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Structure and function of transaminases of

Corynebacterium glutamicum

In the pathways of most amino acids transaminases reversibly catalyze the transfer of
an amino group from an a-amino acid to an a-oxo-acid. Such enzymes are
characterized by great sequence homology, similar structures and overlapping
substrate specificities. The main objective of this thesis was to gain detailed knowledge
of the structure and function of transaminases of Corynebacterium glutamicum with an
emphasis on the enzymes patrticipating in the synthesis of the three branched chain
amino acids.

Twenty proteins containing a transaminase motif were isolated and characterized
concerning their substrate spectrum. The in vivo function was studied by chromosomal
deletion mutants. Those experiments lead to the identification of the alanine
transaminase AlaT and the aspartate transaminase AspC, which is important for lysine-
synthesis. Two proteins could be assigned as cysteine desulfurases, which are
involved in the assembly of FeS-clusters.

The transaminase lIVE for the synthesis of the three branched chain amino acids
catalyzes the formation of L-leucine, L-isoleucine and L-valine with comparable specific
activities of 9.6 — 13.9 pmol min™ mg (protein)™. However, in vivo this enzyme is only
essential for the L-leucine- and L-isoleucine-synthesis. The alanine-valine
transaminase AvtA, which is strictly alanine-dependent, contributes also to the
synthesis of the three branched chain amino acids and catalyzes the formation of
valine with a high specific activity of 18.2 pumol min mg (protein)™. This activity alone
ensures valine-synthesis in an ilvE-deletion mutant.

The transaminase AroT is involved in the formation of L-phenyalanine and L-tyrosine.
Interestingly, this enzymes catalyzes the conversion of 2-0xo-iso-caproate to L-leucine
with less than 10 % of the specific activity of L-phenylalanine-synthesis from
phenylpyruvate, but is unable to transaminate the precursors of L-isoleucine or L-
valine. Directed evolution generated an AroT-mutein with a M54L-mutation, which
convelrtle-oxo-iso-caproate to L-leucine with an almost doubled catalytic efficiency of
59 M~ s™.

The histidinol-phosphate transaminase HisC was crystallized and a structure model up
to a resolution of 1.8 A was calculated. The model included 364 of 366 amino acids
and gave information about the amino acid residues participating in the catalysis of this
enzyme. The introduction of active-site mutations almost always resulted in a
decreased activity of HisC, but a Y123F-mutation doubled the specific activity for the
transamination of 4-hydroxy-phenylpyruvate to L-tyrosine (0.5 to 0.9 umol min* mg
(protein)™).

L-alanine accumulates during the microbial production of L-valine with C. glutamicum.
Single deletion of the genes for the alanine-valine transaminase (avtA) and the alanine-
transaminase (alaT) in the genome of a L-valine-production strain decreased the
formation of this byproduct and increased the synthesis of L-valine. During a batch-
fermentation the loss of AlaT-activity reduced the L-alanine concentration in the culture
filtrate by 75 %.
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|. EINLEITUNG

Transaminasen (Aminotransferasen) katalysieren die reversible Ubertragung
der Aminogruppe von a-Aminosauren auf a-Ketosauren, die so zu a-Amino-

sauren umgewandelt werden (Abbildung 1).

COOH COOH
HzN\l/H HOOC. o o\ _COOH H\|/NH2
O (e (R

a-Aminosaure a-Ketosaure
Abb. 1: Reversible Ubertragung einer Aminogruppe auf eine a-Ketosaure

durch Transaminasen

An dem molekular aufgeklarten Mechanismus dieser Reaktion ist das
phosphorylierte  Vitamin  Bg-Derivat  Pyridoxal-5"-Phosphat  (PLP) als
prosthetische Gruppe beteiligt (Christen und Metzler, 1985). Diese ist bei
Transaminasen, wie bei allen PLP-abhéngigen Enzymen, Uber eine Schiff-
Base-Bindung an einen Lysinrest im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden
(Christen und Mehta, 2001). Erst die Anwesenheit des Apoproteins verleiht dem
Holoenzym eine eigene Reaktions- und Substratspezifitat (John, 1995).

Besondere Bedeutung kommt den Transaminasen von Mikroorganismen in der
Biosynthese der zwanzig proteinogenen Aminosauren zu (Herrmann et al.,
1983). AulRerdem sind diese Enzyme fiur die Synthese von D-Glutaminsaure als
Bestandteil der bakteriellen Peptidoglycanschicht von Bedeutung (Thorne et al.,
1955).
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Zu den bedeutendsten Mikroorganismen bei der industriellen Aminosaure-
produktion zahlt das Eubacterium Corynebacterium glutamicum zusammen mit
seinen Subspezies flavum und lactofermentum (Eggeling und Sahm, 1999;
Kircher und Leuchtenberger, 1998; Liebl et al.,, 1991). Mit C. glutamicum
werden mehr als 1.800.000 Tonnen L-Glutaminsaure und 850.000 Tonnen
L-Lysin pro Jahr hergestellt (Nakamura et al., 2007; Leuchtenberger et al.,
2005). C. glutamicum, das 1957 in Japan aus einer Bodenprobe isoliert worden
war (Kinoshita et al., 1957), ist ein Gram-positives, unbewegliches, nicht
sporenbildendes Biotin-auxotrophes Eubacterium aus der Gruppe der mycol-
saurehaltigen Actinomyceten. Es ist mit Bakterien der Gattungen Gordonia,
Nocardia und Mycobacterium eng verwandt (Pascual et al., 1995; Stackebrandt
et al., 1997). Namensgebendes Merkmal von C. glutamicum ist seine
keulenformige (coryneforme) Gestalt und die Fahigkeit zur Produktion von

L-Glutaminséaure (Kinoshita et al., 1957).

Schon vor mehr als zwanzig Jahren wurde damit begonnen, die
Aminosaureproduktion von C. glutamicum-Stammen mit molekular-genetischen
Methoden zu verbessern (Katsumata et al., 1984; Ozaki et al., 1984,
Santamaria et al., 1984). Biotechnologisch interessante Biosynthesewege
wurden im Detail studiert und effiziente C. glutamicum-Stdmme konstruiert
(Sahm et al., 1995, 2000; Eggeling et al., 1997). Aus diesem Grunde besteht
auch ein groRBes Interesse an den Transaminasen. So wird z. B. die
Konstruktion von C. glutamicum-Stammen angestrebt, die jeweils nur eine der
drei verzweigtkettigen Aminosauren spezifisch in grof3en Mengen produzieren
konnen. Jahrlich werden etwa je 500 Tonnen L-Isoleucin, L-Leucin und L-Valin
bendtigt (Blombach et al., 2007; Leyval et al., 2003). Verwendung finden diese
Aminosauren als Zusatze in Infusionslosungen, Nahrungsmitteln oder Tierfutter,
und sie werden auch als Vorstufen in der chemischen Synthese von Herbiziden
eingesetzt (Sahm et al., 1995).

Transaminasen gelten als die bisher noch am wenigsten charakterisierten
Enzyme in den Aminosaure-Biosynthesewegen von Mikroorganismen. Die

Griunde dafir sind in der Evolution dieser Enzyme zu suchen. Nach bisherigen
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Erkenntnissen ist davon auszugehen, dass die funktionelle Spezialisierung der
meisten PLP-abhangigen Enzyme schon vor der Aufspaltung in die drei
Domanen des Lebens, also vor 1,5 Milliarden Jahren, abgeschlossen war
(Christen und Mehta, 2001). Anhand ihrer Sekundarstrukturen werden die
Transaminasen in vier Klassen und mehrere Unterklassen unterteilt (Mehta et
al., 1993). Wahrend Enzyme der Klassen I, Il und IV wahrscheinlich auf einen
gemeinsamen Vorfahren zurlckzufihren sind, scheinen Klasse |lI-
Aminotransferasen unabhéngig tber konvergente Entwicklung entstanden zu
sein (Sugio et al., 1995; Jansonius, 1998). Zwischen Klassenzugehorigkeit und
Substratspezifitat gibt es in Bakterien eine gewisse Korrelation, nach der
bestimmte Aminosauren besonders haufig von Enzymen einer Klasse
synthetisiert werden. So dienen z. B. hydrophobe Aminosduren besonders
haufig als Substrat fur Klasse Ill-Transaminasen (Mehta et al., 1993).
Allerdings kann man aufgrund unabhéangiger Entwicklung paraloger Gene, also
homologer Gene, die durch Genverdopplung entstanden sind, nicht von
Sequenzahnlichkeiten direkt auf die Funktion und Substratspezifitat
unbekannter Transaminasen schlieBen. Die grol3e Zahl spezialisierter
Transaminasen in heutigen Organismen resultiert zumindest zum Teil aus
solchen Genverdopplungsereignissen, ausgehend von einem primitiven Enzym
mit breiter Substratspezifitat (Jensen, 1976). Als Folge ihrer Evolution weisen
besonders Transaminasen mit einer bestimmten Hauptaktivitat oft zusatzliche
Nebenaktivitaten mit Substraten aus anderen Stoffwechselwegen auf (Jensen
und Calhoun, 1981). So tragt z. B. die Transaminase TyrB aus E. coli, deren
Hauptaufgabe die Synthese der aromatischen Aminosauren ist, auch zur
L-Leucinsynthese bei, fur die eigentlich die Transaminase IIVE verantwortlich ist
(Powell und Morrison, 1978a). Solche Uberlappenden Substratspektren
erschweren das Studium dieser Enzyme zusatzlich, da die Abwesenheit
einzelner oder sogar mehrerer Transaminase-Aktivitaten oft keinen Phanotyp

erkennen lasst.

In C. glutamicum wurden bisher nur sechs Gene beschrieben, deren
Genprodukte Transaminase-Aktivitdten haben. So wurde das fur die N-Acetyl-

ornithin-Transaminase (ArgD) kodierende Gen argD identifiziert, das im
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L-Arginin-Biosyntheseweg eine wichtige Rolle spielt (Sakanyan et al., 1996).
Auch bioA, dessen Genprodukt die 7,8-di-Amino-pelargonsaure-Transaminase
(BioA), an der Biotin-Biosynthese beteiligt ist, wurde schon 1993 durch
Hatakeyama et al. beschrieben. Beide Gene, argD und bioA, sind mit anderen
Genen des jeweils selben Biosynthesewegs in Operons organisiert und wurden
anhand ihres genomischen Kontextes entdeckt. Dies trifft auch auf dapC als
Teil des L-Lysin-Biosyntheseweges zu, dessen Genprodukt, die Succinyl-
diaminopimelinsaure-Transaminase (DapC), bisher aber nur in Zellextrakten
charakterisiert worden ist (Hartmann et al., 2003). Die Aktivitaten der durch ilvE
kodierten Transaminase fur die verzweigtkettigen Aminosauren (IlvVE) wurden
bisher ebenfalls nur in solchen Zellextrakten bestimmt (Radmacher et al.,
2002). Das Gen serC, mit groRer Ahnlichkeit zum Phosphoserin-Transaminase-
Gen aus Mycobacterium tuberculosis, wurde Uber eine Transposon-Insertion
identifiziert, die eine L-Serin-Auxotrophie zur Folge hatte (Peters-Wendisch et
al., 2005). Stromaufwarts in umgekehrter Orientierung zu einem Operon,
dessen zwei Gene vermutlich an der erst kurzlich aufgeklarten Pyridoxin-
Biosynthese beteiligt sind (Ehrenshaft und Daub, 2002), ist pdxR lokalisiert.
Dieses Gen ist vermutlich ebenfalls an der Synthese dieser PLP-Vorstufe
beteiligt, da sich eine pdxR-Inaktivitierungsmutante als Pyridoxin-auxothroph
erwies (McHardy et al., 2003).

Erst mit der seit kurzem zur Verfigung stehenden kompletten Genomsequenz
von C. glutamicum (Kalinowski et al., 2003) kann ein guter Uberblick (ber die
Transaminasen in diesem Bakterium gewonnen werden. Mit Hilfe einer auf
einem Hidden—Markov-Modell (HMM) basierenden Profilanalyse wurde das
Genom von C. glutamicum nach Transaminase-Genen durchsucht (McHardy et
al., 2003). Dazu ist die komplette Genomsequenz von C. glutamicum in alle
sechs offenen Leseraster translatiert und anhand der Aminosauresequenz einer
Modell-Transaminase durchsucht worden. Dabei wurden insgesamt zwanzig
offene Leseraster identifiziert, die ein typisches Transaminase-Motiv der
Klassen I, Il, Ill oder IV aufweisen (McHardy et al., 2003). Neben den fiinf schon
bekannten Transaminase-Genen wurden auch die Gene fir die Dbereits

beschriebenen und ebenfalls PLP-abhangigen Enzyme Cystathionine-B-lyase
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MetC (Kim et al., 2001) und Glutamat 1-semialdehyd 2,1-aminomutase HemL
(McHardy et al., 2003) mit mdglicher Transaminase-Aktivitat annotiert, obwohl
fur diese Enzyme solch eine Nebenaktivitat bisher nicht nachgewiesen werden

konnte.

In dieser Arbeit sollten Transaminase-Proteine aus C. glutamicum isoliert und
funktionell charakterisiert werden. Zur weiteren Vertiefung sollten strukturelle
Untersuchungen, moglichst durch Etablierung eines Proteinstrukturmodells,
sowie Mutagenesen durchgefuhrt werden, um so letztendlich die Basis fir
Transaminasen mit ,mafligeschneiderten“ Aktivitaten zu schaffen. Auf3erdem
sollte untersucht werden, inwieweit mit den identifizierten Genen in einem
biotechnologisch relevanten Stamm eine verbesserte Produktbildung erfolgen

kann.
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II.  MATERIAL UND METHODEN

1. Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sowie deren Eigenschaften

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

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

Stamm Genotyp / Phéanotyp Referenz

Corynebacterium

glutamicum
ATCC13032 Wildtyp Abe et al.,
1967
ATCC13032 AalaT Wildtyp mit einer Deletion von 1260 bp Marienhagen
in alaT (NCgl2747) et al., 2005
ATCC13032 AaroT Wildtyp mit einer Deletion von 972 bp Marienhagen
in aroT (NCgl0215) et al., 2005

ATCC13032 AavtA Wildtyp mit einer Deletion von 1107 bp Marienhagen
in avtA (NCgl2510) et al., 2005

ATCC13032 AilvE Wildtyp mit einer Deletion von 1050 bp Radmacher
in ilvE (NCgl2123) et al., 2002

ATCC13032 AhisC Wildtyp mit einer Deletion von 1076 bp diese Arbeit
in hisC (NCgl2020)

ATCC13032 AalaT AavtA Wildtyp mit einer Deletion von 1260 bp diese Arbeit

ATCC13032 AalaT AilvE

in alaT (NCgl2747) und 1107 bp in
avtA (NCgl2510)

Wildtyp mit einer Deletion von 1260 bp
in alaT (NCgl2747) und 1050 bp in
iIVE (NCgl2123)

Marienhagen
et al., 2005
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Tab. 1 (f):  Indieser Arbeit verwendete Bakterienstimme und ihre
Eigenschaften
Stamm Genotyp / Phéanotyp Referenz

ATCC13032 AaroT AilvE

ATCC13032 AavtA AilvE

Wildtyp mit einer Deletion von 972 bp
in aroT (NCgl0215) und 1050 bp in
iIvVE (NCgl2123)

Wildtyp mit einer Deletion von 1107 bp

Marienhagen
et al., 2005

Marienhagen

in avtA (NCgl2510) und 1050 bp in et al., 2005
iIVE (NCgl2123)

ATCC13032 A2355 Wildtyp mit einer Deletion von 1346 bp diese Arbeit
in NCgl2355

ATCC13032 A2491 Wildtyp mit einer Deletion von 920 bp diese Arbeit
in NCgl2491

ATCC13032: Wildtyp mit einer chromosomalen diese Arbeit

pk18mob-0780 Integration von pk18mob-0780

VAL1 Valinproduzent, KanR Radmacher

et al., 2002

VAL AalaT VAL1 mit einer Deletion von 1260 bp diese Arbeit
in alaT (NCgl2747)

VAL1 AavtA VAL1 mit einer Deletion von 1107 bp diese Arbeit
in avtA (NCgl2510)

VAL1 AalaT AavtA VAL1 mit einer Deletion von 1260 bp diese Arbeit
in alaT (NCgl2747) und 1107 bp in
avtA (NCgl2510)

Escherichia

coli

BL21(DE3) F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg’) A(DE3) Invitrogen

DH5aMCR F endAl supE44 thi'l A" recAl gyrA96 relAl Grant et al.,

deoR A(lacZzYA'argF) U169¢B0dlacZ4AM15 1990
mcrA A(mrrhsdRMS mcrBC)
Electrocomp™ F mcrA (mrrhsdRMS ' mcrBC) 680lacZM15 Invitrogen

GeneHogs®

lacX74 recAl araD139 (araleu) 7697 galU
galK rpsL (StrR) endAl nupG fhuA::1S2
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Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide und ihre Marker
Plasmid Marker / Eigenschaften Referenz
pASK-IBA-3C Vektor zur heterologen Genexpresson IBA GmbH
in E. coli (oriVe, Cam®, tet-Promotor)
pJMargD pASK-IBA-3C mit argD-Gen (NCgl1343) Marienhagen
et al., 2005
pJMIlVE pASK-IBA-3C mit ilvE-Gen (NCgl2123) Marienhagen
et al., 2005
pJMavtA pPASK-IBA-3C mit avtA-Gen (NCgl2510) Marienhagen
et al., 2005
pJMalaT pASK-IBA-3C mit alaT-Gen (NCgl2747) Marienhagen
et al., 2005
pJMO780 pPASK-IBA-3C mit NCgl0780-Gen Marienhagen
et al., 2005
pJMaroT pASK-IBA-3C mit aroT-Gen (NCgl0215) Marienhagen
et al., 2005
pJMhisC pPASK-IBA-3C mit hisC-Gen (NCgl2020) Marienhagen
et al., 2005
pJMhemL pPASK-IBA-3C mit hemL-Gen (NCgl0422) Marienhagen
et al., 2005
pJM2355 pASK-IBA-3C mit NCgl2355-Gen Marienhagen
et al., 2005
pJM2491 pPASK-IBA-3C mit NCgl2491-Gen Marienhagen
et al., 2005
pJIMsufS pASK-IBA-3C mit sufS-Gen (NCgl1500) Marienhagen
et al., 2005
pJMserC pASK-IBA-3C mit serC-Gen (NCgl0794) Marienhagen
et al., 2005
pJMaspT pPASK-IBA-3C mit aspT-Gen (NCgl0237) Marienhagen
et al., 2005
pJMbioA pPASK-IBA-3C mit bioA-Gen (NCgl2515) Marienhagen
et al., 2005
pJMdapC pPASK-IBA-3C mit dapC-Gen (NCgl1058) Marienhagen
et al., 2005
pJMpdxR pASK-IBA-3C mit pdxR-Gen (NCgl0753) Marienhagen
et al., 2005
pJM0462 pPASK-IBA-3C mit NCgl0462-Gen Marienhagen
et al., 2005
pJM1184 pASK-IBA-3C mit NCgl1184-Gen Marienhagen
et al., 2005
pJM1022 pASK-IBA-3C mit NCgl1022-Gen Marienhagen
et al., 2005
pJMmetC pPASK-IBA-3C mit metC-Gen (NCgl2227) Marienhagen
et al., 2005
pJMaroTM54| pJMaroT mit Met54—lle54-Austausch diese Arbeit
pJMaroTM54L pJMaroT mit Met54—Leu54-Austausch diese Arbeit
pJMaroTM54V pJMaroT mit Met54—Val54-Austausch diese Arbeit
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Tab. 2 (ff):  In dieser Arbeit verwendete Plasmide und ihre Marker

Plasmid Marker / Eigenschaften Referenz
pJMhisCY21E pJMhisC mit Tyr21—Glu21-Austausch diese Arbeit
pJIMhisCY21F pJMhisC mit Tyr21—Phe21-Austausch diese Arbeit
pJMhisCY21K pJMhisC mit Tyr21—Lys21-Austausch diese Arbeit
pJIMhisCN99D pJMhisC mit Asn99—Asp99-Austausch diese Arbeit
pJMhisCN99F pJMhisC mit Asn99—Phe99-Austausch diese Arbeit
pJMhisCN99G pJMhisC mit Asn99—Gly99-Austausch diese Arbeit
pJIMhisCN99K pJMhisC mit Asn99—Lys99-Austausch diese Arbeit
pJMhisCY123F pJMhisC mit Tyr123—Phel23-Austausch diese Arbeit
pJIMhisCY257E pJIMhisC mit Tyr257—Glu257-Austausch diese Arbeit
pJMhisCY257F pJMhisC mit Tyr257—Phe257-Austausch diese Arbeit
pJMhisCY257K pJMhisC mit Tyr257—Lys257-Austausch diese Arbeit
pBHK18 E. coli — C. glutamicum Shuttle Vektor Kirchner und

pBHK18-aroT

pBHK18-aroT-M54L

pBHK18-hisCD

pET28a(+)

pET28a(+)-aroT
pET28a(+)-hisC

PET22b(+)

pET22b(+)-aroT

(PNG2, Kan®)

pBHK18 mit aroT-Gen (NCgl0215) inkl.
300 bp upstream-Bereich von aroT

pBHK18-aroT mit M54 — L54-Austausch
im offenen Leseraster von aroT

pBHK18 mit hisC-Gen (NCgl0215) und

hisD-Gen (NCgl2021) inkl. 300 bp upstream-

Bereich von hisD

Vektor zur heterologen Genexpression
in E. coli (oriVe, KanR,T7-Promotor)

pET28a(+) mit aroT-Gen (NCgl0215)
pET28a(+) mit hisC-Gen (NCgl0215)

Vektor zur heterologen Genexpression
in E. coli (oriVe, AmpR,T7-Promotor)

PET22b(+) mit aroT-Gen (NCgl0215)

Tauch, 2003

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Novagen

diese Arbeit
diese Arbeit

Novagen

diese Arbeit
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Tab. 2 (ff):  In dieser Arbeit verwendete Plasmide und ihre Marker

Plasmid Marker / Eigenschaften Referenz

pET22b(+)-hisC PET22b(+) mit hisC-Gen (NCgl0215) diese Arbeit

pJC1 E. coli - C. glutamicum Shuttle Vektor Cremer et al.,
(Kan® oriVe, oriVeg) 1990

pJCilvBNCD pJC1 mit 5,7 kb Hindlll/EcorR-Fragment mit Sahm und
ilvBNC und 2,6 kb Xbal-Fragment mit ilvD Eggeling,1999

pk18mob Integrationsvektor (KmR, oriVe., oriT) Schafer et al.,

pk18mob-0780

pk19mobsacB

pk19mobsacB AalaT

pk19mobsacB AaroT

pk19mobsacB AavtA

pk19mobsacB AilvE

pk19mobsacB AhisC

pk19mobsacB A2355

pk19mobsacB A2491

pk18mob mit einem 300 bp langen, internen
Fragment von NCgl0780

Integrationsvektor (KmR, oriVe, oriT, sacB)

pk19mobsacB mit alaT-Sequenz (NCgl2747).

Deletiert ist ein 914 bp langes, internes
Fragment von alaT

pk19mobsacB mit aroT-Sequenz (NCgl0215).

Deletiert ist ein 626 bp langes internes
Fragment von aroT

pk19mobsacB mit avtA-Sequenz (NCgl2510).

Deletiert ist ein 752 bp langes internes
Fragment von avtA

pk19mobsacB mit ilvE-Sequenz (NCgl2123).
Deletiert ist ein 769 bp langes internes
Fragment von ilvE

pk19mobsacB mit hisC-Sequenz (NCgl2020).

Deletiert ist ein 701 bp langes internes
Fragment von hisC

pk19mobsacB mit NCgl2355-Sequenz.
Deletiert ist ein 971 bp langes internes
Fragment von NCgI2355

pk19mobsacB mit NCgl2491-Sequenz.
Deletiert ist ein 506 bp langes internes
Fragment von NCgl2491

1994

diese Arbeit
Schafer et al.,
1994
Marienhagen

et al., 2005

Marienhagen
et al., 2005

Marienhagen
et al., 2005

Marienhagen

et al., 2005

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Restriktionskarten der konstruierten Plasmide sind im Anhang aufgefthrt.
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2. Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden ausschlie3lich Chemikalien der Firmen
Merck AG (Darmstadt), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und Amersham
Biosciences (Uppsala, Schweden) verwendet. Bestandteile fir komplexe
N&hrmedien wurden von den Difco-Laboratories (Detroit, MI, USA) bezogen.

2.2 Nahrmedien

Zur Kultivierung und Stammhaltung der E. coli-Stamme wurde ausschlief3lich
das Vollimedium LB verwendet (Bertani, 1951). Die Anzucht zur Herstellung
chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte auf SOB-Medium (Hanahan,
1985). Nach der Transformation wurden die Zellen zur Regeneration in
LB-Medium oder SOC-Medium (Hanahan, 1985) uberfuhrt.

C. glutamicum wurde zur Stammbhaltung und DNA-Isolierung in LB-Medium
kultiviert. Als Medium fur Vorkulturen wurde BHI-Komplexmedium (Brain-Heart-
Infusion) oder CGllI-Medium (Menkel et al., 1989) eingesetzt. Die Anzucht zur
Herstellung kompetenter C. glutamicum - Zellen und die Regeneration nach
erfolgter Transformation wurde ebenfalls auf BHI-Medium durchgefuhrt. Zur
Gewinnung von Rohextrakten und zur Charakterisierung von Phanotypen
wurde das Minimalmedium CGXIl mit 4% (w/v) Glucose und Proto-
katechuséaure (30 mg/l) verwendet (Keilhauer et al., 1993). Der Vorteil dieses
Mediums liegt in der guten Pufferung durch 3-(N-Morpholino)propan-
sulfonsaure (MOPS) bei pH 7,0.

Zur Selektion von E. coli-Stammen, die Plasmide enthalten, wurden dem
jeweiligen Medium 25 pg/ml Chloramphenicol (Stammldsung: 25 mg/ml in 70%
Ethanol, steril filtriert), 50 pg/ml Kanamycin (Stammlésung: 50 mg/ml in H.0,
steril filtriert) oder 50 pg/ml Ampicillin (Stammlésung: 50 mg/ml in H20, steril
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filtriert) zugesetzt. C. glutamicum-Kulturen wurden nach Integration eines
Vektors in das Genom durch Elektroporation 15 pg/ml Kanamycin zugegeben.
Die Selektion rekombinanter C. glutamicum-Stdamme mit frei replizierbaren
Vektoren wurde durch Zugabe von 25 pg/ml oder 50 pg/ml Kanamycin erreicht.
Zur Induktion der tet-Promotor-abhéangigen Expression von Genen in E. coli
wurden dem Medium 0,2 pg/ml Anhydrotetracyclin (Stammlésung: 2 mg/ml in
N,N-Dimethyl-formamid) zugesetzt (Botsford und Harman, 1992). Die T7-
Promotor—kontrollierte Genexpression in E. coli hingegen, wurde durch Zugabe
von 0,95 mg/ml IPTG (Stammldsung: 23,8 mg/ml in H,O, steril filtriert) induziert
(Studier et al.,, 1990). Die Selektion auf Excision der von pkl9mobsacB-
abgeleiteten Vektoren aus dem Genom von C. glutamicum erfolgte auf LB-
Medium-Platten mit 10 % (w/v) Saccharose (Schéafer et al., 1994). Aminosauren
zur Supplementation von Aminosaure-Auxothrophien wurden in Wasser geldst
und steril filtriert zu den autoklavierten Medien gegeben. Fur Agarplatten
wurden den Nahrmedien 1,5 % (w/v) Agar (Difco-Laboratories Detroit, Ml, USA)
hinzugefugt.

2.3 Kultivierung der Bakterien

Die Kultivierung von E. coli und C. glutamicum erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, in 50-100 ml Nahrmedium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei
seitlichen Schikanen bei 130 Upm auf einer Schittelmaschine. Bei kleineren
Volumina (5 ml-Kulturen) fanden Reagenzglaser Verwendung, die bei 170 Upm
inkubiert wurden. Die Inkubationstemperatur betrug bei E. coli 37 °C. Zur
Proteinexpression wurde diese Temperatur auf 30 °C reduziert, um die Bildung
von Einschlusskoérperchen (inclusion bodies) zu vermeiden. C. glutamicum
wurde ausschlief3lich bei 30 °C kultiviert.

