGC ATT GAT GAGATT TC

GGA ATT CGA CAG CGG AAG CTG ACG
ACG

GGA ATT CCG TTG GCA CTG CAC ACG
GTG

CCC ATC CAC TAAACT TAAACACTT

CTG ATC CGACGATTG GCT CTG

CTG CTG AAG AAG CAATCC GC

CAG CAT GAT GGA AAT CTG AGG

TGT TTATGT TTA GTG GAT GGG CAG
CGC AAC TAC ATTC AGG AAC

GGA ATT CCG CCT TGT CAT CCG TAA
CTT CC

GGAATTCCTTTGAACTTG CTG GTG
CAG

CCC ATC CAC TAATCT TAA ACA CGC
TTT ATC TAA ATC CAT GTG AAC

Amplifikation des rechten internen
Fragments (for)

Amplifikation des rechten internen
Fragments (rev)

Amplifikation des linken internen
Fragments (for)

Amplifikation des linken internen
Fragments (rev)

Nachweis der Deletion (for)

Nachweis der Deletion (rev)

Amplifikation des rechten internen
Fragments (for)

Amplifikation des rechten internen
Fragments (rev)

Amplifikation des linken internen
Fragments (for)

Amplifikation des linken internen

Fragments (rev)
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Primer Basensequenz in 5 — 3’ Richtung Verwendung

Deletion hyp

pCihp TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG GGC Amplifikation des rechten internen
CAG CTC ATCGTG CAG G Fragments (for)

pCohp CGG GAT CCC GCAT TCATCT TCG CGG  Amplifikation des rechten internen
TGC CTT C (BamHIl) Fragments (rev)

pNohp CGG GAT CCC GCC ACTGGT CCTTGG  Amplifikation des linken internen
GAA ATC C (BamHI) Fragments (for)

pNihp CCC ATC CAC TAA ACT TAAACAGTA Amplifikation des linken internen
GAT GCG CTT CAC TAT TAG Fragments (rev)

pdhp_nw_for TCA CCT TCG AGC ACG GCT CC Nachweis der Deletion (for)

pdhp_nw_rev GCA GGG CACTCATTG TGA GTG Nachweis der Deletion (rev)

Deletion cut

pCihypex TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG GTG Amplifikation des rechten internen
GAT TGG GCG ACC AACC Fragments (for)

pCohypex GGA ATT CCACGATCA CCC AGG GTG  Amplifikation des rechten internen
GC Fragments (rev)

pNohypex GGA ATT CCT ACG CAACTC TCG CTT Amplifikation des linken internen
CCG Fragments (for)

pNihypex CCC ATC CAC TAA ACT TAAACAGGT  Amplifikation des linken internen

pdhypex_nw_for
pdhypex_nw_rev

Deletion A, B, C

pdMY_12N_for

pdMY_12N_rev

pdMY_2C_for

pdMY_2C_rev

pdMY_3N_for

pdMY_3N_rev

pdMY_13C_for

GAT GGT TTT CCT CAT CGG
CAG GTC AAT GGC CGAATT GAG G
GTA GAT CGC GCC GAG GAAGC

GGT TCACCTTTT CCAGACTTAC

CCC ATC CAC TAA ACT TAAACATCG
TGT AAATAC GGA CAT AATTC

TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG GTT
CGA GAT GAC TCAGGC GTT

CCC ATG CGG CGA GCA TAT CG

GGC CTG CGC CAG CAG TTC G

CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACAGTA

GAT GCG CTT CAC TAT TAG C
TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG GTG

Fragments (rev)
Nachweis der Deletion (for)

Nachweis der Deletion (rev)

Deletion A und B — Amplifikation
des internen Fragments (for)
Deletion A und B — Amplifikation
des internen Fragments (rev)
Deletion B — Amplifikation des
internen Fragments (for)
Deletion B - Amplifikation des
internen Fragments (rev)
Deletion C — Amplifikation des
internen Fragments (for)
Deletion C - Amplifikation des
internen Fragments (rev)

Deletion A und C — Amplifikation
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Primer

Basensequenz in 5 — 3’ Richtung

Verwendung

pdMY_13C_rev

pdMY_12nw_for
pdMY_3nw_for
pdMY_13nw_rev
pdMY_2nw_rev

GAT TGG GCG ACC AAC CTC
AGA AGT CCC AGA AAT GCATGC G

CAG GCG CTACGC CACCCAG
CCAACC GGC GCTGCAGTT G
AAT CAG CTT GCC ATC GCG GTC
GCT GCC CTT CTC ATAGTC CTG

des internen Fragments (for)
Deletion A und C - Amplifikation
des internen Fragments (rev)
Nachweis AA und AB (for)
Nachweis AC (for)

Nachweis AA und AC (rev)

Nachweis AB (rev)

Ampilifikation von
Genen
pRBSHgpks_for2

ppks_rev3

pfadD_ex_for

pfadD_ex_rev

pdisR2_Ex_Hg_up

pdisR2/846_Ex_H

6 _low

pdisR2/845 Ex_H

6_IOW

ACT CCT GCA GGA AGG AGA TAT AGA
TAT GCA TCA CCA TCA CCA TCA CGA
ACA GAG CCA ATC GTC GGA TC (Sbfl)
GTC CCT GCA GGC TAATTC TTC CGA

GAA ATC TCA TC (Sbfl)