In  Experimenten zur Aminosaurebildung in  Schuittelkolben wurden
C. glutamicum-Kulturen tber Nacht auf Komplexmedium vorkultiviert und dann
in Minimalmedium tbertragen. Dazu wurden Aliquots der Vorkulturen steril
entnommen und 10 min bei 3500 Upm und 30 °C abzentrifugiert. Nach einem

Waschschritt mit 30 ml steriler 0,9 %iger (w/v) NaCl-Losung erfolgte die
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Uberfiihrung in das Minimalmedium. Dabei wurde stets eine Zelldichte von

ODsoo = 1 eingestelit.

Fur Experimente zur Aminosaurebildung in einer Fermenteranlage wurden
C. glutamicum-Kulturen zunéchst in einer ersten Vorkultur in LB-Komplex-
medium Uber den Tag fur zwolf Stunden inkubiert und abends in 50 ml CGXII-
Medium als zweite Vorkultur Ubertragen. Fur diese Minimalmediumkultur
wurden 10 ml der LB-Kultur bei 3500 Upm und 30 °C fir 10 Minuten
abzentrifugiert und nach einem Waschschritt mit steriler 0,9 %iger (w/v) NaCl-
Losung in das Minimalmedium Uberfiihrt. Diese zweite Vorkultur wurde Uber
Nacht bei 130 Upm und 30 °C geschittelt. Zur Inokulation der ,SIXFORS-
Vario“-Fermenter wurden die kompletten Minimalmedium-Vorkulturen tber eine

sterile Strecke direkt in die Ruhrkessel gegeben.

2.4  Fermentation von C. glutamicum zur Aminosaurebildung mit
der , SIXFORS-Vario“-Anlage

Fermenterversuche zur L-Valin- und L-Alaninbildung durch C. glutamicum
wurden mit einer ,SIXFORS-Vario“-Anlage (Infors AG, Basel, Schweiz)
durchgefuhrt. Die Anlage bestand aus sechs parallelen Rihrkesseln mit einem
jeweiligen Arbeitsvolumen von 1,5 — 2,3 |. Die Temperaturmessung erfolgte
Uber eine Pt-100 Sensor. Zur Temperaturanpassung dienten elektrisch beheizte
Thermomantel und Kihlfinger in den Reaktoren. Die Begasung erfolgte mit Luft,
deren Zufuhr (Uber einen Massenstromregler gesteuert wurde. Der
Zuluftvolumenstrom betrug 0,5 I/min und die Ruhrerdrehzahl lag im Bereich von
500-1500 Upm. Die Durchfihrung der Fermentationen erfolgte bei
Normaldruck. Zur Messung des pH-Werts kamen Gelelektroden zum Einsatz.
Vorab erfolgte eine Zwei-Punkt-Kalibrierung mit Pufferlésungen pH 4,0 und pH
7,0. Der pH-Sollwert von 7,0 wurde mittels eines PID-Reglers gehalten. Uber
diesen wurden Peristaltikpumpen an der Basiseinheit zur Dosierung von 25 %
iger Ammoniaklésung und 5 M H,SO, angesteuert. Die Konzentration des im
Medium geldsten Sauerstoffs wurde Uber eine amperometrische Sauerstoff-

elektrode erfasst. Die Kalibrierung erfolgte vor der Inokulation durch Einstellung
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von 100 % Sattigung bei einer Drehzahl von 800 Upm und Begasung mit
1,5 I/min. Der Nullwert wurde durch Begasung mit Stickstoff eingestellt. Uber
eine manuelle Einstellung der Begasungsrate und die automatische Anpassung
der Ruhrerdrehzahl wurde die Gelostsauerstoffkonzentration geregelt.
Kohlendioxid und Sauerstoff wurden in einem Teilstrom der Abluft mittels einer
Abgasanalytik (Fisher-Rosemount GmbH, Hasselroth) gemessen. Die
Konzentrations-bestimmung von Kohlendioxid und Sauerstoff erfolgte durch
Nahinfarot-absorption bzw. paramagnetische Messung. Der Nullabgleich der
Abgas-messung erfolgte mit Stickstoff. Mit Prifgas wurden 10 % Kohlendioxid,
mit Luft 20,93 % Sauerstoff eingestellt. Antischaum wurde wahrend der
Fermentation bei Bedarf manuell zudosiert. Die Standardprozessparameter
Ruhrerdrehzahl, Zuluftmenge, Temperatur, pH und pO, wurden durch das
Infors-System angezeigt und geregelt. Alle Prozessparameter, einschlie3lich
der Werte der Abgasanalytik wurden durch das Programm LabView Vers. 7.1.1
(National Instruments, Austin, USA) auf einem Prozessrechner erfasst. Sterile
Probenahmen erfolgten alle zwei Stunden Uber eine Fermentationsdauer von
48 Stunden. Die Offline-Analytik beinhaltete die Bestimmung des
Bakterienwachstums mittels photometrischer Messung der optischen Dichte
und HPLC-Analysen zur Ermittlung der Konzentrationen von L-Valin und L-

Alanin im Kulturiiberstand.

2.5 Stammhaltung

Zur Stammhaltung auf LB-Platten wurden die verwendeten Stamme alle zwei
Wochen auf neue LB-Platten Uberimpft und bei 4 °C gelagert. Zur langfristigen
Lagerung wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden 2 ml einer LB-Kultur
abzentrifugiert (Heraeus®-Biofuge®-Pico, Kendro-Laboratory-Products,
Langenselbold) und in 750 pl LB mit 250 pl sterilem Glycerin (87 %)
resuspendiert (Sambrook et al., 1989). Die so erhaltenen Zellsuspensionen
wurden bei -70 °C aufbewahrt und zum Beimpfen von Agarplatten verwendet.
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2.6 Bestimmung des Bakterienwachstums

Da eine lineare Abhangigkeit zwischen optischer Dichte und Zellkonzentration
bei einer Extinktion von 0,05 bis 0,5 besteht, kann anhand der optischen Dichte
das Wachstum von Bakterien bestimmt werden. Dazu wurde ein Pharmacia
Ultrospec 3300 pro UV/Visible Spectrometer (Amersham Biosciences, Uppsala
Schweden) verwendet. Als Referenz diente das jeweilige Medium. Lag die
gemessene Extinktion aufRerhalb des linearen Bereichs, wurde die Probe

entsprechend mit Medium verdinnt.

3. Molekulargenetische Methoden

3.1 Isolierung von DNA

Die Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum erfolgte entweder durch
Aussalzen nach Lyse der Zellen (Eikmanns et al., 1994) oder mit Hilfe des
DNeasy ™ Tissue Kit (QIAGEN, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Um
Plasmid-DNA aus E. coli zu praparieren, wurde die nach Birnboim und Doly
(1979) modifizierte Methode der alkalischen Lyse eingesetzt oder das QIlAprep
Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet. Zur Gewinnung einer gré3eren
Menge Plasmid-DNA, wurde das QIAFilter Plasmid Purification Kit der Firma
QIAGEN (Hilden) eingesetzt. Die Praparation der Plasmid-DNA mit beiden Kits

erfolgte hierbei jeweils gemal den Angaben des Herstellers.

3.2 Restriktion, Modifikation und Ligation von DNA

Techniken zur Restriktion, Ligation, Klenow- und Phosphatasebehandlung
wurden im Allgemeinen nach Sambrock et al. (1989) durchgefuhrt. Die

Verwendung von Restriktionsendonukleasen erfolgte fir die einzelnen Enzyme
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nach Angaben der Hersteller (Roche Diagnostics, Manheim; Fermentas, St.
Leon-Rot; New England Biolabs, Frankfurt am Main). Dabei spaltet 1 U Enzym
1 pg DNA in einer Stunde. Restriktionsansatze zu analytischen Zwecken
wurden in einem Volumen von 20 pl und praparative Restriktionsansatze in
einem Volumen von 50 pl durchgefuhrt. Fir die Berechnung der optimalen
DNA-Mengenverhaltnisse fur Ligationen wurden die DNA-Konzentrationen
zundchst mit Hilfe eines NanoDrop-ND-1000-Spektrophotometers (NanoDrop
Technologies Inc., Wilmington, USA) bestimmt. Zur Ligation von DNA-
Fragmenten wurde die Ligase des Bakteriophagen T4 nach Sambrook et al.
(1989) bei 16 °C im Wasserbad Uber Nacht eingesetzt. Dartber hinaus wurden
das Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) und, um eine
Ligation von DNA-Fragmenten ulber stumpfe Enden zu ermoéglichen, das
SureClone™ Ligation Kit (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)
verwendet. Daftr wurden mittels Klenow-Enzym das 3"-Uberhdngende Ende
abgespalten bzw. das 5°-Uberhdngende Ende in Anwesenheit von 0,2 uM
dNTP’s aufgefillt. Die Religation von linearisierten Vektoren wurde stark
reduziert, indem der Phosphatrest des 5°-Endes mittels shrimp alkaline
phosphatase (SAP) (USB, Bad Honnef) zuvor abgespalten worden war. Die
gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach
GroRRe in 1-2 %igen Agarosegelen in TAE-Puffer nach Sambrook et al. (1989).
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Reaktionen zu deren Modifizierung
oder zur praparativen Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde das
NucleoSpin Extract 2 in 1 Kit (Macharey & Nagel, Duren) oder das Mini-Elute
Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

3.3 Transformation von E. coli und C. glutamicum

Zur Transformation von E. coli fand eine modifizierte Methode nach Hanahan
(1983) Anwendung, bei der die kompetenten Zellen mittels Hitzeschock
transformiert wurden (Hanahan, 1985). Fir den Aufbau von Genbibliotheken flr
die gerichtete Enzymevolution wurden Electrocomp™ GeneHogs® E. coli -

Zellen (Invitrogen, Carlsbad, USA) durch Elektroporation transformiert. Dazu
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wurden 20 ul Zellen zunachst vorsichtig mit 3 pl der zu transformierenden DNA
vermischt und dann in eine vorgekihlte, sterile Elektroporationskivette (Typ
Gene Pulser Cuvette, 0,1 cm, Biorad, Hercules, USA) Uberfuhrt. Die Elektro-
poration wurde dann mit einem Puls bei einer Spannung von 1,8 kV, einem
Widerstand von 200 Q und einer Kondensatorkapazitat von 25 pF in einem
BIORAD GENE PULSER XCELL™ (Biorad, Hercules, USA) durchgefiihrt.
Sofort nach dem Puls wurde den Zellen 480 pul SOC-Medium zugegeben und
die Zellsuspension fir eine Stunde bei 37 °C unter Schutteln bei 170 Upm
inkubiert, um eine Expression der auf den Vektoren lokalisierten Antibiotika-

Resistenzgene zu ermdglichen.

Die Transformation von C. glutamicum erfolgte durch Elektroporation mit
anschlieBendem Hitzeschock nach Tauch etal., (2002). Zur Herstellung
kompetenter Zellen wurden zun&chst 50 ml BHIS-Medium (BHI-Komplex-
medium mit 0,5 M Sorbit) mit einer Einzelkolonie von einer frischen LB-
Agarplatte beimpft und tUber Nacht bei 30 °C inkubiert. AnschlieRend wurden
100 ml auf 30 °C vorgewéarmtes BHIS-Medium mit 2 ml dieser Vorkultur beimpft
und das Wachstum der Zellen bei 30 °C bis zu einer ODgoo von 1,75 verfolgt,
dann erfolgte die Zellernte (6000 Upm, 4 °C, 15 min). Im Folgenden wurden die
Zellen dreimal mit 50 ml eiskaltem TG-Puffer (1 mM Tris, 10 % (v/v) Glycerin,
pH 7,5) und zweimal mit 50 ml eiskaltem Glycerin (10 % (v/v)) gewaschen. Bis
zur weiteren Verwendung sind die kompetenten Zellen in 150 pl Aliquots bei
-70 °C aufbewahrt worden. Zur Elektroporation wurden 150 pl Zellen mit 1 — 2 pl
der zu transformierenden DNA gemischt und luftblasenfrei in eine vorgekihlte,
sterile Elektroporationskiivette (Typ Gene Pulser Cuvette, 0,2 cm, Biorad,
Hercules, USA) tberfuhrt. Die Elektroporation wurde dann mit einem Puls bei
einer Spannung von 2,5kV, einem Widerstand von 200 Q und einer
Kondensatorkapazitat von 25 pF in einem BIORAD GENE PULSER XCELL™
(Biorad, Hercules, USA) durchgefuhrt (Kirchner und Tauch, 2003). Sofort nach
der Elektroporation wurden die Zellen in 4 ml BHIS-Medium dberfuhrt, das auf
46 °C vorgewarmt war, und fir 6 min einem Hitzeschock bei 46 °C unterzogen.
Vermutlich wird durch diesen Hitzeschock die Restriktionsaktivitat von
C. glutamicum reduziert, so dass die Transformationseffizienz bei Verwendung
heterologer DNA deutlich erhéht war (van der Rest et al., 1999). AnschlielRend
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wurden die Zellen zur Regeneration und Auspragung der Antibiotikaresistenz
fur 1—2h bei 30 °C unter Schitteln bei 170 Upm inkubiert, bevor sie auf

antibiotikahaltigen LB-Agarplatten zur Selektion ausplattiert wurden.

3.4 Polymerasekettenreaktion

3.4.1 In vitro-Amplifizierung von DNA

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde sowohl préparativ zur in vitro-
Amplifizierung von DNA-Fragmenten (Saiki et al., 1988) als auch analytisch zur
Uberprifung von Insertions- und Deletionsmutanten eingesetzt (Kirchner und
Tauch, 2003). Dazu fanden jeweils zwei, den zu amplifizierenden DNA-Bereich
flankierende synthetische Oligonukleotide als Primer (,forward“- bzw. ,reverse*-
Primer) Verwendung, die bei MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen wurden
(die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer befinden sich im
Anhang). Zum speziellen Design von Primern fir die Klonierung von Genen zur
Uberexpression und Affinitatsaufreinigung nativer Proteine mit Hilfe des Strep
Tag® II-Systems wurde das Program Primer D’Signer 1.1 (IBA, Géttingen)
verwendet. Die Anlagerungstemperatur der PCR-Primer lag zwischen
60 — 66 °C. Die Durchfuihrung der PCR erfolgte im T3000 Thermocycler der
Firma Biometra (Géttingen) durch in der Regel 30 sich wiederholende Zyklen
aus DNA-Denaturierung bei 94 °C, Anlagerung der Oligonukleotide (annealing)
bei 54 — 58 °C und DNA-Kettenverlangerung (elongation) mittels thermostabiler
Tag-DNA-Polymerase bei 72 °C (Tindall und Kunkel, 1988). Die Amplifizierung
von DNA-Fragmenten, die zur weiteren Klonierung verwendet wurden, erfolgte
unter Zusatz der fehlerkorrigierenden Pwo-Polymerase (Barnes et al., 1994),
die in einem Gemisch zusammen mit der Tag-Polymerase im Expand High
Fidelity Kit (Roche) vorliegt. Um in einigen Fallen DNA-Fragmente mit stumpfen
Enden (blunt ends) zu amplifizieren, fand die KOD-Polymerase (Novagen,
Madison, USA) Verwendung. Die optimale Anlagerungstemperatur (T,) fur die
PCR wurde entweder vom Hersteller der Oligonukleotide angegeben, oder aus
der Basenzusammensetzung berechnet (Sambrock et al., 1989). Dabei wurde

nur der Bereich der Oligonukleotide bertcksichtigt, der bereits im ersten Zyklus
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an die DNA-Matrize anlagert (T,=2 °C (pro A-T-Basenpaarung mit der
Matrizen-DNA) + 4 °C (pro G-C-Paarung) —5 °C). Die Elongationszeit betrug
1 min pro 1 kb. Als DNA-Matrize wurden chomosomale DNA, Plasmid-DNA und
auch DNA aus Zellextrakten eingesetzt (Kolonien-PCR). Fur eine Kolonien-PCR
wurde zunéchst eine Kolonie in 50 ul sterilem Wasser resuspendiert, und bei
95 °C fur 10 Minuten inkubiert. Dies diente zum Aufschlu3 der Zellen und zur
Denaturierung DNA-assoziierter Proteine. Von dieser Suspension wurden 5 pl
als DNA-Matrize zur PCR eingesetzt.

3.4.2 Generierung von DNA-Abschnitten mit zuféllige  n Fehlern

Fur die gerichtete Enzymevolution wurden grof3e Bibliotheken verschiedener
Versionen eines Gens mittels PCR erstellt. Aufgrund fehlender
Fehlerkorrekturfunktion neigen die in solchen Reaktionen verwendeten DNA-
Polymerasen dazu, wahrend des Kopiervorgangs von der DNA-Matrize zufallige
Mutationen einzubauen (,error-prone“-PCR). Fur die Durchfihrung solcher
PCRs wurden das Diversiy™PCR Random Mutagenesis Kit (Clontech
Laboratories Inc., Mountain View, USA) und das GeneMorph® II Random
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA) gemall den Angaben der
Hersteller eingesetzt. Die statistische Anzahl der zuféllig eingeflhrten
Mutationen wurde von 1,0 bis 4,6 pro 1000 bp variiert.

3.5 Ortsgerichtete Mutagenese

Mittels PCR wurden gezielt Punktmutationen in die offenen Leseraster von
Genen eingefuhrt, die in doppelstrangige DNA-Vektoren integriert waren. Bei
dieser ortsgerichteten Mutagenese (,site-directed mutagenesis®) fanden etwa
35 bp lange Primer Verwendung, die die gewtinschte Mutation bereits in der
Mitte ihrer Sequenz enthielten (Braman et al., 1996). Ein Beispiel fur das
Design solcher Primer ist in Abbildung 2 angegeben. Beide Primer eines
Primerpaares waren bis auf die einzufihrende Mutation jeweils zum identischen

Teilabschnitt auf dem Vektor komplementar.
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Original Sequenz hisC:

5 -GGCTGCCAATGGTTCCAATGAAATTCTGCAGCAGC-3’
Asn99

Notige Nukleotidaustausche fiir die Mutation Asn99—GIly99:

5 -GGCTGCCAATGGTTCCGGTGAAATTCTGCAGCAGC-3’
Gly99

Primer:

HisCN99G _for:
5-GGCTGCCAATGGTTCCGGTGAAATTCTGCAGCAGC-3
HisCN99G rev:
5-GCTGCTGCAGAATTTCACCGGAACCATTGGCAGCC-3

Abb. 2: Schema Primerdesign fur den Aminosaureaustausch Asparagin
gegen Glycin an Position 99 im hisC-Gen

(Das zu mutierende Codon ist fett und kursiv hervorgehoben, die nétigen

Nukleotidaustausche sind unterstrichen)
Wahrend der PCR wurde die komplette DNA-Sequenz des Plasmids von den
veranderten Primern ausgehend verlangert und so die Mutation in die Plasmide
inkorporiert. Um zuséatzliche, ungewollte Mutationen weitestgehend vermeiden
zu konnen, wurde fur diese Reaktion die PfuTurbo-DNA-Polymerase
(Fermentas, Burlington, Kanada) mit sehr guter Korrekturaktivitat eingesetzt.
Als Matrize wurde die aus E. coli isolierte und methylierte Vektor-DNA
eingesetzt, um nach Abschluss der PCR diese Matrizen-DNA mit Hilfe des
Restriktionsenzyms Dpnl, das ausschlie3lich methylierte DNA degradieren
kann, abbauen zu kdénnen (Nelson und McClelland, 1992). Die punktmutations-
tragenden Plasmide blieben dabei intakt, da die in die PCR eingesetzten
Nukleotide stets unmethyliert waren. Nach Transformation der Plasmide in
E. coli-Zellen und Selektion auf den entsprechenden Selektionsmarker wurden
die Vektoren isoliert und die Einfihrung der jeweiligen Punktmutation(en)

mittels DNA-Sequenzierung tberpruft.
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3.6 Konstruktion von Deletions-und Integrationsmut anten von

C. glutamicum

In C. glutamicum wurden die Transaminase-Gene im Leseraster (,in-frame")
deletiert, um die Expression stromabwarts liegender Gene moglichst nicht zu
beeintrachtigen. Dazu wurde zunéachst eine cross-over PCR nach Link et al.,
1997 durchgefihrt. In zwei ersten PCRs wurden zwei jeweils 400 bp lange
stromabwarts und stromaufwarts liegende, flankierende DNA-Bereiche des zu
deletierenden Gens getrennt amplifiziert. Die dazu verwendeten Oligonukleotide
wurden so modifiziert, dass die entstandenen PCR-Fragmente am 5-Ende
jeweils mit einer 21 Nukleotid langen linker-Sequenz verbunden waren, die bei
den Fragmenten zueinander komplementar war. Zur cross-over PCR fanden die
Produkte der ersten PCRs als DNA-Matrize Verwendung, wobei Uber den
komplementaren Bereich wahrend der Reaktion eine Anlagerung stattfand.
Durch Einsatz der &uferen Primer entstand so das Deletionskonstrukt, das in
den Vektor pKl19mobsacB kloniert wurde (Schafer et al., 1994). Nach
Transformation dieses nicht frei replizierbaren Vektors in C. glutamicum und
anschlieBender Selektion auf die durch pK19mobsacB vermittelte
Kanamycinresistenz wurden Klone isoliert, in denen das Plasmid durch
homologe Rekombination in das Chromosom integriert war (Schéfer et al.,
1994). Durch Kultivierung dieser Zellen in Vollmedium ohne Kanamycin konnte
ein zweites Rekombinationsereignis Uber die jetzt im Chromosom doppelt
vorliegenden DNA-Bereiche erfolgen. Die Bakterienkultur wurde in verschie-
denen Verdinnungen auf LB-Medium mit 10 % Saccharose ausplattiert.
Aufgrund der durch sacB auf pK19mobsacB kodierten Levan-Sucrase wurde
Saccharose zu Levan polymerisiert. Dieses Polymer wiederum fihrte zur
Letalitat (Bramucci et al., 1996). So konnten nur solche Klone wachsen, die das
Plasmid durch die zweite Rekombination verloren hatten. Bei den dann
Saccharose-resistenten und Kanamycin-sensitiven Klonen war entweder die
genetische Wildtyp-Situation wieder hergestellt oder das gewunschte Gen
deletiert. Die Bestéatigung der Deletion im Genom von C. glutamicum erfolgte
Uber die PCR mit Primern, die zu einem Bereich aullerhalb des Gens

komplementar waren.
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Integrationsmutanten wurden erzeugt, indem in den Vektor pk18mob, der
ebenfalls in C. glutamicum nicht frei replizierbar ist, ein internes 300 bp langes
Fragment des zu unterbrechenden Gens kloniert wurde (Schéafer et al., 1994).
Nach Transformation des Plasmids durch Elektroporation konnten schlie3lich
Integrationsmutanten durch Selektion auf die durch das Plasmid vermittelte

Resistenz gegen Kanamycin isoliert werden.

3.7 DNA-Sequenzierung und computergestitzte Sequenz  analyse

Alle DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip der
Kettenabbruchmethode von Sanger etal., (1977) mit den im Anhang
aufgefihrten Primern bei der Firma AGOWA (Berlin) durchgeftihrt. Die so
erhaltenen DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Manager 7 for
Windows (Version 7.03; Scientific & Educational Software) analysiert, wodurch
Restriktionsschnittstellen und offene Leseraster identifiziert werden konnten.
Datenbankvergleiche zur Suche nach DNA- und Proteinsequenzen mit
Ahnlichkeiten zu den in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen wurden sowohl am
National Center for Biotechnology Information (NCBI, Washington, USA) mit
den Programmen BLASTn und BLASTp (Altschul et al., 1997) als auch mit Hilfe
von ERGO (Integrated Genomics, Chicago, USA) durchgefiihrt. Die Datenbank
ERGO, die dariber hinaus genomweite Analysen des Stammes C. glutamicum
ATCC13032 ermobglicht, wurde auch zur Untersuchung des genomischen

Kontextes einzelner Gene genutzt.

4.  Quantitative Bestimmung von Aminosauren

Die Quantifizierung von Aminosauren wurde mit Hilfe der reversed phase High
Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) durchgefiihrt (Jones und

Giligan, 1983). Vor der saulenchromatographischen Auftrennung erfolgte eine
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Derivatisierung der Aminosauren mit dem Reagenz o-Phthaldialdehyd, das mit
der Aminogruppe der Aminosauren reagiert (Lindroth und Mopper, 1979; Jones
und Giligan, 1983). Hierzu wurden je 2,5 pl der Probe mit 20 ul
o-Phthaldialdehyd/Mercaptoethanol-Lésung (Pierce Europe BV, Niederlande)
vermischt und nach einminltiger Inkubation bei Raumtemperatur zur
Auftrennung auf eine RP-HPLC Saule (LiChrospher 100 RP 18 EC 5 pm, 125 x
4 mm) mit vorgeschalteter Vorsaule (LiChrospher 100 RP 18 EC 5 um, 40 x 4
mm, CS-Chromatographie Service GmbH Langerwehe) gegeben. Die bei der
Derivatisierung entstandenen thiosubstituierten Isoindolverbindungen wurden
mit einem Gradienten mit zunehmender Methanolkonzentration von der Saule
eluiert. Als polarer Laufpuffer diente hierbei 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2). Die
Detektion der fluoreszierenden Derivate erfolgte nach Anregung bei 230 nm bei
einer Emissionswellenldnge von 450 nm. Zur saulenchromatographischen Auf-
trennung und Detektion wurde ein HPLC-Gerat vom Typ HP1100 (Hewlett
Packard, Waldbronn) mit angeschlossenem Fluoreszenzdetektor (G1321A)
verwendet. Die Systemsteuerung und Datenauswertung erfolgte mit dem
Programm HP-Chemstation (Hewlett Packard, Waldbronn). Die Konzentration
der jeweils analysierten Aminosaure wurde Uber den Vergleich mit einem
externen Standard der betreffenden Aminosaure (AS) und unter zusatzlicher

Verwendung von L-Asparagin (Asn) als internen Standard ermittelt.

Berechnung der Aminosaurekonzentration:

C[AS]= A “(Asn) standard x A(AS) Probe x Verd. ™ x c[AS] Standard
A(Asn) Probe x A(AS) Standard

[V A: Flache (area);  Verd: Verdiinnungsfaktor der HPLC-Probe]
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5. Biochemische Methoden

5.1 Herstellung von zellfreien Rohextrakten von C. glutamicum

Eine 50 ml CGXIl-Hauptkultur wurde mit einer optischen Dichte von
ODgoo = 0,25 von einer 50 ml CGIllI-Vorkultur angeimpft und Uber Nacht
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet (4000 Upm, 4 °C, 10 min),
das Zellpellet mit Waschpuffer (1 M Tris, pH 8) gewaschen und in 1 ml
desselben Puffers resuspendiert. Die Zellen wurden in ein vorgekuhltes 2 ml-
Eppendorfgefal3 Uberfihrt und der Zellaufschluss bei 0 °C durch einen
Ultraschalldesintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power
Company, Danbury, USA; Beschalldauer 10 min, Pulslange 20 %, Beschall-
intensitat 2) durchgefuhrt. Nach der Ultraschallbehandlung wurden die
Zelltrummer durch Zentrifugation (30 min, 13000 Upm, 4 °C) abgetrennt. Zur
Abtrennung niedermolekularer Substanzen wurde der Extrakt jeweils auf eine
PD-10 Séaule der Firma Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden) nach
Angaben des Herstellers gegeben und anschlieRend das Eluat in verschie-

denen Verdinnungen in Enzymtests eingesetzt.

5.2 Uberexpression heterologer Proteine in  E. coli und native

Affinitatsaufreinigung

Fur die Uberexpression und Aufreinigung heterologer Proteine fand sowohl das
Strep-Tag I1°-System der Firma IBA (Géttingen), als auch das pET-System der
Firma Novagen (Merck Biosyciences, Darmstadt) Verwendung. Wéhrend die
mit Hilfe des Strep-Tag II® gewonnenen Proteine fiir Enzymtests und fiir
Proteinkristallisationsversuche eingesetzt wurden, wurden die pET-System-
aufgereinigten Proteine lediglich fur die Kristallisation verwendet.
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5.2.1 Genexpression und Proteinaufreinigung mit dem Strep-Tag I1®-

System

Zur Genexpression wurden die entsprechenden Gene in den pASK-IBA-3C-
Vektor kloniert. Die Uberexpression in diesem Vektor ist sehr leicht induzierbar,
da die Expressionskassette unter der transkriptionellen Kontrolle der tet-
Promotor/Operator-Region steht (Skerra, 1994). Die Kontrolle des tet-
Promotors ist nicht - wie die des lac-Promotors - an zellulare Regulations-
mechanismen wie die Katabolit-Repression gebunden, und erst durch Zugabe
von Anhydrotetracyclin induzierbar (Botsford und Harman, 1992). Die
konstitutive Expression des tet-Repressorgens tetA, das ebenfalls auf dem
Expressionsplasmid vorhanden ist, garantiert die Repression des Promotors in
Abwesenheit dieses Induktors. Durch die gezielte Klonierung wurde den
Proteinen bei der Genexpression der acht Aminosauren lange Strep-Tag I1°
(Sequenz: N-WSHPQFEK-C) an das C-terminale Ende angefugt. Dieses
lediglich durch zwei Aminoséuren (N-Ser-Ala-C) mit dem Protein fusionierte
Peptid erlaubt eine spezifische Affinitatsaufreinigung an StrepTactin®-
Sepharose®-Saulen unter sehr milden Bedingungen in einem Schritt (Voss und
Skerra, 1997).

Ausgangspunkt fiir die Uberexpression der Transaminase-Gene war eine 5 ml
LB-Vorkultur des E. coli-Stammes, der das jeweilige Plasmid zur Protein-
expression trug. Diese Kultur wurde tber Nacht bei 30 °C inkubiert. Mit 2 ml
dieser Kultur wurde eine 100 ml LB-Hauptkultur angeimpft, die dann ebenfalls
bei 30 °C bis zu einer ODs5p = 0,5 auf dem Schiittler bei 130 Upm inkubiert
wurde. In dieser Wachstumsphase erfolgte die Induktion der Transkription
durch Zugabe von 10 pl einer Anhydrotetracyclin-Lésung (Stammldsung:
2 mg/ml in N,N-Dimethyl-formamid). Nach drei Stunden weiterer Inkubation bei
30 °C wurden die Zellen durch Zentrifugation (5000 Upm, 4 °C, 12 min)
geerntet und in 1 ml eiskaltem Waschpuffer (100 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH
8) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte bei 4 °C durch den Ultraschall-
desintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power Company,
Danbury, USA; Beschallungsdauer 4 min, Pulslange 20 %, Beschallungs-
intensitat 2). Durch Zentrifugation (30 min, 13000 Upm, 4 °C) wurden die
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Zelltrummer nach der Ultraschallbehandlung vom cytoplasmatischen

Rohextrakt abgetrennt.

Um die Stabilitdt der rekombinanten Proteine wahrend der Aufreinigung zu
gewabhrleisten, wurden alle Schritte bei 4 °C mit vorgekihlten S&aulen und
Puffern durchgefiihrt. Die StrepTactin®-Affinitatssaulen wurden mit 1 ml
Bettvolumen StrepTactin®-Sepharose® befiillt. Nach Aquilibrierung der Saulen
mit Waschpuffer wurde 1 ml des Rohextraktes auf die Sepharose gegeben.
Nach Durchlauf des Extraktes wurde die Affinitatssdule funfmal mit 1 ml
Waschpuffer gewaschen. Die Elution des Proteins wurde in sechs Fraktionen
mit einem Elutionspuffer (100 mM Tris/HCI pH 8, 1 mM EDTA, 2,5 mM
Desthiobiotin) durchgefiihrt. Das Desthiobiotin konkurriert mit dem Strep-Tag
11°-Fusionsprotein um die Bindestellen an der StrepTactin®-Sepharose® und
bindet reversibel an das StrepTactin® (Voss und Skerra, 1997). Zur
Regeneration der Affinitatssdulen wurde zuerst das gebundene Desthiobiotin
durch Zugabe von dreimal 5 ml Regenerationspuffer (100 mM Tris/HCI, 1 mM
EDTA, 1 mM HABA, pH 8) entfernt. HABA (2-[4’-hydroxy-benzenazo]-benzoe-
saure) verdrangt dabei sowohl Desthiobiotin als auch noch Uber den Strep-Tag
II® gebundenes Protein vom StrepTactin®. Nach Zugabe von zweimal 4 ml
Waschpuffer stand die Affinitatssaule fir erneute Proteinaufreinigungen zur
Verfiigung. Die Elutionsfraktionen wurden in die Enzymtests direkt eingesetzt
oder jeweils zu 50 pl aliquotiert und bei -20 °C fir eine spatere Verwendung

eingefroren.

5.2.2 Genexpression und Proteinaufreinigung mit dem pET-System

Gene, die in die Vektoren pET28a(+) und pET22b(+) (Novagen, Madison, WI,
USA) kloniert werden, unterliegen der Expressionskontrolle des T7-Promotors,
der durch die E. coli RNA-Polymerase nicht erkannt wird (Studier et al., 1990).
Durch diese stringente Transkriptionskontrolle kommt es nicht zur Transkription,
wenn keine T7 RNA-Polymerase in der Zelle aktiv ist. In das Genom des E. coli
Stammes BL21 (DE3) ist der lysogene ADE3-Phage integriert, der Uber das T7
RNA-Polymerase-Gen unter Kontrolle des lac-Promotors verfligt. Durch Zugabe

von IPTG wird also so zunachst die T7-Polymerase exprimiert, die dann die
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heterologen Gene auf den pET-Vektoren transkribiert. Die Expression dieser
Gene mit dem pET28a(+)-Vektor resultiert in Fusionsproteinen mit einem
N-terminalen 6XHis-Tag. Zwischen Protein und Tag ist aul3erdem eine
Thrombin-Erkennungsstelle lokalisiert, die eine Abspaltung des Tags im
Anschluss an die Proteinaufreinigung ermoglicht. Fusionsproteine, die das
Ergebnis heterologer Genexpression vom pET22b(+)-Vektor sind, haben einen

nicht abspaltbaren C-terminalen 6XHis-Tag.

Fur die Expression im 500 ml Maf3stab wurde zunachst eine 50 ml LB-Vorkultur
mit einer Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht bei 30 °C im Schittler
inkubiert. Mit 25 ml dieser Vorkultur wurde eine 500 ml LB-Hauptkultur in einem
2000 ml Kolben beimpft und diese bei 30 °C und 130 Upm geschiittelt. Bei einer
ODsggo von 0,6 wurde die Genexpression durch Zugabe von 2 ml einer 0,1 M
IPTG-Losung (Endkonzentration 0,4 mM) induziert. Nach flunfstindiger
Genexpression wurden die Zellen geerntet, in 10 ml eines Lysis-Puffers (50 mM
NaH,PO, pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) resuspendiert und im
Ultraschalldesintegrator unter Eiskiuhlung aufgeschlossen (Beschallungsdauer
4 min, Pulslange 20 %, Beschallungsintensitat 2). Zur Abtrennung der
unléslichen Zellfragmente wurde zentrifugiert (14.000 rpm, 15 min, 4 °C) und so

jeweils der Rohextrakt gewonnen.

Die Proteine wurden uber an Agarose gebundene Ni-NTA (Nickel-
Nitrilotriessigséaure) aufgereinigt, an dessen komplexierte Nickel-Atome die
Fusionsproteine mit Hilfe des 6XHis-Tags binden kdnnen (Hochuli, 1989,
Janknecht et al., 1991). Dazu wurde der Rohextrakt auf mit 2 ml Bettvolumen
beladene Ni-NTA-Agarose Saulen (QIAGEN, Hilden) gegeben, die zuvor mit
viermal 4 ml Wasch-Puffer (50 mM NaH,PO, pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM
Imidazol) aquilibriert worden waren. Nach dem Spilen der Saulen mit achtmal
4 ml Wasch-Puffer erfolgte die Elution in 4 Fraktionen zu je 2 ml mit einem
Elutionspuffer (50 mM NaH,PO4pH 8, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol).

Unmittelbar im Anschluss an die Affinitatschromatographie erfolgte ein
Pufferaustausch Uber PD10-Saulen (Amersham Biosciences Uppsala,
Schweden) gegen 20 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl gemal
Herstellerangaben, um das bei langerer Lagerung auf Eis zum Ausfall der
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Proteine fihrende Imidazol zu beseitigen. Danach wurde eine Gelfiltration mit
einem 20 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl-Puffer bei 4 °C durchgefiihrt. Bei der
Gelfiltration fand ein Akta UPC 900 / P900-Gerat mit dem Fraktionssammler
Fac-920 und einer Superdex 900 prep-grade Saule (alle Gerdte Amersham
Biosciences Uppsala, Schweden) Verwendung. Das Absorptionsspektrum von
Proteinen nach der Gelfiltration zeigte, dass der Cofaktor PLP entweder nicht
bei der heterologen Genexpression in E. coli durch die Transaminasen
akquiriert wurde oder wahrend der Proteinaufreinigung und der Gelfiltration
verloren ging. Aus diesem Grund wurde den Proteinen im Anschluss an die
Gelfiltration bis zu einer Endkonzentration von 1 mM PLP zugegeben und die

Proteinlésung anschlieRend fir zwei Stunden auf Eis inkubiert.

5.3 Abspaltung des N-terminalen His-Tags

Um Proteine ohne Tag kristallisieren zu kénnen, wurde der N-terminale 6XHis-
Tag bei Fusionsproteinen der pET28a(+)-Vektor-Expression durch Thrombin
abgespalten (Chang, 1985). Dafur wurde das Thrombin Cleavage Capture Kit
der Firma Novagen (Madison, WI, USA) verwendet. Fir einen préaparativen
Thrombin-Verdau von 20 mg 6XHis-Tag- Fusionsprotein wurden 7,5 U biotiny-
liertes Thrombin in einem Gesamtvolumen von 10 ml eingesetzt, und dieser
Versuchsansatz wurde dann fir 2 h bei 20 °C inkubiert. Um das Thrombin
anschlieBend aus dem Ansatz zu entfernen, wurden 200 pl einer 50 %
Streptavidin-Sepharose Suspension zum Reaktionsansatz gegeben und das
Gemisch fur 30 Minuten bei 20 °C rotierend inkubiert. Uber den Biotin-Tag des
Thrombins wurde dieses an die Streptavidin-Sepharose gebunden und utber
Zentrifugationsfilter abgetrennt. Die Proteine konnten dann ohne Tag, lediglich
mit einem drei Aminosauren langen N-terminalen Uberhang, der sich durch die
Thrombin-Restriktion ergab (Sequenz: N-Gly-Ser-His-C), weiterverwendet

werden.
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5.4 Proteinanalyse

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der isolierten Proteine unter
denaturierenden Bedingungen wurde das NUuPAGE® System (Invitrogen,
Carlsbad, USA) eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte in 10 %igen Bis-Tris-
Polyacrylamidgelen, wobei zur Probenvorbereitung ein vom Hersteller
mitgelieferter Lithiumdodecylsulfathaltiger (LDS) Ladepuffer verwendet wurde.
Als Laufpuffer wurde MOPS-haltiger (3-(N-Morpholino)propansulfonsaure)
SDS-Laufpuffer (50 mM MOPS; 50 mM Tris; 3,5 mM SDS; 1 mM EDTA)
eingesetzt. Zur Abschéatzung des jeweiligen Molekulargewichts wurde der
vorgefarbte Standard SeeBlue™ (14-200 kDa) von Invitrogen verwendet. Die
Proteine wurden mit Hilfe eines kolloidalen Coomassie-Farbstoffes (GelCode®
Blue Stain Reagent, Pierce Chemical Company, Rockford, USA) fur eine
Stunde direkt angefarbt und der Uberschissige Farbstoff durch einstiindiges
Waschen mit H,O entfernt. AnschlieRend wurden die Polyacrylamidgele in
Cellophan (Laboratory Plast Utensils, Hellerup, Danemark) eingelegt und
getrocknet. Absorptionsspektren von Proteinen wurden in einem Wellenlangen-
bereich von 200 nm — 800 nm mit einem Jasco V-560 UV/VIS Spektrophoto-
meter (Jasco GmbH, Gro3-Umstadt) aufgenommen.

5.5 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Rohextrakten beruhte auf dem
Prinzip der Reduktion von Cu?* zu Cu* durch die Proteine und anschlieBender
Komplexierung der Cu'*-lonen mit Bicinchoninsdaure (BCA). Dieser Farb-
komplex absorbiert das Licht bei einer Wellenlange von 562 nm (Smith et al.,
1985). Die Analyse wurde nach Angaben des Herstellers mit dem BCA-Kit
(Pierce Chemical Company, Rockford, USA) durchgefihrt. Als Standard sind
5 ug, 25 ug, 50 pg, 125 pg und 250 pg Rinderserumalbumin (BSA) eingesetzt

worden.
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5.6 Analyse von Proteinen mittels MALDI-TOF-MS Anal yse

Um die ldentitdt der isolierten Proteine zu Uberprifen, wurden diese mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie nach Schaffer et al. (2001) analysiert. Dazu
wurden die mit kolloidalem Coomassie angefarbten Proteinbanden aus den
Polyacrylamidgelen (NuPAGE) ausgeschnitten und zweimal mit 750 ul 0,1 M
Ammoniumbicarbonat in 30 %igem (w/v) Acetonitrii gewaschen. Die so
erhaltenen Gelstiicke wurden in einer Vakuumzentrifuge komplett getrocknet
und anschlieBend in 6 ml 3mM Tris/HCI pH 8,8 mit 10 ng/pl Trypsin
rehydratisiert. Zum Verdau der Proteine wurden die Proben tber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Peptide wurden anschliel3end durch Zusatz von
10 pl 30 % (v/v) Acetonitril und 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure aus dem Gel
eluiert. Ein Aliquot von 0,5 ul dieser Losung wurde mit 0,5 pl Matrixlosung
(20 mg a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure in 1 ml 50 % (v/v) Acetonitril, 0,25 % (v/v)
Trifluoressigsaure) auf einer Tragerplatte vermischt. Die anschliel3ende Analyse
erfolgte mit einem PerSeptive Biosystems Voyager-DE™ STR-Massen-
spektrometer (PerSeptive Biosystems, Langen), wobei zur Kalibrierung der
Sequazyme Peptide Mass Standard Kit (Applied Bioscience, Weiterstadt)
Verwendung fand. Der Vergleich der mono-isotopischen Peptidmassen mit den
theoretischen Massen einer Datenbank aller corynebakteriellen Peptide
ermdglichte eine Zuordnung der Proteine. Daflr wurde das Programm Gpmaw

(Version 4.0, Lighthouse Data, Odense, Danemark) verwendet.

5.7 Bestimmung der Substratspezifitat und Aktivitat der Trans-

aminasen aus C. glutamicum

Sowohl mit den Rohextrakten aus C. glutamicum als auch mit aufgereinigten
Proteinen wurden Enzymtests zur Bestimmung von Substratspezifitdten und zur
Ermittlung biochemischer Parameter durchgefuhrt (Radmacher et al., 2002).
Der Test wurde in 200 mM Tris/HCI pH 8 in einem Gesamtvolumen von 1 ml
ausgefuhrt. Dem Testansatz wurde jeweils der fur Transaminierungsreaktionen

essentielle Cofaktor Pyridoxal-5"-Phosphat (PLP) in einer Endkonzentration von
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0,25 mM hinzugeflgt. Bestandteil jedes Tests waren auRerdem a-Ketosauren,
die als Aminoakzeptor in den Transaminierungsreaktionen zu der jeweiligen
Aminosaure aminiert werden sollten. Die Endkonzentration der Akzeptoren im
Test betrug jeweils 4 mM. Als Aminodonoren konnten vier verschiedene
L-Aminosauren fungieren. Dabei lagen die Donoren L-Glutaminsaure, L-Alanin,
L-Asparaginsaure und L-Asparagin in einer Endkonzentration von 50 mM im
Test vor. Der Rohextrakt oder die aufgereinigten Proteine wurden entweder
direkt oder mit Puffer (20 mM Tris/HCI pH 8; 150 mM NaCl) verdiinnt dem

Testansatz zugegeben. Die Zusammensetzung des Enzymtests ist in Tabelle 3

dargestellt.

Tab. 3: Enzymtest zur Bestimmung von Transaminaseaktivitaten
Volumen Losung Endkonz. im __ Test
200 pl Tris/HCI pH8 am 200 mM

100 pl Pyridoxal-5"-Phosphat (PLP) (2,5 mM) 0,25 mM
100 pl a-Ketosaure (Aminoakzeptor) (40 mM) 4 mM

100 pl L-Aminosaure (Aminodonor) (0,5 M) 50 mM

500 pl —x pl - Wasser
X ul Rohextrakt/aufgereinigtes Enzym

Bei dem Test der Enzyme auf L-Histidin-Aktivitat wurde der Aminodonor L-His-
tidinol-phosphat (Taros Chemicals GmbH, Dortmund) in einer Endkonzentration
von 10 mM (Stocklésung: 100 mM in H»O, steril filtriert) verwendet, wahrend die

Konzentration des Aminoakzeptors a-Ketoglutarat nicht verandert wurde.

Der Enzymtest wurde bei 30 °C in einem Thermocycler 5436 der Firma
Eppendorf (Hamburg) durchgefihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe des
Rohextraktes bzw. des reinen Enzyms gestartet. Durch Zugabe von 30 pl eines
Stoppreagenzes [6,7 % (v/v) Perchlorsaure (70 %), 40 % (v/v) Ethanol (95 %) in
Wasser] zu jeweils 50 ul des Testansatzes wurde der Enzymtest zu definierten
Zeitpunkten gestoppt. Um die Proben fir den Nachweis der gebildeten
Aminosauren uber reversed phase HPLC vorzubereiten, wurden 20 pl eines
Neutralisierungspuffers (20 mM Tris/HCI pH 8, 2,3 M Di-Kalium-carbonat)
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zugegeben. Der durch die Neutralisierung der Perchlorsaure ausfallende
Niederschlag wurde abzentrifugiert (13000 Upm, 10 min) und der Uberstand in

verschiedenen Verdinnungen in die reversed phase HPLC-Analytik eingesetzt.

5.8 Enzymtest zur Bestimmung von Cystein-Desulfuras  e-
Aktivitaten

Enzymtests zur Charakterisierung potentieller Cystein-Desulfurasen wurden
nach Zheng et al. (1993) mit 0,5 M L-Cystein und 0,25 mM PLP in 20 mM
Tris/HCI pH 8 durchgefuhrt. Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte bei
Raumtemperatur. Gestartet wurden die Enzymtests durch das Hinzufiigen
aufgereinigten Enzyms. Das Abstoppen und die Neutralisierung von
Testaliquots zu definierten Zeitpunkten erfolgte wie bei den Transaminase-
Enzymtests. Das gebildete L-Alanin wurde mittels reversed phase HPLC

nachgewiesen.

5.9 Bestimmung spezifischer Aktivitaten

Zur Ermittlung der spezifischen Enzym - Aktivitaten wurde der Extrakt oder das
isolierte Enzym so weit verdinnt in den Enzymtest eingesetzt, dass die
Reaktion Uber die Inkubationszeit linear verlief. Die spezifische Aktivitat U [umol
min™® (mg Protein) '] ergibt sich durch Division der Volumenaktivitat V [umol
Aminosaure min™ (ml Enzymtestvolumen)™] durch die Proteinkonzentration im
Rohextrakt bzw. in den Elutionsfraktionen der aufgereinigten Proteine [mg

Protein ml™].

Zur Berechnung von Ky-Werten, wurde die Reaktionsgeschwindigkeit pro
Substrat (Aminoakzeptor oder Aminodonor) bei mindestens 12 verschiedenen
Substratkonzentrationen von 0,05 mM bis 105 mM bestimmt. Dabei wurde die
Konzentration des jeweils anderen Substrates (Aminodonor bzw. Amino-

akzeptor) konstant gehalten. Die verschiedenen Reaktionsgeschwindigkeiten



MATERIAL UND ME THODEN 33

wurden gegen die Substratkonzentration aufgetragen und der jeweilige Ky-Wert
durch Angleichung an die Michaelis—Menten-Gleichung mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Microcal Origin Vers. 6.0 (Microcal Software
Inc., Northampton, USA) bestimmit.

6. ROntgenstrukturanalyse von Proteinen

6.1 Proteinkristallisation

Fur die Proteinkristallisation wurden die aufgereinigten Proteine mit Hilfe von
YM-10 Zentrifugal-Filterrohrchen  (Millipore, Billerica, USA) zun&chst
aufkonzentriert und auf eine Proteinkonzentration von 12 mg ml™ eingestellt.
Kristallisations-Screens zur Identifizierung der unvorhersagbaren Bedingungen
unter denen die Proteine geordnet prazipitieren und Proteinkristalle bilden,
wurden nach dem Evaporationsprinzip (,vapor diffusion®) durchgefiihrt
(McPherson, 1985). Dies geschah in 96-well Microtiter-Platten mit der ,sitting
drop“-Methode, bei der ein Tropfen Proteinlésung Uber einer Reservoirldsung
sitzt (McPherson, 1999). Fur das Screening wurden funf Kristallisations-
Screens eingesetzt, die jeweils aus 96 verschiedenen, steril filtrierten
Reagenzien bestehen: ,Crystal Screen HTY ,Index HT® (beide Hampton
Research, Aliso Viejo, USA), ,Expanded Core Screen®, ,Wizard | + II* (beide
Emerald Biosystems Inc., Bainbridge Island, USA) und ,PACT Premier Screen*
(Molecular Dimensions Ltd., Apopka, USA). Diese Reagenzien setzen sich
jeweils aus Puffern mit definiertem pH-Wert, Salzen oder Additiven und
Prazipitaten, wie z.B. Polyethylenglycol (PEG), zusammen (Chayen et al.,
2005). Die 96-well Platten wurden fiur das Screening nach geeigneten
Kristallisationsbedingungen entweder manuell mit der Pipette oder mit Hilfe
eines ,Phoenix“-Roboters (Art Robbins Instruments, Sunnyvale, USA)
angesetzt. Dazu wurden zunachst 200 ul der Kristallisationsreagenzien (100 pl

beim Roboter) in die Reservoire pipettiert. Pro Reaktionsraum wurde dann 1 pl
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der Proteinlésung (200 nl beim Roboter) auf einem Sockel Uber dem Reservoir
positioniert. Dieser Tropfen wurde dann mit dem gleichen Volumen der
jeweiligen Reservoirlosung gemischt, um die Prazipitation der Proteine zu
induzieren. Nach Versiegelung der Ansatze durch eine Polypropylen-Folie, die
Uber die 96-well Platten geklebt wurde, konnten die Tropfen mit dem Reservoir
bei 20 °C &aquillibrieren. Da im jeweiligen Reservoir die gleichen Salze, Puffer
und Prézipitate in doppelter Konzentration vorliegen wie im Proteintropfen,
kommt es bis zu einem Aquillibrium zu einem Wassertransfer vom
Proteintropfen zum Reservoir Uber Evaporation. Dadurch erhdht sich im
Tropfen die Protein- und Préazipitatkonzentration, was bei geeigneter
Reagenzienzusammensetzung die Kristallbildung beglnstigen kann. Die 96-
well Platten wurden direkt nach dem Ansatz und danach einmal pro Tag mit
einem Mikroskop auf die Bildung von Kristallen hin Gberpruft. Der Vorteil der
,Sitting drop“-Evaporationsmethode ist der unkomplizierte Ansatz, der mit
Pipette oder Roboter das schnelle Testen von vielen verschiedenen
Bedingungen ermdglicht.

Konnten Kristalle  mikroskopisch identifiziert werden, wurden die
entsprechenden Kristallisationsbedingungen optimiert. Dazu wurden alle
Parameter wie z.B. die pH-Werte, der Puffer, der Salztyp, die
Salzkonzentration, der Prazipitattyp, die Prazipititatkonzentration oder die
Proteinkonzentration systematisch verandert. Weitere Maoglichkeiten der
Optimierung waren die Zugabe von Reduktionsmitteln wie z. B. Dithiothreitol
(DTT) und Tris(2-Carboxyethyl)-Phosphin-Hydrochlorid (TCEP) (McPherson,
1999). AuRRerdem wurde versucht, mittels Dehydrierung durch schrittweise
Erhéhung der Prazipitatkonzentration die Packungsdichte in den
Proteinkristallen zu erhéhen. Bei sich sehr schnell (und dadurch ungeordnet)
bildenden Kristallen sollte das Herabsetzen der Inkubationstemperatur auf 4 °C
die Kristallbildung verlangsamen. Alle Optimierungen wurden nach der ,hanging
drop“-Methode durchgefihrt, die ebenfalls auf dem Evaporationsprinzip beruht
(McPherson, 1999). Dabei wurden in einer 24-well Platte der Proteintropfen (in
der Regel 2 ul + 2 pl Reservoirldsung) auf einem Deckglas umgekehrt tber dem
Reservoir (1 ml Volumen) fixiert und der Reaktionsraum mit Silicon abgedichtet.
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Die ,hanging drop“-Methode ermdglichte eine leichte Entnahme der Kristalle fur

die sich anschlielBende Rontgenanalyse.

6.2 Sammlung von Réntgenbeugungsmustern und

Datenverarbeitung

Erste Rontgenstreuungsexperimente wurden mit einer Mikrofocus-Roéntgenquelle
am Karolinska Institutet (Stockholm, Schweden) durchgefiihrt, um zu sehen,
inwieweit die optimierten Kristalle die Rontgenstrahlen beugen konnen.
Rontgenbeugungsmuster mit hoher Auflosung wurden an der 1D14-2- und der
ID23-1-beamline an der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF,
Grenoble, Frankreich) mit einem ADSC Q4 CCD-Detektor bei einer Wellenlange
von 0,933 A bzw. 0,939 A gesammelt. Fur die Datensammlung wurden die
Kristalle manuell mit kleinen Schlaufen (,cryo loops®) einzeln aus den
Kristallisationsansatzen entnommen und in den Rodntgenstrahlengang gesetzt.
Dort wurden die Kristalle blitzschnell durch einen stetigen Strom flissigen
Stickstoffs eingefroren. Zuvor wurden die Kristalle jedoch kurz in ihre jeweilige
Reservoirlosung getaucht, der 30 % (v/v) Glycerin oder 25 % (v/v) Ethylenglykol
zugesetzt wurde. Das Glycerin verhindert die Bildung von Eiskristallen durch den
Stickstoffstrom, die die Abbildung der R&ntgenbildungsmuster auf dem
Rontgendetektor negativ beeinflussen kdnnen. Wéahrend der Datensammlung
wurde der Kristall um 0,5 ° pro aufgenommenes Réntgenbeugungsbild gedreht,
um letztendlich aus diesen zweidimensionalen Bildern eine dreidimensionale
Struktur des Proteins berechnen zu koénnen. Die Beugungsdaten wurden
zundchst mit dem Programm MOSFLM des CCP4-Programmpaketes
(Collaborative Computational Project, number 4, 1994) ausgewertet. Dabei
wurden zunachst die einzelnen Punkte auf den Réntgenbeugungsbildern erkannt
und ihre Intensitat bestimmt. Nach Berechnung der Abstande aller Punkte zur
Rontgenquelle und Integration der Daten skalierte das Programm SCALA
desselben Programmpaketes alle multiplen Observationen der jeweils gleichen
Reflektion, die sich bei der Drehung des Kristalls ergaben, und fuhrte diese

Zusammen.
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6.3 Erstellen von Proteinstrukturmodellen

Wenn bereits Strukturmodelle fir &hnliche Proteine erstellt worden sind, ist es
einfacher, diese als Vorlage zu verwenden und so das eigene Protein-
strukturmodell zu entwickeln. FiUr dieses so genannte ,molecular replacement*
wurde das Programm MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) eingesetzt. Das
damit erhaltene erste Strukturgertst wurde dann mit Hilfe von REFMAC5
(Murshudov et al., 1997) verfeinert, um schlie3lich das endgultige Modell mit den
Visualisierungsprogrammen O (Jones et al., 1991) oder COOT (Emsley und
Cowtan, 2004) zu entwickeln. Die Identifizierung von Wassermolekilen am oder
im Strukturmodell wurde durch das Programm wARP/ARP (Cohen et al., 2004)
unterstitzt. Mit PROCHECK (Laskowski et al., 1993) wurde die Stereochemie im
Modell (wie z. B. die Zulassigkeit der Pepetidbindungswinkel) uberprift.
Abbildungen des Strukturmodells wurden mit dem Programm PyMOL (DeLano,
2002) erstellt.