CGG GAT CCG ATT TAG ATA AAG CGA
TTG GTT C (BamHl)

CGG GAT CCC TAG TTA GCT TGT TCC
TGA ATG (BamHl)

TGC ATC ACC ATC ACC ATC ACA CTG
CAG CAC AGA CCA AAC CTG (BamH|)
CTG CCC GGG TTA GAA GAA ATT CAC
ATT CTG AAA CG (Smal)

CTG CCC GGG TTA CAT GTT CCA GAA
GTC GCT GG (Smal)

Amplifikation des pks-Gens mit N-

terminalem Histag (for)

Amplifikation des pks-Gens (rev)

Amplifikation des fadD-Gens zur
Clonierung in pEKEX5 (for)
Amplifikation des fadD-Gens zur
Clonierung in pEKEX5 (rev)
Amplifikation des accD2-Gens mit

N-terminalem Histag (for)

Amplifikation des accD2-Gens
(rev)
Amplifikation des accD2-Gens

mit angrenzendem Orf (rev)
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2 Plasmidkarten

Bgll
Eco0O109I
Xm

pK18mob_accD3_int

1000

3000 4224 bps

Eco47Ill

Abbildung 32: Plasmid pK18mob_accD3 int zur Inaktivierung des accD3 Gens.

Hindlll
Pstl

Sbfl

Sall

Xoal
BamHI
Psp14061

Tth111l

| BsrDI
\
4000

Btgl
Ncol

pK18mob_accD4_int

1000

Resrll
3000

4129 bps

BstBI
Apall
Btrl

Eco47Ill

Abbildung 33: Plasmid pk18mob_accD4 int zur Inaktivierung des accD4 Gens.
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Hindlll
Pstl

BsrDI

. Btgl
Pcil Ncgol
oriv pK18mob_fadD_int Rsrll
3000 1000
- 4129 bps
BstBI
Apall
Btrl

Eco47Ill

Abbildung 34: Plasmid pK18mob_fadD_int zur Inaktivierung des fadD Gens.

Hindlll

pK18mob_pks_int_ Rsl

1000

_so0 4209 bps

BstBI

Btrl

Eco47Ill

Abbildung 35: Plasmid pK18mob_pks_int zur Inaktivierung des pks Gens.
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Hindlll

Pcil

Ncol
oV pK18mob_ubiA_int Rerl

4114 bps

BstBI
Apall

Eco47Ill

Abbildung 36: Plasmid pK18mob_ubiA_int zur Inaktivierung des ubiA Gens

vall
delta_pks

pK19mobsacB_d_pks

5000

6882bps 200 sacB

Apall

Abbildung 37: Plasmid pK19mobsacB_d_pks zur in-frame Deletion des
gesamten pks Gens.
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Sa delta_hyp

N\
6000

pK19mobsacB_d_hyp

5000

6775 bps 2000
Stul

Apall 4000

BspHI BsrGl

Psp1406!

Eco47Ill
SqrAl Btrl

Abbildung 38: Plasmid pK19mobsacB d_hyp zur in-frame Deletion des
gesamten hyp Gens.

Rsrll

delta_cut

6000

7
1000

pK19mobsacB_d_cut

5000

6769 bps W0 ga0B

Stul

Apall on V 4000

Psil
BspHI BsrGl
SnaBl

Sacll
Psp14061

SgrAl Btrl

Abbildung 39: Plasmid pK19mobsacB_d_ cut zur in-frame Deletion des gesamten

cut Gens.
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delta_A Rsrll

6000

1000/
pK19mobsacB_d_A
5000
6546 bps

Bst1107!

Apall 2000

sac B

4000 Stul

BspHI

Bsgl
Psilg
BsrGl

Bpu10l
SnaBl

oriT

acII

Psp1406!
SgrAl Btrl

Eco47Ill

Abbildung 40: Plasmid pK19mobsacB d_A zur in-frame Deletion des gesamten
Bereichs von cmytA, cmytB, cut und hyp.

Xoal Ncol
Sall delta_B Rsrll
Shfl
Sphl

Hindlll

6000

1000/
Bst11071
pK19mobsacB_d_B
5000
6555 bps L0
~ sac B

4000 Stul

BspHI

Bsgl
Psil

i BsrGl
oriT Bputol
SnaBl
Sacll
Eco47Ill Psp1406|

SgrAl

Abbildung 41: Plasmid pK19mobsacB_d_B zur in-frame Deletion des gesamten
Bereichs von cmytA und cmytB.
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Rsrll

6000
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Abbildung 42: Plasmid pK19mobsacB_d_C zur in-frame Deletion des gesamten
Bereichs von cut und hyp.
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Abbildung 43: Plasmid pEKEx3_RBS_H6_accD3 zur Uberexpression des
Fusionsproteins von AccD3 und einem N-terminalen Hisg-Tag.
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Abbildung 44: Plasmid pEKEx3_RBS H6 pks zur Uberexpression des
Fusionsproteins von Pks und einem N-terminalen Hisg-Tag.
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Abbildung 45: Plasmid pEKEx3_RBS_H6_accD2 E zur Uberexpression des
Fusionsproteins von AccD3 und einem N-terminalen Hise-Tag zusammen mit der

putativen e-Untereinheit.
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Abbildung 46: Plasmid pEKEx5_fadD zur Uberexpression des Fusionsproteins
von FadD und einem N-terminalen Hisg-Tag.
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