FUr eine in silico-Generierung von Proteinstrukturmodellen anhand von
Strukturen homologer Proteine und ohne rontgenkristallographische Analysen,
wurde das online verfigbare Programm SWISS-Model (Biozentrum der
Universitdt Basel und Schweizerisches Institut fur Bioinformatik, Basel,
http://swissmodel.expasy.org //SWISS-MODEL.html) genutzt.
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Ill. ERGEBNISSE

1. Identifizierung und Charakterisierung von Transa  minasen

aus C. glutamicum

Um die zwanzig Gene, die bei der genomweiten Suche nach potentiellen
Transaminasen identifiziert wurden (McHardy et al., 2003), untersuchen zu
kénnen, wurden diese Gene zunachst aus C. glutamicum isoliert und kloniert.
Nach heterologer Expression dieser zwanzig Gene in E. coli wurden die
entsprechenden Proteine jeweils Uber Affinitatschromatographie aufgereinigt
und die Identitat jedes Proteins Uber MALDI-TOF-Massenspektrometrie
bestétigt. Die sich anschlieBenden in vitro-Enzymtests mit den isolierten
potentiellen Transaminasen sollten dazu dienen, die auf Basis von
Sequenzvergleichen, genomischen Kontextanalysen oder phénotypischer
Charakterisierung von Deletionsmutanten vermutete Funktion der jeweiligen

Enzyme zu verifizieren und zu quantifizieren.

1.1 Charakterisierung der Transaminase IIVE flr die Synthese

verzweigtkettiger Aminosauren

Uber Komplementationsexperimente mit einem fiir die verzweigtkettigen
Aminosauren L-Leucin, L-Isoleucin und L-Valin auxotrophen C. glutamicum-
Stamm war die auch als Transaminase B bezeichnete Aminotransferase IIVE
identifiziert worden (Radmacher et al., 2002). Um das Substratspektrum und die
jeweiligen spezifischen Aktivitditen von IllvE zu bestimmen, wurden in vitro
Enzymtests mit diesem aufgereinigtem Enzym durchgefiuhrt. Dabei wurden
nicht nur die drei Vorstufen der verzweigtkettigen Aminosauren, sondern auch

2-Keto-buttersédure, ein Intermediat des L-Isoleucinbiosyntheseweges, als
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Aminoakzeptor in die Enzymtests eingesetzt. Dieses Substrat kann durch eine
transaminaseabhangige Reaktion zu a-Aminobuttersaure umgesetzt werden,
das bei der mikrobiellen Produktion von L-Isoleucin als Nebenprodukt gebildet
wird (Wilhelm et al., 1989). Fir eine mdogliche Verbesserung durch
Verminderung der a-Aminobuttersaurebildung von L-Isoleucin-produktions-
stammen war es deshalb interessant zu erfahren, ob IlVE und vielleicht auch
andere Transaminasen 2-Keto-buttersdure zu a-Aminobuttersdure umsetzen
konnen. Des Weiteren wurde eine Enzymaktivitat von IlVE mit den Vorstufen
von L-Phenylalanin und L-Tyrosin (Phenylpyruvat bzw. 4-Hydroxy-phenyl-
pyruvat) getestet, da bekannt ist, dass IIVE in E. coli an der Synthese dieser
beiden aromatischen Aminoséuren beteiligt ist (Gelfand und Steinberg, 1977).
Als Aminodonor wurde L-Glutaminsdure eingesetzt, da die Transaminase B
ausschlieBlich diese Aminosaure als Aminogruppenquelle nutzen kann
(Christen und Metzler, 1985; Hutson, 2001). Die Ergebnisse fur die Bestimmung
der Substratspezifitdten und spezifischen Aktivitdten von IIVE sind in Tabelle 4

zusammengefasst.

Tab. 4: Substratspektrum und spezifische Aktivitaten von IIVE mit
verschiedenen Substraten in Abhangigkeit des Aminodonors
L-Glutaminséaure

spezifische Aktivitat U *
Substrat (Produkt)

[umol Aminos&ure min™ (mg Protein)™]

3-Methyl-2-keto-valeriansaure (L-Leu) 13,9
2-Keto-iso-capronsaure (L-lle) 9,6
2-Keto-iso-valeriansaure (L-Val) 13,7
Phenylpyruvat (L-Phe) 10,7
4-Hydroxy-phenylpyruvat (L-Tyr) 2,4
2-Keto-buttersaure (a-Aminobuttersaure) 4.3

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhéngigen Messungen

Wie erwartet, katalysiert IIVE die Synthese der drei verzweigtkettigen

Aminosauren. Dabei waren die spezifischen Aktivitaten fur die Bildung von
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L-Leucin und L-Valin mit 13,9 bzw. 13,7 pmol min™® (mg Protein)™ gleich hoch
und lagen uber der von L-Isoleucin (9,6 pmol min (mg Protein) ). Nur etwa
halb so grol3 war die Aktivitat fir die Umsetzung des im Vergleich zu diesen drei
Vorstufen sehr ahnlichen Substrates 2-Keto-butterséure zu a-Aminobuttersaure
(4,3 pmol min® (mg Protein)®). Uberraschend hoch hingegen war die
spezifische Aktivitat fir L-Phenylalaninbildung (10,7 umol min™* (mg Protein)™)
durch lIvE, die sogar die von L-Isoleucin Ubertraf. Die vergleichsweise geringe
Aktivitat mit der L-Tyrosinvorstufe 4-Hydroxy-phenylpyruvat (2,4 umol min™ (mg
Protein)™) ist auf die Hydroxylgruppe am aromatischen Ring des Substrates

zurickzufiuhren.

Um zu Uberprifen, inwieweit es sich bei der Transaminierung von 2-Keto-
buttersaure zu a-Aminobuttersdure um eine Nebenreaktion von lIVE handelt,
wurde die Substrataffinitat (Ky-Wert) des Enzyms zu den Vorstufen der drei
verzweigtkettigen Aminosauren und 2-Keto-buttersdure in Abhangigkeit des

Aminodonors L-Glutaminsaure bestimmt (Tabelle 5).

Tab. 5: Ku-Werte verschiedener Aminosaurevorstufen fur lIVE in
Abhé&ngigkeit des Aminodonors L-Glutaminséure

Substrate Ku-Werte
(gebildete Aminosaure) [mM]

2-Keto-iso-capronsaure
(L-Leu) 0,15

3-Methyl-2-keto-valeriansaure
(L-lle) 0,23

2-Keto-iso-valeriansaure
(L-Val) 0,63

2-Keto-buttersaure
(a-Aminobuttersaure) 1,42

Die Transaminase IlVE besitzt die hochste Affinitdt zu den strukturell sehr
ahnlichen Vorstufen von L-Leucin und L-Isoleucin (0,15 mM bzw. 0,23 mM).
Etwa dreimal so hoch ist der Ky-Wert fur die L-Valinvorstufe 2-Keto-iso-
valeriansaure (0,63 mM). Der im Vergleich zu diesen Konzentrationen hohe Ky-

Wert fiur 2-Keto-buttersdure von 1,42 mM bestatigt, dass es sich bei der
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Umsetzung zu a-Aminobuttersdure nur um eine Nebenreaktion von IIVE
handelt.

In E. coli sind noch andere Transaminasen wie z. B. TyrB und AvtA, fir die es
im Genom von C. glutamicum keine homologen Gene gibt, an der Synthese der
verzweigtkettigen Aminosauren beteiligt (Jensen und Calhoun, 1981). Um nun
zu Uberprifen, inwieweit noch andere Enzyme in C. glutamicum an der
Transaminierung der Vorstufen von L-Leucin, L-Isoleucin und L-Valin in vivo
beteiligt sind, wurde der Aminosaurebedarf einer ilvE-Deletionsmutante
untersucht. Dazu wurde das Wachstum des C. glutamicum 13032 Wildtyps und
der C. glutamicum 13032 AilvE-Mutante auf CGXII-Minimalmedium Agarplatten
verglichen, denen die verzweigtkettigen Aminosauren in verschiedenen
Kombinationen zu einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt worden waren
(Abbildung 3).

wt
AilvE
s + IIe,Lé\u? . + lle,Leu L + lle,Val.— + Leu,Val-
Abb. 3: Bedarf verzweigtkettiger Aminoséauren von C. glutamicum 13032

AilvVE (unten) im Vergleich zu C. glutamicum 13032 wt (oben) auf

CGXIl-Minimalmedium
(Supplementierte Aminosauren wie angegeben, jeweilige Konzentration 1 mM)

Wie die Supplementationsversuche auf Minimalmedium zeigten, ist die ilvE-
Deletionsmutante auf die Zugabe von L-Leucin und L-Isoleucin angewiesen, um
auf dem Minimalsalzmedium CGXIl wachsen zu kdnnen. Die Transaminase IIVE
scheint somit in vivo das einzige Enzym zu sein, das den Transfer einer
Aminogruppe zu den entsprechenden Vorstufen katalysieren kann. Da die
Mutante in Abwesenheit von L-Valin im Vergleich zum C. glutamicum 13032
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Wildtyp immer noch wachsen kann, ist anzunehmen, dass noch mindestens

eine weitere Transaminase an der L-Valinsynthese in vivo beteiligt ist.

Um einen Eindruck davon zu bekommen, ob in vivo neben IIVE noch andere
Transaminasen in Abhangigkeit anderer Aminodonoren an der Synthese der
verzweigtkettigen Aminosduren beteiligt sind, wurden Aktivitatstests in
Rohextrakten durchgefihrt. Dabei wurde die Aktivitat in den Rohextrakten des
C. glutamicum 13032 Wildtyps und der C. glutamicum 13032 AilvE-Mutante fir
die Bildung von L-Leucin, L-Isoleucin, L-Valin und auch a-Aminobuttersaure
verglichen. In die Enzymtests wurde nicht nur L-Glutaminsdure, sondern auch
L-Alanin als Aminodonor eingesetzt, da bereits in Rohextrakten von
C. glutamicum der Nachweis einer Transaminase C-Aktivitat gelungen ist. Bei
solch einer Aktivitdt wird L-Alanin als Aminodonor fir die Umsetzung von
2-Keto-iso-valeriansaure zu L-Valin genutzt (Leyval et al.,, 2003). Diese
Transaminaseaktivitdt konnte aber bisher noch keinem Protein oder Gen
zugeordnet werden. Neben L-Glutaminsdure und L-Alanin kbnnen in Bakterien
auch L-Glutamin und L-Asparaginsaure als Aminodonoren in Trans-

aminierungsreaktionen fungieren (Campbell, 1956).

Pro cytoplasmatischem Extrakt wurden sechzehn Enzymtests durchgefihrt,
weil jeder Aminodonor jeweils mit den vier Aminoakzeptoren 3-Methyl-2-keto-
valeriansaure, 2-Keto-iso-capronsaure, 2-Keto-iso-valeriansaure und 2-Keto-
buttersdure getestet werden sollte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6
zusammengefasst. Mit den Aminodonoren L-Glutamin und L-Asparaginsaure
konnten in beiden Extrakten keinerlei Enzymaktivitdten nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass IIVE das einzige Enzym mit
Transaminase B-Aktivitdt in C. glutamicum ist, da es zu keiner Bildung
verzweigtkettiger Aminosauren im Extrakt der ilvE-Deletionsmutante kam. Wie
der Vergleich zeigte, wurde lediglich a-Aminobuttersaure neben IIVE von
mindestens einem weiteren Enzym aus 2-Keto-buttersaure mit L-Glutaminséure
als Aminodonor gebildet. Mit Rohextrakten beider Stamme kam es hingegen
zur Synthese von L-Isoleucin, L-Valin und a-Aminobuttersaure, wenn L-Alanin
als Aminodonor zur Verfigung stand. Die durch Leyval et al. (2003)

beschriebene Existenz von mindestens einem Enzym mit Transaminase C-
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Aktivitat wird also durch dieses Ergebnis bestétigt. Lediglich eine L-Leucin-
synthese lieR sich in keinem der Extrakte nachweisen. Die Aktivitdt der
L-Alanin-abh&ngigen L-Isoleucinsynthese blieb weit hinter derjenigen der
L-Glutamat-abhéngigen zurtick. Wie die Agarplattentests gezeigt haben, reicht
diese Aktivitat auch nicht aus, um den Verlust der IlVE-Aktivitat fur die

L-Isoleucinsynthese zu komplementieren.

Tab. 6: Transaminaseaktivitdten im Rohextrakt von C. glutamicum 13032
Wildtyp und C. glutamicum 13032 AilvE

Amino- Aminoakzeptor / C. glutamicum C. glutamicum

: R 13032 Wildtyp 13032 AilvE
donor (gebildete Aminosaure) spez. Aktivitat [nU mg™?]  spez. Aktivitat [mU mg™]

2-Keto-iso-capronsaure

(L-Leu) 44 <1
3-Methyl-2-keto-
valeriansaure, (L-lle) 38 <1
L-Glutamin-
saure 2-Keto-iso-valerian-
saure, (L-Val) 24 <1
2-Keto-buttersaure
(a-Aminobuttersaure) 61 18
2-Keto-iso-capronsaure
(L-Leu) <1 <1
3-Methyl-2-keto-
valeriansaure, (L-lle) 5 3
L-Alanin

2-Keto-iso-valerian-
saure, (L-Val) 19 16

2-Keto-buttersaure
(a-Aminobuttersaure) 49 26

Die Messungen wurden zweimal mit einer Abweichung von < 12 % durchgefuhrt

Obwohl eine Transaminaseaktivitat mit L-Glutamin und L-Asparaginsaure nicht
nachgewiesen werden konnte, kann eine Verwendung dieser Aminodonoren in
Transaminierungsreaktionen grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden.
Grund dafir ist, dass Uber die Expressionslevel der einzelnen Gene, die an der

Biosynthese verzweigtkettiger Aminosauren beteiligt sind, nichts bekannt ist.
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1.2 Identifizierung der Alanin-Valin-Transaminase A VtA

Ziel der weiteren Untersuchungen war es, die Transaminase zu identifizieren,
die fur die L-Alanin-abhangige Bildung von L-Isoleucin und L-Valin im
C. glutamicum Rohextrakt verantwortlich ist. Allerdings fuhrten weder
Datenbankanalysen mit BLASTP noch der direkte Vergleich aller zwanzig
putativen Transaminasen aus C. glutamicum mit bekannten Transaminase C-
Sequenzen aus E. coli (Wang et al., 1987a) oder S. typhimurium (Berg et al.,
1983) zur Identifikation einer solchen Transaminase. Da diese Enzyme mit
Transaminase C-Aktivitat keinem Biosyntheseweg direkt zugeordnet werden
konnen, konnte auch die Analyse des genomischen Kontextes mit ERGO keine
Hinweise liefern. Aus diesem Grunde wurden alle zwanzig potentiellen
Transaminasen in Abhéangigkeit von L-Alanin auf die Bildung der
verzweigtkettigen ~ Aminosauren  und  a-Aminobuttersdure  mit  den
entsprechenden a-Ketoséuren getestet. Im Zuge dieser Untersuchung konnte
als einziges Genprodukt das von NCgl2510 als Transaminase identifiziert
werden, das mit L-Alanin- und nicht mit L-Glutaminsaure die verzweigtkettigen
Aminosauren und a-Aminobuttersdure synthetisiert. Zur Charakterisierung
dieses Enzyms wurden zunachst die spezifischen Aktivitdten mit isoliertem
Enzym bestimmt (Tabelle 7).

Tab. 7: Substratspektrum und spezifische Aktivitaten der durch NCgl2510
kodierten Transaminase AvtA

) spezifische Aktivitat*
Aminodonor Substrat  (Produkt)
[Umg™]
2-Keto-iso-capronséaure (L-Leu) 0,9
_ 3-Methyl-2-keto-valeriansaure (L-lle) 3,7
L-Alanin
2-Keto-iso-valeriansaure (L-Val) 18,2
2-Keto-butyrat (a-Aminobuttersaure) 27,5

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhéngigen Messungen
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Auffallig sind die sehr hohen spezifischen Aktivitaten fir die L-Valin- und die a-
Aminobuttersdure-Bildung (18,7 bzw. 27,5 pmol min® (mg Protein)™).
AulRerdem konnten geringe Aktivitaten fur die Synthese von L-Leucin und
L-Isoleucin ermittelt werden (0,9 bzw. 3,7 pmol min? (mg Protein)?). Die
L-Alanin-abhéngige L-Leucinbildung ist wahrscheinlich zu gering, als dass sie
im Rohextrakt von C. glutamicum hatte nachgewiesen werden kénnen. Sowohl
die Aktivitdt mit der L-Leucin- als auch mit der L-Isoleucinvorstufe reicht in vivo
aber nicht aus, um die Auxotrophie der ilvE-Deletionsmutante zu

komplementieren.

Aufgrund der a-Ketosaure- und Aminodonorspezifitdt und der hohen
spezifischen Aktivitat fur die L-Valin Synthese ist zu vermuten, dass es sich bei
dem NCgI2510-Genprodukt um die Transaminase handelt, die der im Rahmen
dieser Arbeit gemessenen und von Leyval et al. (2003) beschriebenen
Transaminase C-Aktivitat im Rohextrakt von C. glutamicum entspricht. Deshalb
wird dieses Enzym im Folgenden als AvtA (Alanin-Valin-Transaminase) oder
Transaminase C bezeichnet. Eine auf Sequenzvergleichen beruhende
Annotation (ERGO) sagte fiir AvtA urspringlich eine Funktion als L-Aspartat-
Transaminase voraus. Eine Aktivitdt mit der Vorstufe Oxalacetat konnte in
Abh&ngigkeit keines Aminodonors in den Enzymtests beobachtet werden. Dies
unterstreicht die Schwierigkeit, Transaminasen alleine aufgrund von
Sequenzhomologien und struktureller Ahnlichkeit zu bereits bekannten

Enzymen eine Funktion zuzuordnen (Jensen, 1976).

Verglichen mit den Ky-Werten von IlVE hat AvtA eine eher geringe
Substrataffinitat zu den Vorstufen der drei verzweigtkettigen Aminosauren
(Tabelle 8). Den niedrigsten Ky-Wert beziiglich dieser drei Substrate hat AvtA
fur 2-Keto-iso-valeriansaure (2,51 mM), fur dessen Umsetzung zu L-Valin die
Transaminase C auch die hochste Aktivitat zeigt (18,7 umol min™
(mg Protein)™). Weitaus niedriger ist die Affinitat zur L-Leucin-Vorstufe 2-Keto-
iso-capronsaure (16,84 mM). Wahrscheinlich aus diesem Grunde setzt AvtA
dieses Substrat nur mit einer spezifischen Aktivitat von 0,9 pmol min® (mg
Protein)™ um. Schon bei einer 2-Keto-buttersaurekonzentration von 0,6 mM ist

die halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit zu a-Aminobuttersaure erreicht.
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Tab. 8: Ku-Werte verschiedener Aminosaurevorstufen fur AvtA in
Abhangigkeit des Aminodonors L-Alanin

Substrat Ku-Werte
(gebildete Aminosaure) [mM]

2-Keto-iso-capronsaure

(L-Leucin) 16,84
3-Methyl-2-keto-valeriansaure 352
(L-I1soleucin) !
2-Keto-iso-valeriansaure

(L-Valin) 2,51
2-Keto-butterséure

(a-Aminobuttersaure) 0,60

Um zu Uberprifen, ob AvtA auch in vivo die einzige Transaminase ist, die
L-Alanin-abhéngig zur Synthese der verzweigtkettigen Aminosauren beitragt,
wurden Enzymtests mit cytoplasmatischem Extrakt einer avtA-Deletionsmutante
durchgefuhrt und die ermittelten spezifischen Aktivitaten mit denen des Extrakts
des Wildtyps verglichen (Tabelle 9). Wie die Ergebnisse zeigen, ist in dieser
Mutante keine Bildung der drei Aminosauren mehr mdglich, wenn lediglich
L-Alanin als Aminodonor zur Verfigung steht. Im Rohextrakt konnte hingegen
immer noch o-Aminobuttersaure nachgewiesen werden. Es gibt also noch
mindestens eine weitere Transaminase, die eine Aminogruppe von L-Alanin auf
2-Keto-buttersdure transferieren kann. Die L-Glutaminsdure-abhangige
Synthese der drei Aminosauren bleibt durch die Deletion von avtA unverandert.
Auch in vivo kann AvtA diesen Aminodonor also nicht nutzen. Eine in E. coli
durch Transposonmutagenese konstruierte avtA—ilvE—Doppelmutante ist im
Gegensatz zu einer ilvE—Einzelmutante auxotroph fur L-Valin (Whalen und
Berg, 1982).
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Tab. 9: Transaminaseaktivitdten im Rohextrakt von C. glutamicum 13032
Wildtyp und C. glutamicum 13032 AavtA

Amino- Aminoakzeptor / C. glutamicum C. glutamicum

: RS 13032 Wildtyp 13032 AavtA
donor (gebildete Aminosaure) spez. Aktivitat [mU] spez. Aktivitat [mU]

2-Keto-iso-capronsaure

(L-Leu) 44 45
3-Methyl-2-keto-
valeriansaure, (L-lle) 38 35
L-Glutamin-
saure 2-Keto-iso-valerian-
saure, (L-Val) 24 21
2-Keto-buttersaure
(a-Aminobutterséure) 61 55
2-Keto-iso-capronsaure
(L-Leu) <1 <1
3-Methyl-2-keto-
valeriansaure, (L-lle) 5 <1
L-Alanin

2-Keto-iso-valerian-
saure, (L-Val) 19 <1

2-Keto-buttersaure
(a-Aminobuttersaure) 49 35

Die Messungen wurden zweimal mit einer Abweichung von < 12 % durchgefiihrt

Um zu uberprifen, inwieweit sich das Substratspektrum dieser beiden
Transaminasen auch in C. glutamicum in vivo Uberschneidet, wurde das
Wachstum einer AavtA-Mutante, einer AilvE-Mutante und einer AavtA AilvE-
Doppelmutante mit dem C. glutamicum 13032 Wildtyp auf CGXII-
Minimalmedium-Agarplatten verglichen (Abbildung 4).



ERGEBNISSE 47

Abb. 4: L-Valinbedarf von C. glutamicum wt, C. glutamicum AavtA, C.
glutamicum AilvE und C. glutamicum AavtA AilvE auf CGXII-
Minimalmedium + 1 mM L-Leu, L-lle

Die C. glutamicum AavtA—Mutante zeigte auf Minimalmedium keine
Auxotrophie fur L-Leucin, L-Isoleucin (nicht gezeigt) und L-Valin. Eine
AavtA AilvE-Doppelmutante von C. glutamicum konnte hingegen nicht mehr
ohne L-Valin-Supplementation wachsen. Die AvtA—Aktivitdt macht also das

Wachstum der AilvE-Mutante auf Minimalmedium ohne L-Valin mdglich.

1.3 lIdentifizierung der Transaminase AroT fur die S  ynthese

aromatischer Aminosauren

Die Inaktivierung von NCgl0215 im Hintergrund einer ilvE-Inaktivierungsmutante
von C. glutamicum resultierte Uberraschenderweise in einer Auxotrophie fur
L-Leucin, L-Isoleucin und L-Phenylalanin (McHardy et al., 2003). Aus diesem
Grunde wurde dieses Enzym von den Autoren als Pat-Transaminase
(Phenylalanine-aminotransferase) bezeichnet. In der ERGO-Datenbank ist
diese Transaminase aufgrund hoher Sequenzhomologie zu HisC aus E. coli
(Mizuguchi et al., 2003) als L-Histidinol-phosphat-Transaminase annotiert. Zur
Erfassung des Substratspektrums und zur Bestimmung von spezifischen
Aktivitaten wurden deshalb wiederum Enzymtests mit aufgereinigtem Protein
durchgefuhrt (Tabelle 10).
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Tab. 10: Substratspektrum und spezifische Aktivitaten von AroT/Pat
(Aminodonor L-Glutaminsaure bzw. L-Histidinol-phosphat)

spezifische Aktivitat*
Substrat (Produkt)

[Umg™]

2-Keto-iso-capronsaure (L-Leu) 1,3
2-Keto-iso-valeriansaure, (L-Val) <0,1
a-Keto-glutarsaure (L-Glu)
(mit L-Histidinol-phosphat)

Phenylpyruvat (L-Phe) 13,6
4-Hydroxy-phenylpyruvat (L-Tyr) 8,8
2-Keto-buttersaure (a-Aminobutterséure) 1,1

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhéngigen Messungen

Im Rahmen der Untersuchungen erwies sich Pat als L-Glutaminsaure-
abhangige Transaminase, fur die keine Aktivitat mit L-Histidinol-phosphat
nachweisbar war. Mit diesem Enzym konnten die hdchsten spezifischen
Aktivitaten fur die Synthese von L-Phenylalanin und L-Tyrosin bestimmt werden
(13,6 bzw. 8,8 pmol min' (mg Protein)!), was die aus den
Inaktivierungsexperimenten geschlussfolgerte Beteiligung an der in vivo-
Synthese von L-Phenylalanin bestatigt. In E. coli ist die Transaminase TyrB
neben IIVE an der Synthese von L-Phenylalanin und L-Tyrosin beteiligt (Powell
und Morrison 1978b). Ein direkter Vergleich der Aminoséduresequenzen von Pat
und TyrB aus E. coli zeigte allerdings keinerlei Homologien zwischen beiden
Proteinen. Da den aromatischen und verzweigtkettigen Aminosduren ein
hydrophober Charakter gemein ist, lag es nahe, Pat auch auf eine Aktivitat mit
den Vorstufen der verzweigtkettigen Aminosauren und auch 2-Keto-buttersaure
zu testen. Mit 3-Methyl-2-keto-valeriansaure (L-1le) war Uberhaupt keine und mit
2-Keto-iso-valeriansaure (L-Val) nur eine sehr geringe Enzymaktivitdt von
< 0,1 pmol min™* (mg Protein)™® messbar. Fiir die L-Leucinvorstufe 2-Keto-iso-
capronsaure hingegen konnte eine im Vergleich dazu sehr hohe spezifische
Aktivitat von 1,3 pmol min (mg Protein)™* bestimmt werden. Ahnlich hoch ist

die spezifische Aktivitat fir die Bildung des Nebenproduktes a-Aminobutter-
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saure (1,1 umol min™ (mg Protein)™). Die Transaminase TyrB aus E. coli besitzt
ebenfalls fir L-Leucin als einzige der drei verzweigtkettigen Aminosauren eine
Spezifitat (Powell und Morrison, 1978a). In E. coli kann die TyrB-Aktivitat
bezuglich des L-Leucin-Bedarfs sogar den Verlust der IlVE-Aktivitat in vivo
komplementieren, so dass dieser Stamm nur eine L-Isoleucin-Auxotrophie zeigt
(Gelfand und Steinberg, 1977). Wie die in vivo Experimente mit der ilvE-
Deletionsmutante (phanotypische Charakterisierung auf Agarplatten, Roh-
extrakt-Enzymtests) zeigten, ist dies in C. glutamicum nicht der Fall (s. Seite 40
bzw. 42). Da das Substratspektrum von Pat nicht nur auf Phenylalanin
beschrankt ist, und die Bezeichnung TyrB auch nicht den Charakter dieses
Enzyms beschreibt, wird Pat im Folgenden treffender als AroT (,Aromatic amino

acid transaminase”) bezeichnet.

Um zu uberprifen, inwieweit der Verlust der AroT-Aktivitat alleine oder im
Hintergrund einer ilvE-Deletionsmutante auch zu anderen Phéanotypen als der
beobachteten L-Phenylalanin-Auxotrophie fuhrt, wurde das aroT-Gen in den
entsprechenden Stdmmen deletiert und das Wachstum auf CGXII-
Minimalmedium-Agarplatten mit dem C. glutamicum 13032 Wildtyp verglichen.
Wahrend die C. glutamicum AaroT-Mutante zum Vergleichstamm keinerlei
Phanotyp zeigte, konnte die AaroT-AilvE-Doppelmutante nur durch
Supplementation von L-Phenylalanin wie der Wildtyp wachsen (Daten nicht
gezeigt). Da eine L-Tyrosin-Zufuhr fir eine Kultivierung der Doppelmutante
nicht nétig war, muss es in C. glutamicum noch mindestens eine weitere

Transaminase mit L-Tyrosin-Spezifitat geben.

1.4 Identifizierung der L-Alanin-Transaminase AlaT mit breitem

Substratspektrum

Die drei Transaminasen IIVE, AvtA und AroT, die bisher im Rahmen dieser
Arbeit untersucht worden sind, transaminieren 2-Keto-buttersaure. Die
Aktivitatsmessungen in Rohextrakten machten deutlich, dass es neben IIVE und

AVtA noch weitere Enzyme geben muss, die in vivo o-Aminobuttersédure
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synthetisieren kdnnen. Da eine Reduzierung dieses bei der mikrobiellen L-Iso-
leucinsynthese anfallenden Nebenproduktes von groRem Interesse ist
(Morbach et al.,, 1996), wurden alle 20 Proteine mit allen 4 mdglichen
Aminodonoren auf eine Aktivitat mit 2-Keto-buttersaure getestet. Es zeigte sich,
dass neben IIVE, AvtA und AroT noch fir fanf weitere Enzyme eine

Nebenaktivitat mit diesem Substrat nachgewiesen werden konnte (Tabelle 11).

Tab. 11: Transaminasen neben IIVE, AvtA und AroT, die in vitro 2-Keto-
buttersdure zu a-Aminobuttersadure transminieren kdnnen

spezifische Aktivitat *

Enzym Aminodonor
[Umg ]

L-Glutaminséure <0,1
AraD L-Alanin <0,1
9 L-Asparaginsaure <0,1
L-Glutamin <0,1

NCgl0780 L-Glutaminséaure 0,2
L-Glutaminsaure <0,1
NCgl0462 L-Alanin <0,1
L-Glutamin <0,1

L-Glutaminséure 0,2
L-Alanin <0,1
NCgl2020 L-Asparaginsaure <0,1
L-Glutamin <0,1

NCgl2747 L-Glutaminséure 54

L-Alanin 3,0

L-Asparaginsaure 2,3

L-Glutamin 0,7

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhéngigen Messungen

Die Erkenntnis, dass acht verschiedene Enzyme, inklusive der beiden
Transaminasen IlVE und AvtA mit L-Isoleucin-Spezifitdt, auch in vivo an der
a-Aminobuttersaurebildung beteiligt sein kdnnten, macht eine Reduktion dieser
Substanz in C. glutamicum L-Isoleucinproduktionsstammen durch Deletion
einzelner Transaminase-Gene sehr unwahrscheinlich. Allerdings fiel das durch
NCgl2747 kodierte Enzym auf, das mit sehr hoher Aktivitat und allen vier
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verschiedenen Aminodonoren 2-Keto-buttersdure zu a-Aminobutterséure
transaminieren kann. Da auch in diesem Fall die Suche nach
Sequenzhomologien zu Enzymen mit ahnlicher Aktivitat erfolglos blieb, wurde
das Gen im C. glutamicum 13032 deletiert. Wie sich nach 48 stindiger
Inkubation zeigte, wuchs die Deletionsmutante schlechter als der Wildtyp
(Abbildung 5). Da die Zugabe von 1 mM L-Alanin jedoch ausreichte, damit die
Deletionsmutante wieder wie der Wildtyp wachsen konnte (Abbildung 5), ist
davon auszugehen, dass das durch NCgl2747 kodierte Enzym an der
L-Alaninsynthese in C. glutamicum beteiligt ist.

Abb. 5: Wachstumsvergleich C. glutamicum Wildtyp und C. glutamicum
ANCqI2747 auf CGXII-Minimalmedium ohne (links) und mit
(rechts) 1 mM L-Alanin

Bei Enzymtests mit aufgereinigtem NCgl2747-Protein zeigte sich, dass dieses
Enzym ein sehr breites Substratspektrum hat. Sowohl L-Glutaminsaure (26,6
umol min™ (mg Protein)™), L-Asparaginséure (1,8 pmol min™ (mg Protein)™) als
auch a-Aminobuttersdure (8,4 umol min (mg Protein)™?) kénnen durch das
Enzym als Aminodonoren fir die Aminierung der L-Alaninvorstufe Pyruvat
genutzt werden. Die spezifische Aktivitdt von 26,6 U fir die Synthese von
L-Alanin mit L-Glutaminsaure ist der hochste Wert, der Uberhaupt mit einer
Transaminase aus C. glutamicum in in vitro-Enzymtests ermittelt werden
konnte. Aufgrund dieser Eigenschaften wird diese Transaminase im Folgenden

als AlaT (,Alanin-Transaminase"“) bezeichnet. Eine prokaryotische L-Alanin-
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Transaminase wurde in Rohextrakten von E. coli zwar nachgewiesen, das
verantwortliche Gen oder das Transaminase-Protein selber aber nie naher
charakterisiert (Wang et al., 1987b)

Neben AlaT konnten nur mit der Transaminase AvtA L-Alanin-abhéngige
Enzymaktivitdten > 0,1 umol min® (mg Protein)™) bestimmt werden. Um zu
klaren, wie sich der Verlust der AvtA-Aktivitat im Hintergrund der C. glutamicum
AalaT-Mutante auswirkt, wurde das avtA-Gen in diesem Stamm deletiert. Diese
Transaminase-Doppelmutante konnte nicht mehr auf Agarplatten mit CGXII-
Minimalmedium ohne Supplementation mit 1 mM L-Alanin wachsen. Wie diese
L-Alanin-auxotrophe Mutante zeigt, sind in C. glutamicum also nur AlaT und

AVtA an der in vivo Synthese von L-Alanin beteiligt.

1.5 Identifizierung der L-Histidinol-Phosphat-Trans  aminase HisC

Um dem Genprodukt von NCgl2020, das im Zusammenhang mit der Suche
nach Transaminasen mit a-Aminobuttersaure-Spezifitdt identifiziert wurde (s.
Tab. 11) eine Funktion zuzuordnen, wurde zundchst dessen genomischer
Kontext untersucht. Das Gen NCgl2020 ist in einem Operon mit Genen des

L-Histidin-biosyntheseweges organisiert (Abbildung 6).

Abb. 6: L-Histidin-Operon in C. glutamicum
(1: hisl, PRPP-hydrolase, PRAMP-cyclohydrolase; 2: hisF, IGP-synthase UE1;
3: hisA, 5°-PRFAR-Isomerase; 4: hisH, IGP-synthase UE2; 5: hisB, IAP-
Dehydratase 6: NCgl2020; 7: hisD, HOL-dehydrogenase)

AulRer hisG, das fur die N"-5"-phosphoribosyl-ATP-transferase kodiert, sind alle
fur die Synthese von L-Histidin nétigen Gene in diesem Operon lokalisiert. Ein
ahnliches Operon ist auch im Genom von E. coli und S. typhimurium
beschrieben worden (Alifano et al., 1996). Auf dem Chromsom dieser beiden
Enterobakterien liegt das Gen hisC fir die L-Histidinol-phosphat-Transaminase
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HisC auch zwischen hisB und hisD. Aus diesem Grunde wurde NCgl2020 als
Transaminase mit HisC-Funktion annotiert. Eine Insertionsmutante zur
Inaktivierung dieses Gens war L-Histidin-auxotroph (McHardy et al., 2003), was
aber auch durchaus auf downstream-Effekte auf die stromabwarts gelegenen
his-Gene durch die Insertion des Plasmids zurlckzufihren sein konnte. Aus
diesem Grund wurde eine NCgl2020-Deletionsmutante konstruiert und deren
Wachstum mit dem C. glutamicum 13032-Wildtyp auf Agarplatten mit Minimal-
medium verglichen. Diese ANCgl2020-Mutante zeigte wie die Insertionsmutante
eine L-Histidin-Auxotrophie (Daten nicht gezeigt). Deshalb wird das Gen
NCgl2020 im Folgenden als hisC bezeichnet. HisC ist also in vivo die einzige
Transaminase, die die reversible Umsetzung von 3-(Imidazol-4-yl)-keto-propyl-
phosphat und L-Glutaminséure zu L-Histidinol-phosphat und 2-Keto-glutarsédure
katalysiert. Dies bestatigten die Enzymtests mit AroT, die eine Beteiligung

dieser Transaminase an der L-Histidin-biosynthese ausschlossen (s. Tab. 10).

Fur HisC aus Bacillus subtilis konnten Enzymaktivitdten mit den Vorstufen von
L-Phenylalanin und L-Tyrosin (Weigent und Nester, 1976) gemessen werden.
AulRerdem wurde fir das gleiche Enzym aus Zymomonas mobilis eine
Substratspezifiat fur L-Leucin beschrieben (Gu et al., 1996). In diesen
Experimenten erwies sich HisC stets als strikt L-Glutaminsaure-abhangiges
Enzym, obwohl auch mit den anderen drei moglichen Aminodonoren im
Rahmen der Suche nach a-Aminobuttersaure-spezifischen Transaminasen
Aktivitaten mit HisC gemessen werden konnten (s. Tab. 11). Um zu Uberprufen,
inwieweit auch HisC aus C. glutamicum Uber ein breites Substratspektrum
verfugt, wurden Enzymtests mit aufgereinigtem Protein durchgefihrt
(Tabelle 12).
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Tab. 12: Substratspektrum und spezifische Aktivitaten von HisC
(Aminodonor L-Glutaminsaure bzw. L-Histidinol-phosphat)

spezifische Aktivitat*
Substrat (Produkt)

[Umg]
a-Keto-glutarséure (L-Glu) (mit L-Histidinol-phosphat) 2,8
2-Keto-iso-capronsaure (L-Leu) 1,4
3-Methyl-2-keto-valeriansaure, (L-lle) ---
2-Keto-iso-valeriansaure, (L-Val) ---
Phenylpyruvat (L-Phe) 15
4-Hydroxy-phenylpyruvat (L-Tyr) 0,5
2-Keto-butterséure (a-Aminobutterséaure) 0,2

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhéngigen Messungen

Die hochste spezifische Aktivitdt war mit L-Histidinol-phosphat bestimmbar (2,8
pumol min™® (mg Protein)™). Die von Weigent und Nester (1976) fiir HisC aus B.
subtilis beschriebene Aktivitdat mit L-Phenylpyruvat und 4-Hydroxy-phenyl-
pyruvat war ebenfalls nachweisbar (1,5 bzw. 0,5 umol min™ (mg Protein)™). Wie
HisC aus Z. mobilis setzte HisC aus C. glutamicum 2-Keto-iso-capronsaure zu
L-Leucin um. Die Transaminierung der sehr ahnlichen Vorstufen fir L-Iso-leucin
und L-Valin konnte HisC interessanterweise nicht katalysieren. Dies ist umso
erstaunlicher, wenn man berlucksichtigt, dass das Substrat L-Histidinol-
phosphat hingegen als sehr viel gréReres und geladenes Molekil von HisC

umgesetzt werden kann.

Fur eine nahere Charakterisierung dieses Enzyms wurden die Michaelis-
Menten-Konstanten (Ky-Werte) und die molekularen Aktivitaten (kca-Werte) fur
einige Substrate bestimmt (Tabelle 13).

Fur HisC wurde der jeweilige Ky -Wert fur die Substrate L-Histidinol-phosphat,
L-Leucin und L-Phenylalanin berechnet. Bei L-Tyrosin scheiterte der
experimentelle Versuch zur Ermittlung des Ky -Wertes an der begrenzten
Loslichkeit der Aminoséaure im Enzymtestpuffer.
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Tab. 13: Katalytische Parameter fir HisC mit einigen Substraten
K k Keat!/ K
Substrat M cal catt M
[mM] [s™] [M™*s7]
L-Histidinol-phosphat 0,89 £ 0,05 1,18 1330
L-Leucin 94 + 6,31 3,27 35
L-Phenylalanin 107 £ 11,35 4,21 39

Fur die Berechnung der Wechselzahlen fir L-Leucin und L-Phenylalanin
wurden die nach der Michaelis-Menten-Gleichung mit Microcal Origin
ermittelten Substrataffinitdten und maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten
zugrunde gelegt, die aufgrund der nicht ausreichenden Substratldslichkeit
experimentell nicht belegt werden konnten. Aus diesem Grunde ergaben sich
fur diese beiden Substrate hohere Wechselzahlen (3,27 bzw. 4,21 s%) als fir
L-Histidinol-phosphat (1,18 s™). Die gréRere Affinitat des Enzyms zu diesem
Substrat (0,89 mM) gegentber 94 mM und 107 mM fiur L-Leucin bzw. L-Phenyl-
alanin bewirkte wiederum, dass die katalytische Effizienz von HisC mit L-Histidi-
nol-phosphat (1330 M* s™) etwa vierzigmal héher war als mit den beiden
Aminosauren (35 bzw. 39 M* s™). Diese Ergebnisse zeigten, dass es sich bei
der Umsetzung von L-Leucin und L-Phenylalanin mit HisC nur um Neben-
aktivitaten dieser Transaminase handelt, wahrend L-Histidinol-phosphat das

Hauptsubstrat ist.

1.6 Charakterisierung weiterer Transaminasen aus

C. glutamicum

1.6.1 Identifizierung der L-Asparaginsaure-Transami  nase AspC

Im Folgenden sollte die L-Asparaginsaure-Transaminase identifiziert werden,
die fur die Synthese L-Asparaginsaure-abgeleiteter L-Aminosauren interessant
ist (Kalinowski et al., 2003). Solche strikt L-Glutaminsaure-abhangigen Enzyme
werden, basierend auf ihrer strukturellen Ahnlichkeit, nach Mehta et al. (1993)

zu den Klasse | - Transaminasen gezahlt. Neun der zwanzig als Transaminasen
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annotierten Enzyme aus C. glutamicum gehéren zu dieser Gruppe. Aufgrund
der Instabilitdt von Oxalacetat in L6sung wurde stets die Rickreaktion getestet,
das heif3t die Aktivitat mit den Substraten L-Asparaginsdure und a-Keto-
glutarsdure. Mit diesem Enzymtest wurde schlieBlich das durch NCgl0237
kodierte Protein als L-Asparaginsauretransaminase AspC identifiziert. Die

spezifische Aktivitat betrug 10,7 pmol min™ (mg Protein)™.

Wie sich herausstellte, wurde das Gen aspC bereits in einem japanischen
Patent zur L-Lysinproduktion zwar geschuitzt (Araki et al., 1998), Daten hierzu
wurden aber nie veroffentlicht. Eine fir AspC aus E. coli beschriebene Aktivitat
mit den Vorstufen der aromatischen Aminosauren L-Phenylalanin und L-Tyrosin
(Hayashi et al., 1993) konnte fir AspC aus C. glutamicum nicht nachgewiesen

werden.

1.6.2 Charakterisierung an der L-Lysin-Synthese bet  eiligter
Transaminasen

Die Transaminase DapC, aktiv in der L-Lysinsynthese, wurde durch
Aktivitatsbestimmungen in Rohextrakten charakterisiert (Hartmann et al., 2003).
Das Gen dapC ist im Genom von C. glutamicum zusammen mit anderen Genen
des L-Lysinbiosyntheseweges ganz ahnlich wie im eingehend beschriebenen
L-Lysin-Operon aus Bordetella pertussis organisiert (Fuchs et al., 2000). Das
Gen fur die Transaminase ArgD, verantwortlich flr die L-Argininsynthese,
wurde Uber die Position im L-Arginin-Operon entdeckt (Sakanyan et al., 1996).
Diese beiden Enzyme aminieren die strukturell verwandten Substrate
N-Succinyl-L,L-a,e-diaminopimelinsaure und N-Acetylornithin. In E. coli sind
beide Enzyme mit beiden Substraten aktiv, was die Annotation der
entsprechenden Gene erschwerte (Cox and Wang, 2001; Ledwidge and
Blanchard, 1999). Trotz Inaktivierung beider Gene in C. glutamicum konnte die
entsprechende Mutante ohne L-Lysin-Supplementation wachsen (Hartmann et
al., 2003), was auf eine weitere Transaminase mit Aktivitat in der Synthese
dieser Aminoséaure hindeutet. Aufgrund der Vermutung von Herrn Dr. Tauch
(Universitat Bielefeld), dass die Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutase

(HemL) auch N-Succinyl-L,L-a,e-diamino-pimelinsdure als Substrat nutzen
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konnte, wurden entsprechende Enzymtests durchgefuhrt. Der Hidden-Markov-
Modell-Analyse zufolge verfigt HemL ebenfalls Gber ein Transaminase-Motiv
(McHardy et al., 2003). Bei den Tests mit isoliertem DapC, ArgD und HemL-
Proteinen wurden N-Succinyl-L,L-a,e-diaminopimelinsdure und N-Acetylornithin
als Aminodonoren und o-Keto-glutarsdure als Aminoakzeptor eingesetzt
(Tabelle 14).

Tab. 14: Substratspezifitaten und spezifische Aktivitaten von DapC, ArgD

und HemL
Substrat
Enzym . _—
N-Succinyl-L,L-a,e-diamino- N-Acetviornithin
pimelinsaure y
DapC 1,2 <0,1
ArgD <0,1 6,4
HemL <0,1 <0,1

Die spezifischen Aktivitaten sind in pmol Aminosaure min™ (mg Protein)™ angegeben
Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhangigen Messungen

Die in vitro gemessenen Enzymaktivitaten bestatigen die DapC und ArgD
zugewiesene Rolle im Metabolismus von C. glutamicum und zeigen auch, dass
beide Enzyme das jeweils andere Substrat nutzen kénnen. Auch HemL kann
beide Substrate mit einer kaum nachweisbaren Aktivitat (< 0,1 umol min™ (mg
Protein) nutzen. Inwieweit HemL auch in vivo an der Synthese von L-Lysin

beteiligt ist, missen zukunftige Studien zeigen.

1.7 Cystein-Desulfurasen

Bei der Affinitatschromatographie zur Proteinaufreinigung erschienen die
Genprodukte von NCgl1022, NCgl1184 und NCgl1500 auf den StrepTactin®-
Sepharose®-Affinitatsaulen gelb-griin. Die durch die anderen 17 Gene kodierten
Proteine waren hingegen stets farblos. Ein Vergleich der Absorptionspektren

dieser drei Proteine mit dem Absorptionsspektrum anderer Transaminasen und
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ungebundenem Cofaktor PLP zeigte, dass die Farbigkeit auf PLP beruht.
Wahrend keine der anderen Transaminasen nach der Affinitatschromatographie
PLP im aktiven Zentrum gebunden hat, scheint die prosthetische Gruppe bei
diesen drei Proteinen besonders gut im aktiven Zentrum stabilisiert zu sein und

die gelb-griine Farbe zu bewirken.

Von den zwanzig potentiellen Transaminasen aus C. glutamicum sind diese
drei PLP-abhangigen Enzyme die einzigen Vertreter der Klasse IV-Trans-
aminasen (McHardy et al., 2003). Zu dieser Gruppe gehoren vor allem
Phosphoserin-Transaminasen und die nicht zu den Transaminasen zahlenden
Cystein-Desulfurasen (Mehta et al., 1993). Die Identitdt der Phosphoserin-
Transaminase SerC aus C. glutamicum scheint geklart, da eine Transposon-
Insertion im Promotorbereich des als Transaminase annotierten Gens
NCgl0794 eine L-Serin-Auxotrophie bewirkte (Peters-Wendisch et al., 2005).
Die Analyse des genomischen Kontextes der Gene fur die drei gelb-griinen
Proteine deutete auf eine mogliche Verbindung zu FeS-Komplexen hin. Das
Gen NCgl1022 scheint in einem Operon mit dem Gen fur die NAD'-
Pyrophosphorylase in der Nicotinamid-Synthese organisiert, und NCgl1184 ist
wahrscheinlich Bestandteil einer Transkriptionseinheit, deren Produkte am
Elektronentransport beteiligt sein konnten. Am direkten Aufbau von FeS-
Clustern konnte das durch NCgl1500 kodierte Protein beteiligt sein, da
NCgl1500 in einem Operon mit iscU lokalisiert zu sein scheint. Das durch iscU
(iron-sulfur cluster) kodierte FeS-Bindeprotein interagiert direkt mit einer
Cystein-Desulfurase und ist fur die Synthese solcher FeS-Cluster essentiell
(Hoff et al., 2000, Zheng et al., 1993). Cystein-Desulfurasen [E.C. 2.8.1.7] als
PLP-abhangige Enzyme spielen beim Aufbau solcher Komplexe eine wichtige
Rolle, da bei der durch diese Enzyme Kkatalysierten L-Cystein-Spaltung
Schwefel in Form eines Enzym-Cysteinyl-persulfid-Intermediats entsteht. Dieser
Schwefel wird dann fir den Aufbau von FeS-Clustern oder zur Synthese
schwefelhaltiger prosthetischer Gruppen, wie z. B Thiaminpyrophosphat und

Liponsaure genutzt (Mihara und Esaki, 2002).

Um die drei Proteine auf eine Cystein-Desulfurase Aktivitat hin zu tUberprifen,
wurden Enzymtests durchgefuhrt. Neben der Entwicklung eines stark
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schwefeligen Geruchs konnte eine L-Alaninbildung durch NCgl1022 und
NCgl1500 beobachtet werden, was ihre Identitat als Cystein-Desulfurase
bestétigt. Die anhand des entstehenden L-Alanins berechneten spezifischen
Aktivitaten betrugen 0,04 bzw. 0,35 pmol L-Alanin min™ (mg Protein)™. Das Gen
NCgl1500 wird im Folgenden als sufS bezeichnet. Obwohl die Funktion von
NCgl1184 zunéachst offen bleibt, da das Genprodukt keinerlei Aktivitat in den
Cystein-Desulfurase-Tests zeigte, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich auch

bei diesem Enzym nicht um eine Transaminase handelt.

1.8 Potentielle Transaminasen mit ungeklarter Aktiv  itat

Weder Sequenzvergleiche noch Analysen des genomischen Kontextes konnten
Hinweise auf die Aufgabe der durch NCgl0780, NCgl2355 und NCgl2491
kodierten Proteine im Metabolismus von C. glutamicum liefern. Aus diesem
Grunde sollten zunachst alle drei Gene jeweils einzeln im C. glutamicum-

Wildtyp deletiert werden.

Wahrend es im Falle der Gene NCgI2355 und NCgl2491 gelang, die ent-
sprechenden Deletionsmutanten zu konstruieren, war die Deletion von
NCgl0780 erfolglos. Fir etwa 200 Klone mit vermuteter Deletion dieses Gens
konnte mit Hilfe der PCR nur jeweils die Wildtypsituation festgestellt werden.
Schliel3lich gelang aber die Inaktivierung von NCgl0780 durch Insertion von
pk18mob-0780 in den NCgl0780-Genort. Fur die beiden Deletionsmutanten
C. glutamicum A2355 und C. glutamicum A2491 war auf Minimalmedium-Agar-
platten kein phanotypischer Unterschied sichtbar, wahrend die Insertions-
mutante C. glutamicum 13032::pk18mob-0780 gar nicht mehr auf Minimal-
medium wachsen konnte. Erst nach einer 48-stindigen CgXIlI-Flussigmedium-
Vorkultur wurde ein geringer Wachstumsunterschied zum Wildtyp fur
C. glutamicum A2355 und C. glutamicum A2491 in einer CgXll-Hauptkultur
deutlich. Fur keine der drei Mutanten war der Wachstumsdefekt durch Zugabe
der 20 proteinogenen Aminosauren oder D-Alanin und D-Glutaminsaure
supplementierbar. Die Funktion dieser drei Gene bleibt somit weiterhin offen.
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2. Aufklarung der dreidimensionalen Struktur der

L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC

Sowohl die Transaminase fur die aromatischen Aminosauren AroT, als auch die
L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC konnten in Abhangigkeit des
Aminodonors L-Glutaminsaure in Enzymtests die Bildung von L-Leucin
katalysieren. Wahrend flur AroT zusatzlich eine kaum nachweisbare Aktivitat mit
der L-Valinvorstufe 2-Keto-iso-valeriansaure nachgewiesen werden konnte,
erwies sich HisC in Bezug auf die Synthese verzweigtkettiger Aminosauren als
strikt L-Leucin-spezifisch. Um einen Einblick in die Substraterkennung und den
Reaktionsmechanismus dieser beiden Transaminasen gewinnen zu koénnen,
sollten Strukturmodelle mit Hilfe rdontgenkristallographischer Untersuchungen
erstellt werden. Dazu mussten die Proteine zunéchst in konzentrierter und
hochreiner ~ Form  prapariert werden. Sich daran anschlieRende
Kristallisationsexperimente und réntgenkristallographische Analysen sollten die
notigen Informationen zur Berechnung der Elektronendichtekarten liefern, auf
deren Basis dann Proteinstrukturmodelle berechnet werden kénnen. Anhand
dieser Modelle sollten Aminosauren im aktiven Zentrum identifiziert werden,

deren Mutation Aufschluss tber ihre Bedeutung fur die Katalyse geben soll.

2.1 Heterologe Genexpression und Proteinpraparation fur die

Kristallisationsexperimente

Fur die heterologe Expression in E. coli wurden zunachst die Stamme E. coli
DH5aMCR pJMaroT und E. coli DH5aMCR pJMhisC eingesetzt, die auch
schon im Rahmen der Funktionsaufklarung aller Transaminasen aus
C. glutamicum Verwendung fanden. Da sich aber der nicht abspaltbare Strep-
Tag 1I®, wie noch eingehend beschrieben werden wird, bei den Kristallisations-
und Roéntgenbeugungsexperimenten als stérend erwies, wurden noch andere

AroT- und HisC-Fusionsproteine synthetisiert. Dazu wurden die Vektoren
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pET28a(+) und pET22b(+) genutzt. Die Expression von aroT und hisC mit dem
pET28a(+)-Vektor resultierte in Fusionsproteinen mit einem N-terminalen
6XHis-Tag. Zwischen Protein und Tag war auflerdem eine Thrombin-
Erkennungsstelle lokalisiert, die eine Abspaltung des Tags im Anschluss an die
Proteinaufreinigung ermoglichte. Fusionsproteine, die das Ergebnis heterologer
Genexpression vom pET22b(+)-Vektor waren, verfugten Uber einen nicht-
abspaltbaren C-terminalen 6XHis-Tag. Ein Schema zum direkten Vergleich der
jeweils drei verschiedenen Fusionsproteine ist in Abbildung 7 dargestellt.

a. Fusionsproteine nach pASK-IBA-3C-Expression

b. Fusionsproteine nach pET28a(+)-Expression
N|  6xHis-Tag A AroT bzw. HisC C

Thrombinerkennungssequenz und Thrombinschnittstelle

C. Fusionsproteine nach pET22b(+)-Expression
Abb. 7: Schematische Darstellung von AroT- und HisC-Fusionsproteinen

nach heterologer Expression durch die Vektoren (a) pASK-IBA-
3C, (b) pET28a(+) und (c) pET22b(+) in E. coli

Die N-terminalen 6XHis-Tags der AroT- und HisC-Fusionsproteine, die aus der
Expression mit dem pET28a(+)-Vektor resultierten, wurden durch Thrombin
abgespalten. Dafur wurde zunachst sowohl die optimale Thrombinkonzentration
als auch die geringstmaogliche Inkubationszeit mit diesem Enzym bestimmt, um
die Entstehung unerwiinschter Spaltprodukte zu minimieren. Die Kontrolle der
verschiedenen Ansatze zur Optimierung der 6XHis-Tag-Proteolyse erfolgte
Uber SDS-PAGEs (Abbildung 8). Getestet wurden Thrombinkonzentrationen
von 0,005 U — 0,04 U pro 10 ug eingesetztem Protein und eine Inkubationszeit
von 2 und 18 Stunden (Spuren 1-5 bzw. Spuren 7-11). Der Vergleich mit den
Negativkontrollen ohne Thrombin (Spuren 1 und 7, Pfeile 1) zeigte, dass
kleinere Spaltprodukte entstanden, deren Grol3e jeweils der Proteingrof3e ohne
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6XHis-Tag entsprach (Spuren 2—6 und 8-11, Pfeile IlI). Beide Fusionsproteine
exponieren die Thombinerkennungssequenz also so, dass der 6XHis-Tag abge-

spalten werden kann.

AroT B 9 10 11

K\

31 kDa

1 2 5 7
T == o
| | /" 36,5 kDa |

AW
21 kDa

1 6 7 .8 ‘9-%%
b Sl Ve

31kDa
21 kDa

Abb. 8: 6XHis-Tag-Abspaltung von den AroT- und HisC-Fusionsproteinen

durch Thrombin

(1: 2h,Negativkontrolle; 2: 2h,0,04 U; 3: 2h,0,02 U; 4: 2h,0,01 U; 5: 2h,0,005 U;
6: Standard; 7: 18h,Negativkontrolle; 8: 18h,0,04 U; 9: 18h,0,02 U; 10:
18h,0,01 U; 11: 18h,0,005 U)

Allerdings kam es sowohl fur AroT als auch fur HisC zu einer Akkumulation von
Nebenprodukten, obwohl eine Analyse beider Proteinsequenzen vor der
Klonierung in den pET28a(+)-Vektor die Existenz keiner internen Thrombin-
schnittstellen angezeigt hatte. Die Nebenprodukte sind wahrscheinlich auf
suboptimale Thrombinschnittstellen innerhalb der Proteine zurtickzufuhren.

Bei der Transaminase AroT war eine grof3e Menge dieser Kkleineren
Spaltprodukte (Spur 5, Pfeile 1ll) schon nach zwei Stunden bei der geringsten

eingesetzten Thrombinmenge von 0,005 U nachweisbar. Nach 18 Stunden
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Inkubation und bei Thrombinmengen zwischen 0,01-0,04 U konnte eine
vollstandige Spaltung des Ausgangsproteins beobachtet werden. Dabei wurden
etwa 50 % des Gesamtproteins zu den kleineren Spaltprodukten weiter
abgebaut (Spuren 8-10). Das Gleiche galt auch fiir ein etwa 38 KDa grol3es
Nebenprodukt, das bei der Inkubation des 6XHis-Tag-Fusionsproteins von HisC
mit Thrombin (Spur 2, Pfeil IV; Spur 8 Pfeil V) entstand. Allerdings wurde dieses
Produkt wesentlich langsamer gebildet und war erst nach zwei Stunden
Inkubation bei der hochsten eingesetzten Thrombinmenge von 0,04 U sichtbar
(Spur 2, Pfeil 1V). Schon bei der geringsten Thrombinmenge im Testansatz war
der 6XHis-Tag nach zwei Stunden komplett abgespalten. Nach 18 Stunden
Inkubation hingegen konnte das 38 kDa grof3e, unerwiinschte Abbauprodukt
unabhangig von der eingesetzten Thrombinmenge stets auf der SDS-PAGE
nachgewiesen werden (Spur 8-11, Pfeil V). Auf Basis der Ergebnisse dieser
Experimente wurde der N-terminale 6XHis-Tag von HisC-Fusionsproteinen in
einem praparativen Ansatz mit 0,5 U Thrombin (mg Protein)™, ausgehend von
0,005 U Thrombin (10 pg Protein)™, in zwei Stunden abgespalten.

Nach der Beseitigung des biotinylierten Thrombins aus der Proteinlosung mit
Hilfe einer 50 % Streptavidin-Sepharose Suspension konnten die HisC-Proteine
ohne 6XHis-Tag weiterverwendet werden. Die HisC-Proteine verfugten lediglich
uber einen drei Aminosauren langen N-terminalen Uberhang, der sich durch die
Thrombin-katalysierte Proteinspaltung ergab (Sequenz: N-Gly-Ser-His-C).
Ausgehend von einer 500 ml-Kultur fr die Genexpression konnten je nach
Stamm und Protein 22 bis 31 mg hochreines Protein fur die Kristallisationstests

isoliert und prapariert werden.
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2.2 Proteinkristallisation von AroT und HisC

Da die Aufnahme von Rontgenbeugungsmustern von Proteinen in Ldsung
aufgrund zufélliger Orientierung der Proteinmolekile im dreidimensionalen
Raum nicht méglich ist, missen diese zunachst stets geordnet und exakt gleich
ausgerichtet werden. Dies geschieht wéahrend der Kristallisation, bei der die
Proteinléslichkeit in einer hoch geséttigten Proteinlésung durch die Zugabe von
Reagenzien stark herabgesetzt wird. Reagenzien, z. B. Salze oder Préazipitate
wie Polyethylenglykol (PEG), stéren die Protein-Losungsmittel-Interaktionen
und favorisieren thermodynamisch Protein-Protein-Wechselwirkungen. Weitere
Konzentrierung der Proteinldsung durch langsame Evaporation fuhrt schlief3lich
zur Bildung von Kristallen, in denen die Proteine absolut regelmafiig und gleich
ausgerichtet in einem dreidimensionalen Gitter angeordnet sind. Da die fur die
Kristallisation eines bestimmten Proteins bendtigten idealen Bedingungen, wie
z. B. die Reagenzienzusammensetzung, die Temperatur oder die Proteinkon-
zentration, nicht vorhersagbar sind, missen diese stets empirisch gefunden

werden.

In einer systematischen Suche wurden fir die AroT- und HisC-Proteine jeweils
etwa 500  verschiedene Kristallisationsbedingungen nach dem
Evaporationsprinzip getestet (McPherson, 1985). Dies geschah in 96-well
Microtiter-Platten, die von Hand oder mittels Roboter und kommerziell
erhaltlichen Kristallisations-Screens beschickt wurden. Dabei wurden fur AroT
zwei und fur HisC vier Bedingungen identifiziert, unter denen sich innerhalb von
2 bis 4 Tagen Mikrokristalle bilden konnten. Allerdings gelang die Kristallisation
nicht in Anwesenheit des Substrates L-Leucin. Durch Variation vieler
Parameter, wie z. B. des Puffer-pH-Wertes, des Salz-Typs, der Salzkonzen-
tration oder der Proteinkonzentration, wurde im Folgenden versucht, die Kristall-
bildung hin zu grof3eren Kristallen zu optimieren. Eine weitere Mdglichkeit der
Kristallisationsmodifizierung war die Zugabe von Reduktionsmitteln oder die
Variation der Kristallisationsmethode durch erhdhte Dehydrierung bereits
entstandener Proteinkristalle. Je ein Beispiel fiir optimierte Proteinkristalle von
AroT und HisC ist in den Abbildungen 9 und 10 dargestellt.
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Abb. 9:

Uneinheitliche AroT-Kristalle im
polarisierten Licht unter dem
Mikroskop (50x-Vergrol3erung)

(27 % PEG 10.000; 0,2 M Na-acetat;
0,1 M Na-dimethylarsensaure pH 6,7;
Proteinkonzentration: 48 mg ml
AroT-Strep-Tag |1®-Fusionsprotein)

Abb. 10:

Dreieckig-bipyramidiale HisC-
Kristalle (0,3 x 0,05 x 0,05 mm) im
polarisierten Licht unter dem
Mikroskop (50x-Vergr.)

(9 % PEG 6.000; 1 M Li-acetat;

0,1 M 2-(N-Morpholino)ethan-
sulfonsaure (MES) pH 5,8 — 6,2;
Proteinkonzentration: 12 mg ml™;
HisC-Strep-Tag I1°-Fusionsprotein)

Zunachst gestaltete sich die Kristalloptimierung als sehr schwierig, da es mit
keinem der AroT- und HisC-Kristalle in ersten Tests mit einer Mikrofocus-
Rontgenquelle am Karolinska Institutet (Stockholm, Schweden) zur Streuung
von Rontgenstrahlen kam. Letztendlich gelang es aber, drei Kristallisations-
bedingungen fir HisC so weit zu verbessern, dass anhand der Kristalle die fur
die Berechnung einer Elektronendichtekarte nétigen Rontgenbeugungsdaten
gesammelt werden konnten. Die daflr verwendeten Bedingungen sind in

Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tab. 15: Erfolgreiche Kristallisationsbedingungen fur HisC-Proteine
Fusionsprotein Kristallisationsbedingungen Kristall
9 % PEG 6.000; 1 M Li-acetat ; dreieckig-
] 0,1 M MES pH 5,8 - 6,2; bipyramidial
A HisC-Strep-Tag II° , P _ L Py
Proteinkonzentration: 12 mg ml° 0,3 x 0,05 x 0,05 mm
20°C; 1-3 Tage (s. Abb. 10)
1,7 M (NH,)2SOy; 0,2 M LipSOy; L
stabférmig
i _ 0,1 M Tris pH 7;
B  HisC (kein Tag) 0,3 x 0,05 x 0,05 mm

Proteinkonzentration: 12 mg ml
20°C; 1-7 Tage

0,4 M NaH,POy; 1,6 M K;HPOy;
_ _ 0,2 M NacCl; 0,1 M Imidazol pH 6;
C  HisC (kein Tag) _ . . 0,3 x 0,05 x 0,05 mm
Proteinkonzentration: 12 mg ml™;

20°C; 1-7 Tage

stabférmig

2.3 RoOntgenbeugung, Datenauswertung und Modellierun g der
Strukturmodelle

Die Rontgenbeugungsdaten fir einen Kristall, der unter Kristallisations-
bedingungen A geziichtet wurde, wurden an der Beamline ID14-2 (A = 0,933 A)
der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich)
gesammelt (Tabelle 15). Die kristallographische Raumgruppe (,space group®),
die die Symmetrie der kleinsten Elementarzelle (,asymmetric unit cell*) im
Proteinkristall am besten beschrieb, war die Raumgruppe P3,21 (trigonale oder
rhombohedrale Geometrie). Die Abmessungen (,cell dimensions®) dieser
kleinsten Kristalluntereinheit im Kristall betrugen a = b = 102,3 A, ¢ = 140,1 A
mit y = 120 °. Insgesamt 202 RoOntgenbeugungsbilder wurden mit einem
Drehwinkel von jeweils 0,5 © gesammelt. Daraus resultierte ein Datensatz mit
insgesamt 266.411 Reflektionen (,reflections observed®), von denen 43.528
Reflektionen einzigartig (,reflections unique®) waren, d. h. aufgrund der
Symmetrie der Raumgruppe nicht mehrfach registriert wurden. Die

Vollstandigkeit (,completeness”) des Datensatzes mit 99,8 % gibt die Zahl der
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gemessenen Reflektionen im Verhaltnis zu den erwarteten Reflektionen bei
einer bestimmten Auflésung in Prozent an. Der Rmerge-Faktor ist ein Maf fur die
Ubereinstimmung aller identischen Reflektionen, die in den unterschiedlichen
Rontgenbeugungsbildern bestimmt werden konnten. Je kleiner der Wert, umso
groRer die Ubereinstimmung der identischen Reflektionen. Ein Proteinstruktur-
modell auf Basis der Daten wurde mittels ,molecular replacement” berechnet
(Drenth, 2006). Dafir wurde das Modell der L-Histidinol-phosphat-
Transaminase HisC aus Thermotoga maritima (PDB-Eintrag 1UU1; Fernandez
et al., 2004) als Vorlage verwendet, das 34 % Aminosauresequenzidentitat mit
HisC aus C. glutamicum hat. Die Mal3e der Elementarzelle, zusammen mit der
Kenntnis des Wassergehalts des Kristalls (53,2 %), lie3en auf das Vorliegen
eines Dimers in der kleinsten Kristalluntereinheit schlie3en. Die Analyse der
Elektronendichtekarte zeigte allerdings keinerlei Elektronendichte fur den
Cofaktor PLP im aktiven Zentrum. Aus diesem Grund wird das Strukturmodell
fur dieses HisC-Apoprotein im Folgenden als Apo-HisC-Struktur bezeichnet.
Insgesamt gesehen war die Elektronendichtekarte von so guter Qualitat, dass
die Aminoséauresequenz von HisC direkt hinein modelliert werden konnte. Am
C-terminalen Ende beider Monomere wurde noch eine Elektronendichte
identifiziert, in die sieben Aminosaurereste des Strep-Tag II® hinein ,passten®.
Die Position des Strep-Tag II® im Raum war fir beide Monomere allerdings
nicht identisch. Aul3erdem waren die sieben Aminoséuren Teil der Konformation
zwischen den Monomeren benachbarter Kristalluntereinheiten und somit an der
Packung der Proteine im Kristall beteiligt. Insgesamt 238 Wassermolekile
waren proteinassoziiert. Das fertige Modell fir Apo-HisC hatte einen Reyys-Wert
von 21,5 %, der ein statistisches MaR fir die Ubereinstimmung des
kristallographischen Modells mit den Réntgenbeugungsdaten darstellt. Je

geringer dieser Wert, umso besser das Modell.

Mit Kristallen, die unter den Bedingungen B und C gezichtet wurden, konnte
jeweils ein Datensatz an der ID23-1 beamline am ESRF (A = 0,939 A)
gesammelt werden (Tabelle 15). Beide Kristalle gehéren zur Raumgruppe C2
(monoklin-sphenoidisch). Die Dimensionen der Elementarzelle betrugen fur den
Kristalltyp B: a = 1953 A, b = 855 A, ¢ = 89,4 A, B = 93,6° und fir den
Kristalltyp C: a = 191,8 A, b = 80,0 A, ¢ = 88,5 A, B = 94,8°. Fiir den Kristall B-
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Datensatz konnte eine maximale Auflésung von 1,8 A, fiir den von Kristall C
eine maximale Auflésung von 2,1 A erreicht werden. Als Vorlage fiir das
.molecular replacement* mit den beiden Datensétzen wurde das Apo-HisC-
Strukturmodell verwendet. Dabei wurde deutlich, dass in beiden Kristallen drei
statt zwei Monomere in Elementarzelle vorlagen. Wahrend zwei Monomere ein
Dimer bildeten, formte das dritte Monomer mit einem Proteinmolekul der
nachsten kleinsten Kiristalleinheit ein Dimer. Die Analyse der
Elektronendichtekarte zeigte fir den vom Kiristalltyp B erhaltenen Datensatz in
allen drei Monomeren die Anwesenheit des Cofaktors, der allerdings nicht-
kovalent an den Lysinrest 228 gebunden war (Abbildung 11). Deshalb war
davon auszugehen, dass der Cofaktor PLP in aminierter Pyridoxamin-5-
phosphat-Form (PMP) im aktiven Zentrum vorlag. Dieses Strukturmodell wird
von nun an als PMP-HisC bezeichnet. Zusatzlich zum Cofaktor konnten zwei
Elektronenpeaks, die als Sulfat-lonen aus den Kristallisationsbedingungen
stammen, modelliert werden. Eines dieser lonen war im aktiven Zentrum
lokalisiert. Das Hinzufigen von 774 Wassermolekilen komplettierte das Modell

mit einem R¢ys-Wert von 19,4 % fiir alle Daten zwischen 74 A und 1,8 A.

Abb. 11: Elektronendichtekarte des aktiven Zentrums von PMP-HisC im

Detail
Die fehlende Elektronendichte zwischen Cofaktor und Lys228 (Pfeil) deutet auf
das Vorliegen des Cofaktors in PMP-Form hin
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Auch im Datensatz des dritten Kristalltyps (Kristallisationsbedingungen C)
konnte im aktiven Zentrum eine zuséatzliche Elektronendichte fir den Cofaktor
PLP identifiziert werden. Daruber hinaus zeigte sich in diesem Fall aber eine
kovalente Bindung zwischen PLP und dem L-Lysinrest 228 des Proteins, was
auf ein Vorliegen eines Schiff-Base-Komplexes von Enzym und Cofaktor PLP
schlieBen lie3. Dieses Modell wird deshalb im Folgenden als PLP-HisC-Modell
bezeichnet. Weiterhin wurden an exakt der gleichen Position wie in der
Elektronendichtekarte von PMP-HisC wieder zwei zuséatzliche punktuelle
Bereiche hoher Elektronendichte gefunden, die als Phosphat-lonen modelliert
wurden, da NaH,PO4- und K,;HPO4-Puffer Teil der Kristallisationsbedingungen
waren. Das PLP-HisC-Modell enthielt 361 Wassermolekile und einen Rcryst-
Wert von 19,7 %.

Die Analyse der Stereochemie aller drei Modelle zeigte, dass 90 — 92 % aller
®- und Y-Winkel in den erlaubten und keiner in den nicht erlaubten Regionen

des Ramachandran-Diagramms lokalisiert waren.

Generell waren die Elektronendichtekarten fur alle drei Strukturmodelle von
sehr guter Qualitat, was die Modellierung fast aller Aminoséureseitenketten des
Proteins erlaubte. Die PMP-HisC- und PLP-HisC-Modelle beinhalten 364 von
366 Aminosaurebausteinen. Lediglich die beiden N-terminalen Aminoséuren

fehlten. Trotz der Besonderheit der Strep-Tag II®

- Beteiligung an der
Kristallpackung im Apo-HisC-Modell (und der daraus resultierenden verén-
derten Struktur des Proteins) ahneln sich alle drei Modelle sehr. Die durch-
schnittliche Abweichung zwischen allen drei Strukturen tber 300 Aminosauren

betrug lediglich 1,1 A.

Eine vollstandige Liste mit der Statistik zur Datensammlung und Daten-

verarbeitung ist fur alle drei Strukturmodelle in Tabelle 16 aufgefthrt.
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Tab. 16:

Datensammlung und statistische Auswertung der Roéntgenbeu-
gungsdaten fur drei verschiedene HisC-Kristalle

Apo-HisC PMP-HisC PLP-HisC
Datensammlung
Auflésung [A] 54,9-2,2 78-1,8 (1,9-1,8) 88-2,1 (2,2-2,1)
Raumgruppe P3,21 Cc2 Cc2
au-Dimension a; b; ¢ [A] 102,13401,82,3, 1053: 85.5: 894 1918: 80.0: 885
au-Winkel a; B; y 90,0; 90,0; 120,0  90,0; 93,6; 90,0 90,0; 94,8; 90,0
Reflektionen beobachtet 266411 494758 193015
einzigartig 43528 133625 75438
<l/o> 25,5 (4,7) 15,9 (2,7) 10,4 (1,8)
Vollstandigkeit [%6] 99,8 (99,7) 97,7 (98,0) 96,9 (96,8)
Rmerge [%0] 5,1(53,3) 5,9 (45,6) 9,0 (45,0)
Anzahl Monomere / au 2 3 3
Ldsungsmittelgehalt [%0] 53,2 60,4 60,0
<B> Wilson plot [A?] 41,2 25,1 28,6
Refinement
Reryst [%0] 21,5 19,3 19,7
Riree [%0] 27,0 21,9 23,8
Anzahl Atome
Total 5656 9302 8838
Protein 5410 8406 8370
Wasser 238 774 361
lonen 8 50 35
PLP - 48 48
B-Faktor [A?]
Durchschnitt 44,3 27,6 30,7
Protein Hauptketten 44.0 26,1 30,2
Protein Seitenketten 45,0 27,6 31,3
Sulfat/Phosphat - 47,9 50,4
PLP - 26,0 24,5
Ldsungsmittel 40 34,5 30,0
Abweichung von der
idealen Geometrie
Bindungslangen 0,01 0,01 0,01
Bindungswinkel 1,33 1,44 1,42
Ramachandran-Diagr. [%]
favorisierte Regionen 90,0 92,3 90,8
unerlaubte Regionen 0 0 0

Werte in Klammern gelten fiir den Bereich hdchster Aufldsung

au = asymmetric unit cell
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2.4  Strukturmodell fir das HisC-Monomer und Dimer

Das HisC-Monomer (Abbildung 12) aus C. glutamicum (CgHisC) lasst sich wie
viele andere Transaminasen (Schneider et al., 2000) in einen langen
N-terminalen Arm (lle4—-Val28; rot), eine groBe PLP-Bindedomane (Glu36-
Arg272; gelb) und eine kleine C-terminale Doméane (Asp29-Asn35 und His273-
Leu366, griin) unterteilen.

Der N-terminale Arm, der aus der Mitte des Monomers in Richtung des zweiten
Monomers ragt, beinhaltet zwei kleine 3;0-Helices (Leu6-Leu9 und Argl2-
Argl6). Die Konformation des Arms weicht damit von der von HisC aus
T. maritima (ausgedehnt) und E. coli (eine Helix) ab und ist mit dem Rest des
Proteins Uber eine lange flexible Schleife (,loop*) verbunden. Die grol3e PLP-
Bindedomane gehort zum PLP-abhangigen Transferase-Falttyp, der durch eine
a/B/a-Architektur mit einem sieben-strangigen B-Faltblatt (Strange p2-38;
Strang 8 ist antiparallel zu allen anderen) und einigen a-Helices (8 in CgHisC)

auf beiden Seiten charakterisiert ist.

Abb. 12: Strukturmodell fur das Monomer der L-Histidinol-phosphat-

Transaminase HisC aus C. glutamicum
N-terminaler Arm (rot), PLP-Bindedoméane (gelb) C-terminale Domane (griin)
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Die kleine C-terminale Doméne besteht aus einem vierstrangigen,
antiparallelen B-Faltblatt (Strange B9-f12) und vier a-Helices. Eine Seite des
B-Faltblatts liegt an der PLP-Bindedoméne, wahrend die andere Seite durch die
a-Helices abgedeckt ist. Die B-Faltblatter der grof3en und der kleine Doméne
stehen beinahe orthogonal zueinander. Das erste B-Faltblatt wird durch die
N-terminalen Aminoséaurereste 1le30-Asn33 Uber einige Wasserstoffbriicken-
bindungen (H-Briicken) und hydrophobe Wechselwirkungen von [le30 und
Leu32 mitgeformt.

Bei allen PLP-abhangigen Enzymen ist die Dimerisierung essentiell fur die
Enzymaktivitat (Schneider et al., 2000). Deshalb war es nicht verwunderlich,
dass auch die L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC im Kristall Dimere
bildete. Das CgHisC-Dimer, das in Abbildung 13 dargestellt ist, hat eine
Dimension von 95 A X 50 A X 45 A.

Abb. 13: Strukturmodell fir das Dimer der L-Histidinol-phosphat-Trans-

aminase HisC aus C. glutamicum
(PLP in der Kalottendarstellung)

Die Oberflache, die durch die Dimerisierung abgedeckt ist, betragt 3650 A% und
ist zu 65 % nicht-polar. Extensive hydrophobe Interaktionen, 24 H-Bricken und

eine Salzbricke stabilisieren den engen Kontakt zwischen den Untereinheiten.
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Vier dieser H-Briicken werden von Aminosaureresten der N-terminalen Arme
jedes Monomers gebildet. Diese Arme machen 23 % der Grenzflache zwischen
beiden Monomeren aus. Vier helicale Segmente der PLP-Bindedomane, al
(Ser42-Thr58), a3 (Gly97-Alal108), a4 (Thrl27-Lys131), a7 (Asn243-Leu252)
und eine a-Helix der kleinen Doméane a8 (Ser260-Ala265) haben Kontakte mit
der jeweils anderen Domane.

Im Apo-HisC-Strukturmodell, das auf Kristallen aus HisC-Protein mit Strep-Tag
II® basiert, sind sieben Aminosauren des Tags mit gestreckter Konformation gut
sichtbar und Teil der Proteinpackung im Kristall (Abbildung 14).

Strep Tag II® 5~

Strep Tag II®

~—7 -

Abb. 14: Dimer der L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC aus

C. glutamicum in der Apo-Form mit insgesamt vier Strep-Tag 11®
Die beiden Tags der nachsten Kristalluntereinheit, die an der Kristallpackung
teilnehmen, sind als Strichmodelle dargestellt

I1® eines Monomers der benachbarten kleinsten kristallo-

Der Strep-Tag
graphischen Einheit liegt dabei genau vor dem Eingang des aktiven Zentrums
und konnte den Cofaktor PLP wéahrend der Kristallisation verdrangt haben.

Dartber hinaus sind die a-Helices all (GIn318-Arg328) und al2 (Val347-
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Asn365) im Apo-HisC Strukturmodell aufgrund der Bindung des Tags anders
orientiert. Der Strep-Tag I1° ist genau an der Stelle lokalisiert, die im Modell fiir
PMP-HisC und PLP-HisC von Tyr21 eingenommen wird. Dabei ist die Position
des Strep-Tag II® in beiden Monomeren nicht identisch und weicht um etwa 1 A
ab. Die lange Schleife (Arg18-Arg28), die den N-terminalen Arm mit dem Rest
des jeweiligen Monomers verbindet, war in der Elektronendichtekarte fiir Apo-
HisC nicht sichtbar (Abbildung 14). Insgesamt 36 A liegen zwischen den letzten
sichtbaren Aminoséuren Glyl7 und Asp29. Diese Schleife wurde schon in
anderen Apo-Aminotransferasen als sehr flexibel beschrieben (Fernandez et
al., 2004).

Die Architektur des aktiven Zentrums wird hauptséchlich durch Aminosauren
der zentralen B-Faltblatter und den N-terminalen Teilen der a-Helices a2 und
a3 bestimmt. Die Distanz der aktiven Zentren beider Monomere betragt ca.
25 — 30 A, wobei sich die beiden Phosphatgruppen der Cofaktoren mit etwa 23
A am né&chsten sind. Die PLP-Bindestelle ist am Boden eines tiefen Hohlraums
zwischen der Grenze der PLP-Bindedoméne, der kleinen Domé&ne und den
beiden Untereinheiten selber lokalisiert. Dieser Hohlraum wird von vielen streng
konservierten Aminosauren wie z. B. Gly97, Ser98, Alal99, Tyr200, Thr25,
Lys228 und Arg236 begrenzt.

Der Cofaktor ist durch viele nicht-kovalente Interaktionen mit Aminosaureresten
des aktiven Zentrums fixiert (Abbildungen 15 und 16). Dabei besitzt jede
Untereinheit die Aminosauren, die zur PLP/PMP-Stabilisierung im aktiven
Zentrum notwendig sind. Eine Ausnahme bildet Tyr63B des jeweils anderen
Monomers (deshalb als Tyr63B bezeichnet), das zur Cofaktor-Stabilisierung
Uber zwei H-Briucken beitrdgt. Aul3erdem schirmt die jeweils andere
Untereinheit das aktive Zentrum vor der wassrigen Umgebung ab. Die grof3e
Aminosaure Tyr257 schitzt den Eingang zum Hohlraum. Arg236 stabilisiert die
Sauerstoffatome O1P und O3P der PLP/PMP-Phosphatgruppe uber zwei

H-Briicken.
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Thr225
A

Lys228

~2.64
-

2.73 “#) Tyr63B

”

Abb. 15: Stabilisierung des PMP-Phosphatrests im aktiven Zentrum der
L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC aus C. glutamicum

Arg236 ,°

Die Hydroxylgruppe von Ser227 liegt unmittelbar benachbart zu O1P. Absolut
konserviert ist Gly97 als erste Aminosaure der a-Helix a3, die einen engen
Kontakt von a3 zur PLP/PMP-Phosphatgruppe sichert. Dadurch kommt es zur
Ausbildung von zwei H-Bricken (NH98 und NH99) zwischen a3-helix und der
PLP/PMP-Phosphatgruppe. Die Hydroxylgruppen von Thr225 und Tyr63B
stabilisieren O2P der PLP-Phosphatgruppe uber zwei H-Briicken. Diese beiden
letztgenannten H-Bricken sind zwar in HisC-Proteinen, nicht aber in anderen
Transaminasen konserviert. Der aromatische Ring von PLP ist zwischen
Tyr1l23 und Alal99 fixiert (Abbildung 16). Dabei ist der Phenolring von Tyr123
in einem Abstand von nur 3,2 A fast parallel zum Pyridin-Ring von PLP/PMP
ausgerichtet. Beide 1-Systeme stehen Uber aromatische Wechselwirkungen
(-aromatic stacking®) in Kontakt. Insgesamt drei H-Brucken in der Ebene des
Pyridin-Ringes stabilisieren seine Orientierung im aktiven Zentrum. Das
Seitenkettensauerstoffatom OD1 des konservierten Aspl97 bildet eine dieser
H-Bricken zum N1-Atom des Pyridin-Ringes, was darauf hindeutet, dass

dieses Stickstoffatom protoniert vorliegt.



76 ERGEBNISSE

Abb. 16: Fixierung des Pyridin-Ringes von PMP im aktiven Zentrum der
L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC aus C. glutamicum

Zwei H-Bricken zwischen O3 des Pyridins und den Seitenketten von Asnl172
und Tyr200 komplettieren die Fixierung von PLP/PMP im aktiven Zentrum. Ein
Vergleich der PLP-HisC- und PMP-HisC-Strukturmodelle zeigte, dass die
Bildung der Schiff-Base zwischen PLP und Lys228 die Konformation des
Proteins nicht nachhaltig beeinflusst. Der Unterschied zwischen beiden
Modellen betragt tUber das Rickgrat von allen 364 Aminosauren gesehen
lediglich 0,25 A.

Die zuséatzlichen Elektronendichten im aktiven Zentrum der PLP-HisC und
PMP-HisC-Modelle wurden als Phosphat- bzw. Sulfat-lonen modelliert, da
entsprechende Salze Bestandteil der Kristallisationsbedingungen waren. Beide
lonen sind exakt an der Phosphatbindestelle des Substrats L-Histidinol-
phosphat lokalisiert, die schon in HisC-Substrat-Strukturmodellen von E. coli
(PDB-Eintrag 1GEX; Haruyama et al., 2001) und T. maritima (PDB-Eintrag
1UU1; Fernandez et al., 2004) beschrieben worden sind. Die konservierten
Aminosauren Arg333, Arg342, Tyr21 und Asnl72 halten das Sulfat/Phosphat-
lon im aktiven Zentrum Uber insgesamt sechs H-Briicken in seiner Position
(Abbildung 17). Die Distanz zwischen den Ionen und dem nachsten Atom des
Cofaktors betragt 4,5 A.
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Das Vorliegen von HisC-Strukturmodellen aus E. coli und T. maritima, in denen
die Proteine mit L-Histidinol-phosphat komplexiert sind, erlaubte die
Modellierung dieses Substrates in das aktive Zentrum von HisC aus
C. glutamicum. Das Histidinol wird tber zwei H-Briicken im aktiven Zentrum in

seiner Orientierung gehalten.

Arg342

Asnl7?2

t'“ I . ) .
- ...3._25\
Al 04/SOy N
Arg333 LP/PMP

ﬁ Tyr21

Abb. 17: Stabilisierung des Phosphat— bzw. Sulfat-lons im aktiven Zentrum
von PLP/PMP-HisC

Die Hydroxylgruppe der Seitenkette von Tyr21 ist an ND1 von Histidinol
gebunden, wéhrend das OD1-Atom von Asn99 eine H-Briicke mit dem
Histidinol-NE2-Atom ausbildet. Tyrl123 halt Asn99 Uber eine H-Bricke zum
Asn99-ND2-Atom in seiner Position.

2.5 Bedeutung einzelner Aminosaurereste fur die Enz ~ ymaktivitat

Um zu verstehen, welche Bedeutung einzelne Aminosaurereste im aktiven
Zentrum der L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC aus C. glutamicum bei
der Katalyse haben, sollten die Konsequenzen von insgesamt elf Amino-
sauresubstitutionen an den vier verschiedenen Positionen Tyr21, Asn99,
Tyr123 und Tyr257 studiert werden. Dazu wurde(n) zunachst die fur einen
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Aminosaureaustausch notwendige(n) Punktmutation(en) mit Hilfe der PCR
durch ortsgerichtete Mutagenese (,site-directed mutagenesis”) in das hisC-Gen
auf dem pJMhisC-Plasmid eingefiihrt. Nach erfolgreicher Sequenzierung der
mutierten Gene wurden diese in E. coli heterolog exprimiert und die
resultierenden Strep-Tag 11®-Proteine mittels Affinitdtschromatographie aufge-
reinigt. Sowohl das Substratspektrum als auch die spezifischen Aktivitaten der
verschiedenen HisC-Varianten (HisC-Muteine) wurden dann in Enzymtests mit
dem Aminodonor L-Glutaminsaure bestimmt. Ein Uberblick iber die Ergebnisse
ist in Tabelle 17 dargestellt.

Tab. 17: Substratspektrum und spezifische Aktivitaten der elf HisC-Muteine
im Vergleich zum Wildtyp-HisC-Protein (die Zahlenwerte geben die
spezifischen Aktivitaten in pmol min™ (mg Protein) * an)

Gebildete Aminosaure *
HisC-Variante  L-Glu** L-Leu L-lle L-val  L-Phe L-Tyr

wt 28 14 16 05
Y21F 08 1,2 07 03
Y21K 03 0.2 03 -
Y21E 03 072 02 02
N99D 16 07 15 03
N99F
N99G
N99K
Y123F 0,1 08 009
Y257F 10 07 18 0.3
Y257K
Y257E 0,1

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhangigen Messungen
** In Abhéngigkeit von L-Histidinol-phosphat (umgekehrte Reaktionsrichtung)
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Uber zwei H-Briicken tragt die Hydroxylgruppe von Tyr21 zur Stabilisierung des
Substrats L-Histidinol-phosphat bei. Eine dieser H-Briicken steht mit der
Phosphorylgruppe (s. Abb. 17), die andere mit Histidinol in Kontakt. Wurde das
L-Tyrosin in dieser Position gegen L-Phenylalanin ausgetauscht (Y21F), war
die Aktivitat mit L-Histidinol-phosphat um das 3,5-fache reduziert (0,8 statt 2,8
pumol min™® (mg Protein) ), was die Bedeutung dieses H-Briicken-Netzwerks
unterstreicht. Dieses Netzwerk schien hingegen fir die Akzeptanz der kleinen
und hydrophoben L-Leucinvorstufe nicht so wichtig zu sein, da die spezifische
Aktivitat fir dessen Umsetzung kaum verandert war (1,2 statt 1,4 pmol min™
(mg Protein) ). Diese Beobachtung lieR sich anhand des Strukturmodells
erklaren, nachdem L-Leucin in das aktive Zentrum modelliert worden war
(Abbildung 18).

Abb. 18: L-Leucin als externes Aldimin im aktiven Zentrum der L-Histi-

dinol-phosphat-Transaminase HisC aus C. glutamicum
Die jeweils unabhangig ausgestauschten Aminosaurereste sind im Ein-
Buchstabencode angegeben und rot hervorgehoben

Die Carboxylgruppe von L-Leucin oder der L-Leucinvorstufe 2-Keto-iso-
capronsaure wird im aktiven Zentrum Uber zwei H-Bricken zu Arg342 und
Asnl72 stabilisiert und braucht keinen weiteren Liganden fir seine Fixierung.

AuRerdem ist der aromatische Ring von Tyr21/Phe21 etwa 4 A von der
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hydrophoben Seitenkette von L-Leucin entfernt und kann auch nicht Uber

hydrophobe Wechselwirkung zu dessen Stabilisierung beitragen.

Der Austausch gegen L-Lysin oder L-Glutaminsaure (Y21K und Y21E) in dieser
Position zeigte, dass beide H-Bricken zwischen Tyr21 und L-Histidinol-
phosphat fur die Katalyse von Bedeutung sind. Obwohl beide geladenen
Aminosaurereste noch eine H-Briickenverbindung zum Substrat bilden kénnen,
war die Aktivitat gegenuber Y21F noch einmal um etwa das Dreifache reduziert
(0,3 pmol min* (mg Protein)?). Dieser Effekt kann aber auch darauf
zurtckgefuhrt werden, dass sowohl L-Lysin als auch L-Glutaminsaure als nicht-
aromatische Aminosauren nicht mehr in der Lage sind, L-Histidinol-phosphat im
aktiven Zentrum gegen das umgebende Losungsmittel abzuschirmen. Die sehr
geringen Aktivitdten der Y21K- und Y21E-Mutanten mit den drei hydrophoben
Substraten liegen wahrscheinlich in einer reduzierten Zugangsmaglichkeit zum
aktiven Zentrum begrindet. Die drei Vorstufen kénnen wahrscheinlich nur
schwer die geladenen L-Lysin- oder L-Glutaminsdurekette an Position 21 am

Zugang passieren.

Asn99 ist sowohl mit dem Cofaktor als auch mit dem Substrat L-Histidinol-
phosphat Uber H-Bricken in Kontakt (s. Abb. 16). Diese Aminosaure wurde
gegen vier verschiedene andere Aminosduren ausgetauscht (N99D, N99F,
N99G, N99K). Nur mit dem HisC-N99D-Mutein waren noch
Transaminierungsaktivitdten messbar. Die spezifische Aktivitat fur die
Umsetzung von L-Histidinol-phosphat war im Vergleich zum Wildtyp-Enzym
von 2,8 auf 1,6 pmol min (mg Protein)™ reduziert. Erstaunlich war die fast
unverénderte Transaminaseaktivitatt des N99D-Muteins mit den ent-
sprechenden a-Ketosaurevorstufen von L-Phenylalanin und L-Tyrosin. Dies
deutet darauf hin, dass Asn99 fir die Stabilisierung aromatischer Substrate im
aktiven Zentrum nicht wichtig ist. Interessanterweise verfiugen die HisC-
Sequenzen von E. coli und T. maritima natirlicherweise Uber einen
L-Asparaginsaurerest an dieser Position (Sivaraman et al., 2001; Fernandez et
al., 2004).

Wie schon beschrieben, wird der Pyridinring des Cofaktors im aktiven Zentrum
unter anderem Uber aromatische Wechselwirkungen mit Tyrl23 fixiert
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(s. Abb. 16). Sequenzvergleiche zeigten, dass diese Interaktion fir eine HisC-
Aktivitat essentiell ist, da eine aromatische Aminosaure, meistens L-Tyrosin, an
dieser Position konserviert ist. Ausnahmen stellen die Aminosauresequenzen
von Z. mobilis und B. subtilis dar, in denen L-Phenylalanin an dieser Position
lokalisiert ist. Nach Sivaraman et al. (2001) tragt das L-Phenylalanin zur
beobachteten breiteren Substratspezifitat fir aromatische Aminoséuren dieser
beiden Enzyme bei (Gu et al., 1995; Weigent und Nester, 1976). Die Analyse
des HisC-Y123F-Muteins aus C. glutamicum unterstitzt diese Vermutung, da
die Aktivitat mit Phenylpyruvat im Vergleich zum Wildtyp-Enzym kaum
verandert und die Aktivitat mit 4-Hydroxy-phenylpyruvat mit 0,9 gegenuber 0,5
pmol min™ (mg Protein)™ fast verdoppelt war.

Ein L-Tyrosin ist in den meisten HisC-Sequenzen an Position 257 konserviert
und schirmt den Eingang zum aktiven Zentrum ab. Wurde dieses L-Tyrosin
durch L-Phenylalanin (Y257F) ersetzt, so sank die spezifische Aktivitat fur die
Umsetzung des hydrophilen Substrates L-Histidinol-phosphat um etwa das
Dreifache von 2,8 auf 1,0 pmol min™® (mg Protein)* ab. Gleichzeitig stieg die
Aktivitat fir die Bildung der hydrophoben Aminosaure L-Phenylalanin von 1,5
auf 1,8 pmol min™® (mg Protein)™ an. Der Grund dafiir ist wahrscheinlich, dass
das Fehlen der terminalen Hydroxylgruppe bei Phe257 gegeniuber Tyr257 den
Zugang hydrophiler Substrate zum aktiven Zentrum erschwert. Gleichzeitig
fuhrt aber die Abwesenheit der Hydroxylgruppe dazu, dass Phe257 den
hydrophoben Phenolring des Substrates L-Phenylalanin stabilisieren kann
(Abbildung 19). Der Austausch gegen die beiden geladenen Aminoséauren
L-Lysin oder L-Glutaminsaure hatte den Verlust jeglicher HisC-Aktivitat zur

Folge.
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Abb. 19: L-Phenylalanin als externes Aldimin im aktiven Zentrum der

L-Histidinol-phosphat Transaminase HisC aus C. glutamicum
Die mutierten Aminoséauren sind im Ein-Buchstabencode angegeben und rot
hervorgehoben

Trotz des sehr genauen Strukturmodells fir HisC aus C. glutamicum konnte
nicht geklart werden, warum dieses Enzym zwar die Transaminierung der
L-Leucin-Vorstufe 2-Keto-iso-capronsaure, nicht aber die Umsetzung der sehr
ahnlichen L-Valin- und L-Isoleucinvorstufen 2-Keto-valeriansaure und 3-Methyl-
2-keto-valeriansaure katalysieren kann. Es gibt keine spezifischen
hydrophoben Kontakte zwischen der hydrophoben Seitenkette von L-Leucin
und Aminosaureresten des aktiven Zentrums. Auch die Analyse der elf HisC-
Varianten konnte keinen Aufschluss Uber die molekulare Grundlage dieser
Substratspezifitat geben, noch konnte eine der HisC-Varianten
Transaminierungsreaktionen mit der L-Valin- oder L-Isoleucinvorstufe

katalysieren.
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3. Gerichtete Evolution von AroT zu erhdhter Aktiv itat far

die Bildung von L-Leucin

Um zu testen, inwieweit ein in vivo-Selektionssystem in C. glutamicum dazu
geeignet ist die Enzymaktivitdit von Transaminasen zu modifizieren, sollten
AroT und HisC durch eine gerichtete Enzymevolution zu einer erhohten
Transaminierung von 2-Keto-iso-capronsaure hin verandert werden. Durch
Deletion des ilvE-Gens, das fur die Transaminase der verzweigtkettigen
Aminosauren kodiert, konnte C. glutamicum nicht mehr ohne Supplementation
von L-Leucin auf dem Minimalmedium CGXII wachsen (s. Abb. 3). Die in vitro
gemessenen Enzymaktivitdten von AroT und HisC reichen fir die Bildung
dieser Aminosaure also nicht aus, um den Effekt der ilvE-Deletion in vivo

komplementieren zu kénnen.

3.1 Entwicklung eines Selektionssystems fur eine ge  richtete

Enzymevolution von AroT und HisC

Die L-Leucin-Auxotrophie von C. glutamicum AilvE ermdglichte eine Selektion
auf Komplementation dieses Leu-Phéanotyps ohne Entwicklung eines
aufwendigen Testverfahrens, in dem viele tausend AroT oder HisC-Varianten
einzeln auf eine erhdhte L-Leucinbildung hin getestet werden missen. Die
willktirliche Mutation der offenen Leseraster von aroT und hisC sollte durch die
Anwendung einer fehlerhaften Polymerasekettenreaktion (,error-prone“-PCR)
durchgefuhrt werden. Nach Integration der PCR-Produkte in einen
Selektionsvektor sollten die Ligationsprodukte in die C. glutamicum AilvE-
Mutante transformiert und die Zellen auf Selektionsmedium Uberfihrt werden.
Die Transaminasen, die aufgrund einer oder mehrerer Mutationen eine erhghte
Aktivitat for die L-Leucinsynthese aufweisen, sollten die AilvE—Mutante
L-Leucin-prototroph machen. Diese Klone kodnnten dann aufgrund des
wiederhergestellten Wachstums auf CGXII-Minimalmedium leicht identifiziert

werden. Solch ein System zur gerichteten Enzymevolution wird auch als
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Jife or death“-Selektionsverfahren bezeichnet (Turner, 2003; Arnold und
Georgia, 2003).

Damit dieses System funktionierte, musste aber zuerst sichergestellt werden,
dass die plasmidkodierten AroT- und HisC-Wildtyp-Enzyme nicht schon alleine
durch eine Erhéhung der jeweiligen Gendosis zur Komplementation der
L-Leucinauxotrophie fiihrten. Es wurde das Plasmid pBHK18 ausgewahlt, da
dieser sehr kleine Vektor (3337 bp) tber das pNG2-Replicon verfugt, das die
Kopienzahl des Plasmids in C. glutamicum auf 3-5 limitiert (Kirchner und Tauch,
2003). AuRerdem sollte die Genexpression der beiden Transaminase-Gene
durch ihre natlrlichen Promotorregionen kontrolliert werden. Grund dafir ist,
dass es auch durch einen starken Plasmid-Promotor letztlich zu einer erhéhten
Enzymmenge in der Zelle kommen kdnnte, die zur Komplementation des Leu-
Phanotyps fuhren wirde. Die natirlichen Promotorbereiche von aroT bzw. hisC
waren also vor das jeweilige offene Leseraster zu klonieren, durften aber nicht
durch die error-prone-PCR mutiert werden. Bei der Analyse der
Promotorbereiche der beiden Gene wurde deutlich, dass fur die Klonierung von
aroT mit allen regulatorischen Elementen ein 300 bp grol3er, stromaufwarts
gelegener Bereich ausreichend war. Das Gen hisC hingegen ist in einem
Operon mit dem stromaufwarts lokalisierten Gen hisD organisiert, das fur die
Histidinol-dehydrogenase kodiert. Deshalb musste hisD und ein etwa 300 bp
grol3er Promotorbereich vor dem Transkriptionsstart dieses Gens mit hisC
zusammen kloniert werden. Ausgehend von genomischer DNA des
C. glutamicum ATCC 13032-Wildtyps wurden die offenen Leseraster von aroT
und hisD/hisC inklusive des jeweils 300 bp langen, stromaufwérts gelegenen
Promotorbereichs mit den Primerpaaren EvKI_aroT_for/EvKI/Mu_aroT_rev bzw.
EvKI_hisC_for/EvKI/Mu_hisC_rev amplifiziert. Restriktionskarten der Gene aroT
und hisCD mit schematischer Darstellung der fur die Klonierung und spétere
error-prone-PCR bendétigten Primer sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abb. 20:

EvKI/M u_hisl(;_rev

Restriktionskarten von aroT (a.) und hisCD (b.) mit schematischer

Darstellung aller verwendeten PCR-Primer (Die fiir die Integration der
mutierten ORFs benétigten Restriktionsschnittstellen Scal (aroT) und Stul
(hisC) zwischen Promotorbereich und ORF sind jeweils hervorgehoben)

EvMu_hisC_for

Nach Verdau der PCR-Produkte mit Smal und Xbal, deren Erkennungs-
sequenzen in die Primer integriert waren, wurden die Restriktionsprodukte in
den zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen pBHK18-Vektor
ligiert. Nach Transformation in E. coli DH5a wurden die so entstandenen
Plasmide pBHK-aroT und pBHK-hisCD zuerst einer Restriktionsanalyse
unterworfen und anschlielRend die fehlerfreie Sequenz des jeweiligen Inserts
durch Sequenzierung bestatigt. Nach Transformation der Vektoren in
C. glutamicum AilvE und Ausstreichen der Stamme auf CGXII-Minimalmedium
+ 1mM L-lle + Kan®™ konnten nach etwa 90-stiindiger Inkubation bei 30 °C
kleine, kaum sichtbare Kolonien auf den Selektionsplatten identifiziert werden.

Auf Vergleichsplatten mit einem C. glutamicum AilvE—-Stamm, der lediglich das
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pBHK18-Leerplasmid trug, waren keine Kolonien sichtbar. Die leicht erhdhte
Gendosis durch 3-5 pBHK18-Kopien pro Zelle reichte also aus, um den Leu'-
Phanotyp zumindest teilweise zu komplementieren. Wurde dem Medium von
C. glutamicum AilvE pBHK-aroT und C. glutamicum AilvE pBHK-hisCD direkt
1 mM L-Leucin zugegeben, konnten schon nach etwa 20 Stunden gleich grolRe
Kolonien identifiziert werden. Bei einem Screening auf erfolgreiche Mutationen
waren also die Klone interessant, die nach weniger als 90 Stunden auf den
Selektionsplatten identifiziert werden konnten.

Als Matrizen-DNA fiir die error-prone-PCR (epPCR) diente die Plasmid-DNA
von pBHK-aroT und pBHK-hisCD. Um Mutationen in den Promotorbereichen
(und auch hisD) zu verhindern, konnten lediglich die reverse-Primer eingesetzt
werden, die schon bei der Konstruktion der beiden Plasmide Verwendung
fanden. Deshalb wurde jeweils ein neuer forward-Primer (EvMu_aroT_for bzw.
EvMu-hisCD_for) synthetisiert, der zusammen mit dem reverse-Primer die
Amplifikation des jeweiligen offenen Leserasters ohne Promotorbereich erlaubte
(Abbildung 20). Zur Integration der mutierten offenen Leseraster hinter den
Promotorbereich diente bei aroT eine Scal-Schnittstelle, die sich lediglich neun
Nukleotide vor dem aroT-START-Codon befand. Diese Restriktionsschnittstelle
wurde auch in den EvMu_aroT_for-Primer integriert, um eine gerichtete
Klonierung zu ermdéglichen. Zwischen hisD und hisC, nur sieben Nukleotide vor
dem hisC-START-Codon, wurde eine Stul-Schnittstelle gefunden, die in
derselben Weise fir die Integration von hisC hinter dem unmutierten hisD-Gen

genutzt werden konnte.

Zur Erstellung von Bibliotheken zufallig mutierter (,random mutagenesis®) aroT-
und hisC-Varianten wurden jeweils mehrere error-prone-PCRs durchgefuhrt, die
PCR-Produkte geschnitten und in die mit den jeweils gleichen Enyzmen
verdauten pBHK18-Vektoren ligiert. Da die Transformationseffizienz von
C. glutamicum wesentlich geringer ist als die von E. coli, wurden die
Ligationsprodukte stets in E. coli zwischenkloniert. Dadurch wurde der Verlust
von aroT und hisC-Varianten, die bei der Elektroporation nicht in eine
Bakterienzelle gelangten und somit unwiderruflich verloren waren, minimiert.

Um diese Zwischenklonierung so effektiv wie mdglich zu machen, wurden
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elektrokompetente Electrocomp™ GeneHogs® E. coli-Zellen verwendet, deren
Transformationseffizienz mit 1 x 10° Kolonien pro fmol eingesetztes Plasmid
besonders hoch ist. Nach der Plasmidisolation aus diesen E. coli-Zellen
wurden die Vektoren mittels Elektroporation nach C. glutamicum AilvE trans-
formiert. Diese Zellen wurden anschlieRend auf Selektionsplatten mit GXII-
Minimalmedium + 1mM L-lle + Kan'® ausgestrichen, um die AroT- und HisC-

Varianten auf eine Komplementation des Leu-Phanotyps hin testen zu konnen.

3.2  Charakterisierung einer AroT-Variante mit erhh  ter L-Leucinaktivitat

In den Versuchen zur gerichteten Enzymevolution mit dieser ,life or death*-
Selektion wurden insgesamt ca. 700.000 HisC- und ca. 500.000 AroT-Klone in
C. glutamicum AilvE getestet. Dabei wurde eine AroT-Variante nach einer
Mutations-Selektionsrunde identifiziert, die auf nur mit L-Isoleucin
supplementiertem  CGllI-Minimalmedium  schneller  wuchs als der
Kontrollstamm. Die Sequenzierung dieses Klons zeigte, dass das aroT-
Leseraster drei Punktmutationen beinhaltete. Bei zwei dieser Mutationen
handelte es sich um T — C-Transitionen an Position 78 und 898 der Nuklein-
sauresequenz. Beide Transitionen erwiesen sich als stille Mutationen ohne
Konsequenzen fir die AroT-Aminosauresequenz. Bei der dritten Mutation
handelte es sich um eine A — T-Transversion an Position 160, die einen
Aminosaureaustausch von L-Methionin zu L-Leucin an Postion 54 der Amino-

sauresequenz zur Folge hatte.

Um auszuschlieBen, dass noch andere Mutationen, die zufallig und ungewollt
entweder im Plasmid pBHK-aroT-M54L oder im Genom von C. glutamicum
AIlVE auftraten und eine Komplementation des Leu-Phanotyps bewirken
konnten, wurde die A — T-Transversion mittels ortsgerichteter Mutagenese
erneut in die Sequenz von aroT auf dem Plasmid pBHK-aroT eingefuhrt. Nach
Transformation in C. glutamicum AilvE zeigte sich auf den Agarplatten wieder
der gleiche Wachstumsunterschied zum C. glutamicum AilvE pBHK18-aroT-

Vergleichsstamm.
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Fur eine erste Charakterisierung dieser Mutante wurde das Wachstum von
C. glutamicum AilvE pBHK-aroT und C. glutamicum AilvE pBHK-aroT-M54L
ber 72 Stunden im fliissigen Selektionsmedium CGXIl + 1 mM L-lle + Kan®®
verglichen (Abbildung 21).
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Abb. 21: Wachstum von C. glutamicum AilvE pBHK-aroT (A) und

C. glutamicum AilvE pBHK-aroT-M54L (m) in CGXII-Medium
+ 1 mM L-lle + Kan™

Dabei zeigte sich, dass die Mutante auch in Flussigmedium besser wachsen
kann als der Vergleichsstamm. Wahrend C. glutamicum AilvE pBHK-aroT-M54L
nach etwa 36 Stunden eine maximale optische Dichte von 44 erreichte, wuchs
der Stamm ohne Mutation nur bis zu einer optischen Dichte von 36, die erst

nach 48 Stunden Inkubation erreicht wurde.

Um zu dberprufen, inwieweit dieser einzige Aminosdureaustausch die
katalytischen Parameter von AroT verdnderte, wurde die A — T-Transversion
an Position 160 der Nukleinsduresequenz mittels ortsgerichteter Mutagenese in
die aroT-Sequenz auf dem pJMaroT-Expressionsplasmid eingeflhrt. Zusatzlich
zu dieser Mutagenese wurde L-Methionin an Position 54 auch noch gegen die
beiden verzweigtkettigen Aminoséuren L-Isoleucin und L-Valin ausgetauscht.

Damit sollte Uberprift werden, ob diese beiden Aminosauren einen &hnlichen
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Effekt auf die katalytischen Eigenschaften von AroT haben. Nach erfolgreicher
Uberprifung der Mutationen durch Sequenzierung wurden die aroT-Varianten
und das aroT-Wildtyp-Gen heterolog in E. coli exprimiert und die daraus
resultierenden Strep-Tag 11®-Proteine mittels Affinitatschromatographie aufge-
reinigt. Mit diesen Enzymen wurden im Anschluss daran Enzymtests zur
Bestimmung einiger katalytischer Parameter durchgefuhrt. Ein Vergleich der
drei AroT-Varianten mit der Wildtyp-Transaminase im Bezug auf das
Substratspektrum und den dazugehoérigen spezifischen Aktivitaten ist in Tabelle

18 dargestellt.

Tab. 18: Substratspektrum und spezifische Aktitvitaten von AroT und drei
AroT-Muteinen (Angabe der spezifischen Aktivitaten in [umol Aminosédure
min™ (mg Protein)™])

gebildetes Produkt AroT "' AroT V24t AroT M Ao MoV
L-Leucin 1,3 2,7 1,3 2,3
L-Isoleucin
L-Valin <0,1 <0,1 <011 <0,1
L-Phenylalanin 13,6 9,2 9 6,6
L-Tyrosin 8,8 7,6 7,3 5,8

* Jeder Wert entspricht dem Durchschnitt von mindestens zwei unabhéngigen Messungen.

Durch den Austausch von L-Methionin gegen L-Leucin (AroT"*") konnte die
spezifische Aktivitat fir die Bildung von L-Leucin gegentber dem Wildtyp-
Enzym (AroT™) von 1,3 auf 2,7 pmol min™ (mg Protein)™ verdoppelt werden.
Gleichzeitig sank aber die Aktivitat fir die Bildung der beiden aromatischen

™) so war

Aminosauren. Wurde L-Methionin durch L-Isoleucin ersetzt (Aro
die Aktivitat fur die Synthese von L-Phenylalanin und L-Tyrosin genauso
verringert wie bei AroT"**. Die Aktivitat fiir die L-Leucinbildung blieb bei
AroT"* jedoch gegeniiber AroT™ unverandert (1,3 pmol min™ (mg Protein)™).
War bei AroT an Position 54 der Aminosauresequenz ein L-Valin lokalisiert
(AroT™*™), so wurde die spezifische Aktivitat fir die Synthese von L-Leucin von

1,3 auf 2,3 pmol Aminosaure min™® (mg Protein)” gesteigert. Den Zugewinn
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biRte diese Enzymvariante aber auch durch einen Aktivitatsverlust bei der
Bildung von L-Phenylalanin und L-Tyrosin ein, der gegeniiber AroT"** und
AroT"** noch weiter erhéht war (6,6 bzw. 5,8 pmol min™ (mg Protein)™). Mit
keiner der vier AroT-Varianten konnte eine Aktivitdt fur die Bildung von
L-Isoleucin gemessen werden. Die Umsetzung von 2-Keto-iso-valeriansaure zu
L-Valin war zwar bei allen Enzymen messbar, lag aber nur knapp Uber der
Nachweisgrenze der HPLC (ca. 5 pM) und konnte daher nicht quantifiziert
werden (< 0,1 pmol min™ (mg Protein)™).

TV \wurde sowohl die

Fir eine weitere Charakterisierung von AroT"" und Aro
Michaelis-Menten-Konstante (Ky-Wert) fur die L-Leucinvorstufe 2-Keto-iso-
capronsaure als auch die molekulare Aktivitat (kca-Wert) und die katalytische
Effizienz (kca/Km) flr die Umsetzung von 2-Keto-iso-capronsaure zu L-Leucin

bestimmt (Tabelle 19).

Tab. 19: Katalytische Parameter fir die Transaminase AroT aus
C. glutamicum und das durch gerichtete Enzymevolution identifi-
zierte AroT"*--Mutein

AroT"™ AroT M4t
K [mM] 167,2 + 18,7 78,2 + 8.4
Kear [s7] 5,33 4,61
kcat / KM [M-l S-l] 31 59

Wie die Ergebnisse zeigten, hat sich der Ky-Wert von AroT fur 2-Keto-iso-
capronsaure durch die Mutation halbiert (78,2 mM statt 167,2 mM). Gleichzeitig
ist die katalytische Effizienz von 31 auf 59 M s angestiegen. Diese generell
hohen Ky-Werte und niedrigen katalytischen Effizienzen zeigten aber, dass es
sich bei der L-Leucinsynthese durch AroT um eine Nebenaktivitat des Enzyms
handelt. Fur die Berechnung der jeweiligen Wechselzahl wurden die nach der
Michaelis-Menten-Gleichung mit Microcal Origin ermittelten Substrataffinitaten
und maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten zugrunde gelegt, die aufgrund der
nicht ausreichenden Substratldslichkeit experimentell nicht belegt werden

konnten. Da die theoretisch ermittelte maximale Reaktionsgeschwindigkeit fur
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M54L
T

AroT" héher war als fiir Aro , ergab sich auch eine gréf3ere Wechselzahl.

Aus der groReren Affinitat von AroTV>*

zu 2-Keto-iso-capronsaure resultierte
allerdings fur diese mutierte AroT-Transaminase eine hohere katalytische

Effizienz im Vergleich zum Wildtyp-Enzym.

Um verstehen zu kénnen, warum der Austausch von L-Methionin gegen
L-Leucin an Position 54 der Aminosauresequenz die katalytische Effizienz flr
die L-Leucinsynthese verbesserte, musste die Mutation in einem Strukturmodell
dieser Transaminase lokalisiert und interpretiert werden. Da aber eine
rontgenkristallographische Analyse des AroT-Proteins nicht gelang, wurde ein
Modell anhand einer &hnlichen, bereits bekannten Struktur in silico berechnet.
Das Programm SWISS-Model (Biozentrum der Universitat Basel und
Schweizerisches Institut fur Bioinformatik, Basel; http://swissmodel.expasy.org
IISWISS-MODEL.html) sucht dabei zuerst nach einer homologen
Aminosauresequenz, von der schon ein Strukturmodell erstellt worden ist. Auf
Basis dieser Proteinstruktur und ausgehend von den identischen
Aminosauresequenzbereichen wird dann schrittweise ein Modell fir das Protein
ermittelt. Obwohl solche berechneten Proteinstrukturen im Vergleich zu
experimentell erstellten Strukturmodellen wesentlich ungenauer sind, kénnen
sie helfen, eine Mutation zu lokalisieren und erste Hinweise auf deren
Auswirkungen auf die Proteinstruktur und -aktivitat zu liefern. Beim Erstellen
der AroT-Struktur diente das Modell der L-Histidinol-phosphat-Transaminase
HisC aus T. maritima als Vorlage (PDB-Eintrag 1UU1; Fernandez et al., 2004).
Aufgrund der hohen Sequenzidentitat zu AroT (30 %) ist das dazugehoérige Gen
aroT aus C. glutamicum zuerst auch falschlicherweise als hisC annotiert
worden. HisC aus T. maritima wurde auch, wie schon beschrieben, fir das
.molecular replacement” im Rahmen der Berechnung des Strukturmodells fir
HisC aus C. glutamicum eingesetzt. Ein Modell fur ein AroT-Monomer aus
C. glutamicum ist in Abbildung 22 dargestellt. Anhand des Modells konnte die
Position von Met54 genau lokalisiert werden. L-Methionin ist die letzte
Aminosaure einer 12 Aminosauren langen Schleife vor a-Helix a3. Die
Transaminase AroT aus C glutamicum gehort wie HisC und HisC aus
T. maritima strukturell zu den Klasse Ib-Transaminasen, deren Konformation

sich typischerweise wahrend der Katalyse kaum &andert (Hirotsu et al., 2005).
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N-terminaler
Arm

Abb. 22: Mit SWISS-Model erstelltes Strukturmodell eines AroT-Monomers

aus C. glutamicum
Met54 ist rot umkreist, und die ungefahre Position des aktiven Zentrums und
der N-terminale Arm sind schematisch hervorgehoben

Lediglich der N-terminale Arm, der das aktive Zentrum abschirmt ohne aber
direkt mit Aminoséureresten desselben zu interagieren, &ndert seine Lage
wéahrend der Katalyse. Fir die AroT"**-Mutante ware eine Konformations-
anderung des N-terminalen Arms denkbar. Met54 wirde wie ein Scharnier
wirken, das den Arm in eine andere Konformation zwingt. Der Versuch, mit
Hilfe von Swiss Model auch ein AroT™** Strukturmodell zu erstellen, war nicht
erfolgreich. Obwohl die Aminoséuresequenz von AroT">* nur in einer Position
von der Wildtypsequenz abweicht, scheiterte das Programm gerade an der
Modellierung des N-terminalen Arms. Die durch Leu54 bewirkte
Konformationsanderung war wahrscheinlich so grol3, dass das gesamte Modell
unterhalb der minimal erlaubten Zuverlassigkeit lag und deshalb durch SWISS-

Model verworfen wurde.

Ein Alignment verschiedener, zu AroT homologer Aminosauresequenzen

zeigte, dass das L-Methionin an dieser Position nicht konserviert ist (ohne
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Abbildung). Wahrend alle Corynebacterianeae tUber L-Methionin verfigen, ist
diese Aminosaure in den Sequenzen der nah verwandten Mycobacterium-
Spezies durch L-Asparaginsdure ersetzt. Die AroT-Sequenzen von Z. mobilis
und T. maritima haben ein L-Serin, die von B. subtilis und Pseudomonas
aeruginosa sogar nur ein L-Glycin an dieser Position. Diese grof3e Diversitat ist
aber auch nicht Gberraschend, da keine Aminosaure des N-terminalen Armes
konserviert und seine Konformation generell sehr flexibel ist. Lediglich die
grundlegende Aufgabe, das aktive Zentrum gegenuber der wassrigen
Umgebung abzuschirmen, wird durch die N-terminalen Arme aller

Transaminasen der Klasse Ib erfllt (Hirotsu et al., 2005).

4.  Verbesserung der mikrobiellen L-Valinproduktion mit

C. glutamicum

Da Transaminasen an der Biosynthese der Aminoséaure L-Valin beteiligt sind,
sollte die Frage geklart werden, inwieweit ein entsprechender C. glutamicum-
Produktionsstamm  durch  Veranderung von Transaminase-Aktivitaten
verbessert werden kann. Seit einigen Jahren steht der als VAL bezeichnete
Stamm C. glutamicum 13032 AilvA ApanBC pJC1LilvBNCD fir die mikrobielle
Produktion von L-Valin zur Verfugung (Radmacher et al.,, 2002). Im Verlaufe
der L-Valinbildung mit diesem Stamm ist die Akkumulation des Nebenprodukts
L-Alanin im Kulturiiberstand ein grof3es Problem (Information AMINO GmbH).
Dies liegt in der strukturellen Ahnlichkeit der beiden Aminosauren begriindet,
die die Aufreinigung von L-Valin im Anschluss an die Fermentation sehr
aufwendig und kostenintensiv macht. Da L-Alanin in nur einem transaminase-
katalysierten Schritt aus der L-Valinvorstufe Pyruvat gebildet wird, lag es nahe,
die Bildung dieses Nebenproduktes durch Deletion einzelner oder mehrerer

Transaminase-Gene zu verringern.
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4.1 Deletion von avtA und alaT in VAL1 und Experimente zur
Produktbildung

Bei der Charakterisierung der Transaminasen aus C. glutamicum erwiesen sich
die Transaminase C (AvtA) und die L-Alanin-Transaminase (AlaT) als die
beiden einzigen Enzyme, die in vivo an der Synthese von L-Alanin beteiligt
sind. Um zu Uberprifen, inwieweit sich der Verlust der Enzymaktivitdten von
AVtA und AlaT auf die L-Valin und L-Alaninbildung mit VAL1 auswirkt, wurden
die entsprechenden Gene jeweils einzeln und gemeinsam in VAL1 deletiert.
Die so konstruierten Stamme C. glutamicum AilvA ApanBC AalaT
pJC1ilvBNCD (VAL1 AalaT), C. glutamicum AilvA ApanBC AavtA pJC1ilvBNCD
(VAL1 AavtA) und C. glutamicum AilvA ApanBC AalaT AavtA pJCLlilvBNCD
(VAL1 AalaT AavtA) wurden in Schittelkolben auf CGXII-Minimalmedium
beziuglich des Wachstums sowie der L-Alanin- und L-Valinbildung mit dem
Ausgangsstamm verglichen (Abbildungen 23 bis 25). Die durch die genetischen
Verédnderungen bedingte L-Isoleucin- und D-Pantothensaureauxotrophie von
VAL1 wurde durch Zugabe von 3,4 mM L-Isoleucin und 3 uM D-Pantothen-

saure supplementiert.
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Abb. 23: Wachstum von C. glutamicum VAL1 AalaT, C. glutamicum VAL1

AavtA und C. glutamicum AalaT AavtA verglichen mit dem Aus-

gangsstamm C. glutamicum VAL1 in Minimalmedium im Schuttel-

kolben
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Die AalaT-Mutante erreichte erst nach 28 Stunden die maximale optische
Dichte von 48. FiUr die AalaT AavtA-Doppelmutante, die im genetischen
Hintergrund des Wildtyps L-Alanin-auxotroph ist, war erst nach 36 Stunden ein
Wachstum photometrisch nachweisbar. Das dann exponentiell erfolgende
Wachstum war tUberraschend. Eine Kontroll-PCR bestatigte aber die Identitat
der Doppelmutante, und auch eine Kontamination der Kultur konnte
ausgeschlossen werden. Wurde die VAL1 AalaT AavtA-Mutante aus dieser
exponentiellen Phase auf neues CGXII-Minimalmedium Uberimpft, war erneut
eine, nun allerdings auf etwa 16 Stunden verkilrzte, Phase ohne erkennbares
Wachstum zu beobachten. Mdoglicherweise ist eine spezielle Suppressor-
mutante entstanden, die z. B. einer chromosomal kodierten Transaminase eine

begrenzte L-Alaninbildung erméglicht.

Wie der Vergleich der L-Alaninkonzentration aller vier VAL1-Stdmme zeigte,
bildeten alle drei Stamme mit modifizierter Transaminase-Aktivitdt weniger
L-Alanin (Abbildung 24).
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Abb. 24: L-Alaninbildung von C. glutamicum VAL1 AalaT, C. glutamicum
VAL1 AavtA und C. glutamicum AalaT AavtA verglichen mit dem
Ausgangsstamm C. glutamicum VAL1 in Minimalmedium im
Schuttelkolben
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Wahrend VAL1 maximal 2,5 mM L-Alanin akkumulierte, war fur VAL1 AavtA
maximal 2 mM und fir VAL1 AalaT lediglich 0,4 mM dieser Aminosaure nach-
weisbar. Im Falle von VAL1 AalaT konnte die Bildung des Nebenproduktes also

um etwa 80 % reduziert werden.

Beim Vergleich der L-Valinakkumulation im Kulturiberstand fiel sofort auf, dass
alle drei neu konstruierten VAL1-Stamme mehr L-Valin als der Vergleichstamm
bilden konnten (Abbildung 25).
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Abb. 25: L-Valinbildung von C. glutamicum VAL1 AalaT, C. glutamicum
VAL1 AavtA und C. glutamicum AalaT AavtA verglichen mit dem
Ausgangsstamm C. glutamicum VAL1 in Minimalmedium im
Schuttelkolben

Der Stamm VAL1 AavtA akkumulierte L-Valin bis zu einer Konzentration von
35,5 mM und VAL1 AalaT bis zu 49,4 mM in das Medium, wahrend im
Kulturiberstand von VAL1 nur 33,6 mM dieser Aminosaure nachgewiesen
werden konnten. Im Fall von VAL1 AalaT war diese Steigerung um etwa 40 %
sogar noch erstaunlicher, wenn man das schlechtere Wachstum im Vergleich
zu VAL1 und VAL1 AavtA berucksichtigt. Die L-Valinkonzentration im Medium
der VAL1 AalaT AavtA-Mutante stieg parallel zum Wachstum des Stammes an
und erreichte mit 50,5 mM ungeféahr die gleiche Endkonzentration wie VAL1
AalaT. Die Reduktion der Nebenproduktbildung war also stets mit einem
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Anstieg der Produktkonzentration verbunden, da vermutlich weniger Pyruvat zu
L-Alanin transaminiert wurde und stattdessen zu L-Valin umgesetzt werden

konnte.

4.2  Kultivierung der VAL1-Stamme unter  batch-Bedingungen

Um zu uberprifen, inwieweit sich die in den Schuttelkolbenexperimenten
beobachtete Reduktion der L-Alaninbildung bei gleichzeitig erh6hter L-Valin-
akkumulation auf eine batch-Fermentation Ubertragen lasst, wurden die
Stamme VAL1, VAL1 AavtA und zwei unabhéngig voneinander konstruierte
VAL1 AalaT-Klone in einer ,SIXFORS-Vario“-Anlage kultiviert. Fur die
Fermentationen fand das gleiche CGXII-Medium wie bei den
Schittelkolbenexperimenten Verwendung. Aufgrund der automatischen pH-
Kontrolle konnte aber auf Zugabe von 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
(MOPS) verzichtet werden. Vor Fermentationsbeginn wurden die Bioreaktoren,
die bereits mit 1250 ml ungepuffertem CGXII-Minimalmedium ohne Glucose
und den dbrigen Medienzuséatzen beflllt waren, mit Sensoren, Elektroden,
Zufuhrstrecken und erforderlichen Anschlissen autoklaviert. Nach dem
Abkuhlen der Fermenter auf Raumtemperatur, wurde den Rihrkesseln 225 g
einer 10 %igen Glucoselésung mit Spurensalzen, Biotin, CaCl,, L-Isoleucin
(Endkonzentration 3,4 mM), Pantothenat (Endkonzentration 3 pM) und
Kanamycin (Endkonzentration 25 mg/l) Uber eine sterile Verbindung zugefihrt.

Das vorgelegte Fermentationsmedium wurde mit 3 % (v/v) Vorkultur beimpft.

Beim Vergleich des Wachstums der drei VAL1-Stamme war kein grof3erer

Unterschied zu den Schiuttelkolbenexperimenten erkennbar (Abbildung 26).
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Abb. 26: Wachstum von C. glutamicum VAL1 AalaT und C. glutamicum
VAL1 AavtA verglichen mit dem Ausgangsstamm C. glutamicum
VALL1 in einer batch-Fermentation

Die beiden Stamme VALl und VALl AavtA wuchsen mit fast gleicher
Geschwindigkeit bis zu einer maximalen optische Dichte von 76,6 bzw. 72,2,
die sie nach 14 bzw. 16 Stunden erlangten. Beide VAL1 AalaT-Klone wuchsen
erneut schlechter als diese beiden Vergleichsstimme und erreichten erst nach
26 Stunden eine optische Dichte von 56,8 bzw. 55,2. Alle Zelldichten waren
hoher als im Schuttelkolben, was auf die bessere Begasung und die allgemein

stabileren Kultivierungsbedingungen zurtickzufihren war.

Nicht nur das Wachstum, sondern auch die ermittelten L-Valinkonzentrationen
im Kulturiberstand waren bei VAL1 AavtA gegenuber der Kontrolle leicht
erhéht (Abbildung 27).
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Abb. 27: L-Valinbildung von C. glutamicum VAL1 AalaT und C. glutamicum
VAL1 AavtA verglichen mit dem Ausgangsstamm C. glutamicum
VALL1 in einer batch-Fermentation

Nach 24 Stunden Fermentation hatte der Stamm VAL1 AavtA L-Valin bis zu
einer Konzentration von 72,9 mM akkumuliert. Zum selben Zeitpunkt erreichte
auch der VAL1-Vergleichsstamm sein Produktionsmaximum, das jedoch nur
bei 60,8 mM L-Valin lag. Der Verlust der Transaminase C-Aktivitat fihrte also
zu einer um etwa 20 % erhohten Produktbildung. War das Gen alaT im VAL1-
Hintergrund deletiert, so konnte trotz einem im Vergleich zum Ausgangsstamm
schlechteren Wachstum nach 48 Stunden eine L-Valinkonzentration von 66,7
bzw. 57,6 mM erreicht werden. Mit diesen Konzentrationen lagen beide Klone,
unter dem Ergebnis der Schittelkolbenexperimente, bei denen eine um 40 %

erhohte L-Valinkonzentration gemessen werden konnte.

Beim Vergleich der L-Alaninbildung (Abbildung 28) hatte die Deletion der
beiden Transaminase-Gene denselben Effekt wie bei dem zuvor durch-
gefuhrten Schuttelkolbenexperiment. Auch unter Fermentationsbedingungen
akkumulierte VAL1 ohne Deletion das meiste L-Alanin (1,23 mM). Beim VAL1
AavtA-Stamm war die Konzentration dieses Nebenproduktes um 20 % auf
0,98 mM reduziert. Dies entsprach genau dem Ergebnis der Schittelkolben-
experimente, bei dem ebenfalls durch Verlust der Transaminase C-Aktivitat

eine Reduktion um 20 % erreicht werden konnte (2 statt 2,5 mM).
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Abb. 28: L-Alaninbildung von C. glutamicum VAL1 AalaT und
C. glutamicum VAL1 AavtA verglichen mit dem Ausgangsstamm
C. glutamicum VAL1 in einer batch-Fermentation

Durch Deletion des Gens fir die L-Alanin-Transaminase war kaum noch
L-Alanin im Kulturiberstand nachweisbar. Die beiden Klone akkumulierten
maximal 0,36 bzw. 0,22 mM des Nebenproduktes und damit durchschnittlich
75 % weniger L-Alanin. Da das bei der Fermentation verwendete CGXII-
Minimalmedium gegentber dem Schittelkolbenexperiment kaum verandert
worden war, besteht durchaus die Mdéglichkeit, die Wachstums- und Amino-
saureproduktionsbedingungen der VAL1-Stdmme durch eine Modifizierung des

Mediums noch weiter zu verbessern.

Wie die Ergebnisse des batch-Fermentationsversuches zeigten, konnte durch
Deletion von avtA, besonders aber durch den Verlust der alaT-Aktivitat, die
Nebenproduktbildung sehr effektiv verringert werden. Gleichzeitig war die
L-Valinkonzentration unter Berlcksichtigung des schlechteren Wachstums der
AalaT-Mutante bei beiden Transaminase-Mutanten leicht erhoht.
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V. DISKUSSION

1. Identifizierung und Charakterisierung der Trans  aminasen aus

C. glutamicum

Obwohl C. glutamicum schon seit flinfzig Jahren fir die mikrobielle Produktion
von Aminosauren eingesetzt wird (Leuchtenberger et al.,, 2005), war bislang
relativ. wenig Uber die an den jeweiligen Biosynthesewegen beteiligten
Transaminasen bekannt. Grund dafur ist, dass es in Prokaryonten generell sehr
viele dieser Enzyme gibt, die sich in ihrer Sequenz und Struktur sehr ahnlich
sind und deren Substratspektren sich zudem noch uberlappen (Jensen und
Calhoun, 1981; Christen und Metzler 1985). Wahrend in E. coli sechzehn
Transaminasen bekannt sind (,Cluster of Orthologous Genes“-Database,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG), wurden in C. glutamicum erst sechs Gene
beschrieben, die fur diese Enzyme kodieren. Erst mit neuesten
bioinformatischen Methoden konnten in einer genomweite Suche nach weiteren
Transaminasen in C. glutamicum noch vierzehn weitere Gene identifiziert

werden, die Transaminase-Motive aufweisen (McHardy et al., 2003).

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur
Identifizierung der Transaminasen aus C. glutamicum konnte den
Genprodukten von funf dieser vierzehn Gene eindeutig eine Transaminase-
Funktion zugeordnet werden. So gelang es anhand eines systematischen in
vitro-Aktivitats-Screenings avtA als Transaminase-Gen zu identifizieren, was
alleine durch die Suche nach Sequenzhomologien zu gleichen Genen aus
anderen Organismen nicht moglich gewesen ware. Die durch dieses Gen
kodierte Transaminase AvtA, die in E. coli auch als Transminase C bezeichnet
wird (Whalen und Berg, 1982), zeichnet sich dadurch aus, dass sie als einzige
Transaminase in vivo lediglich L-Alanin und nicht L-Glutaminsaure als
Aminodonor nutzen kann. Aufgrund dieser besonderen Eigenschaft wurde
diese Transaminase-Aktivitat auch erstmals in Rohxtrakten von C. glutamicum

durch Leyval et al. (2003) beschrieben. Eine Zuordnung zu einem Gen stand fur
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diese Aktivitat aber noch aus. Die Transaminase C zeigte bei in vitro-Tests
Enzymaktivitaten fur die Bildung der drei verzweigtkettigen Aminoséauren, wobei
die spezifische Aktivitat fur die Synthese von L-Valin mit 18,2 umol min™ (mg
Protein)* am héchsten war. (Ein Vergleich mit Literaturwerten anderer AvtA-
Enzyme ist nicht mdglich, da eine derartige Transaminase zum ersten Mal in
Enzymtests untersucht worden ist.) AvtA ist auch in vivo an der Synthese von L-
Valin beteiligt, da eine Mutante ohne IIVE-Aktivitdt in einer avtA-Deletions-
mutante eine L-Valin-Auxotrophie zeigte. Fir die anderen beiden verzweigt-
kettigen Aminosauren L-Leucin und L-Isoleucin war schon die Deletion von ilvE
alleine ausreichend, damit C. glutamicum nur noch durch Supplementation

dieser beiden Substanzen wachsen konnte.

Die schon bekannte Transaminase IlIVE (Radmacher et al., 2002) zeigte
erwartungsgemall hohe spezifische Aktivitaten fir die Umsetzung aller drei
a-Ketosauren zu den entsprechenden verzweigtkettigen Aminosauren. Fir lIVE
aus E. coli konnte fir die Bildung von L-Isoleucin mit 30 pmol min? (mg
Protein)™ die hochste spezifische Aktivitat nachgewiesen werden (Lee-Peng et
al., 1979). Die Aktivitaten fur die L-Leucin- und L-Valin-Bildung waren im
Vergleich dazu etwas geringer (27,7 bzw. 20,3 pmol min™ (mg Protein) ) (Lee-
Peng et al., 1979). Die etwas htheren Werte sind allerdings auf veranderte

Enzymtestbedingungen zurickzufuhren.

Wahrend in C. glutamicum nur IlVE und AvtA die drei verzweigtkettigen
Aminosauren synthetisieren konnen, ist in E. coli zuséatzlich noch die
Transaminase TyrB an der L-Leucin-Bildung beteiligt (Gelfand und Steinberg,
1977). TyrB katalysiert in diesem Organismus die Aminierung der L-Leucin-
vorstufe 2-Keto-iso-capronsdure mit einer Aktivitdt von 3 pmol min® (mg
Protein)™® (Powell und Morrison, 1978a). In C. glutamcium hingegen gibt es kein
homologes Gen zu tyrB. Das im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Gen aroT,
dessen Genprodukt eine mit TyrB vergleichbare Funktion ausuibt, ist durch eine
spezifische Aktivitat von 1,3 pmol min (mg Protein)™® mit 2-Keto-iso-capron-
saure charakterisiert. Diese Aktivitdt von AroT reicht aber in vivo nicht aus, um
die L-Leucin-Auxotrophie der C. glutamicum AilvE-Mutante auf Minimalmedium

zu komplementieren. Daflr ist AroT aber genau wie TyrB in E. coli bei der



DISKUSSION 103

Synthese der aromatischen Aminosauren L-Phenylalanin und L-Tyrosin
involviert. Zusatzlich tragt IlVE, genau wie in E. coli (Gelfand und Steinberg,
1977), zur Biosynthese dieser beiden Aminosauren bei. Eine AaroT-AilvE-
Doppelmutante ist auf Minimalmedium nur L-Phenylalanin- und nicht L-Tyrosin-
auxotroph. Da C. glutamicum keine Phenylalanin-4-monooxygenase besitzt wie
Pseudomonas sp., die in einem Schritt L-Phenylalanin zu L-Tyrosin hydroxyliert
(Letendre et al., 1975), muss also noch eine dritte unbekannte Transaminase
an der Bildung von L-Tyrosin beteiligt sein.

Die Deletion des alaT-Gens im C. glutamicum-Wildtyp resultierte in einem
verzogerten Wachstum, das aber durch Zugabe von L-Alanin supplementiert
werden konnte. Die Enzymtests mit diesem Enzym zeigten schlie3lich eine
Aktivitat fur die Bildung dieser Aminosaure in Abhangigkeit von L-Glutamin-
saure, L-Asparagin und a-Aminobuttersdure. Die spezifische Aktivitat fur die
L-Alaninbildung mit L-Glutaminsdure war mit 26,6 pmol L-Alanin min™® (mg
Protein)? mit Abstand am gréRten und stellte gleichzeitig die hochste
spezifische Aktivitat dar, die in vitro mit einer Transaminase aus C. glutamicum
ermittelt werden konnte. Obwohl eine AlaT-Aktivitdt in E. coli-Rohextrakten
nachgewiesen worden ist (Wang et al., 1987b), wurde erst vor einigen Jahren
mit der L-Alanin-Transaminase des Archaebakteriums Pyrococcus furiosus eine
prokaryotische L-Alanin-Transaminase erstmals eingehender charakterisiert
(Ward et al., 2000). Dieses Enzym besitzt eine wesentlich hdhere spezifische
Aktivitat von 158 pumol min™ (mg Protein)™* als AlaT aus C. glutamicum. Ein
maoglicher Grund daflr ist, dass in P. furiosus in Abwesenheit eines terminalen
Elektronenakzeptors Pyruvat nicht mehr zu Acetyl-CoA oxidiert werden kann
und deshalb zu L-Alanin transaminiert werden muss (Kengen und Stams,
1994). Wie Enzymtests mit allen potentiellen Transaminasen zeigten, kann
neben AlaT nur noch AvtA in C. glutamicum eine Transaminierungsreaktion mit
den Substraten L-Alanin oder Pyruvat katalysieren. Dies konnte in vivo durch

die L-Alanin-Auxotrophie einer AalaT AavtA—Doppelmutante bestatigt werden.

Neben der L-Asparaginsaure-Transaminase AspC wurde auch noch die
L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC identifiziert. Die Deletion des
korrespondierenden Gens hisC, dass in einem Operon mit Genen des
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L-Histidin-Biosynthesewegs organisiert ist, resultierte in einer L-Histidin-
Auxotrophie. Im Gegensatz zu vielen anderen Transaminasen, deren
Aktivitatsverlust sich aufgrund tberlappender Substratspezifitaten mit anderen
Enzymen ausgleichen lasst, ist die HisC-Aktivitat in allen bisher studierten
Organismen, wie z. B. Bacillus subtilis (Weigent und Nester, 1976), S. coelicolor
(Limauro et al., 1990) oder E. coli (Garrick-Silversmith und Hartman, 1970), fur
die L-Histidin-Synthese essentiell. Die kinetischen Parameter von HisC aus
C. glutamicum sind denen von Thermotoga maritima sehr ahnlich (Fernandez et
al., 2004). So ist z. B. der ermittelte Ky-Wert fir das Substrat L-Histidinol-
phosphat mit 0,89 mM bzw. 0,8 mM fast identisch. Groéf3ere Unterschiede gibt
es allerdings zu HisC aus Zymomonas mobilis, fur das ein Ky-Wert von lediglich
0,17 mM fur dieses Substrat ermittelt wurde (Gu et al., 1995). In B. subtilis ist
HisC auflerdem an der L-Phenylalanin- und L-Tyrosin-Synthese beteiligt
(Nester und Montoya, 1976). Entsprechende Enzymtests mit HisC aus
C. glutamicum zeigten, das auch diese Transaminase mit geringer spezifischer
Aktivitat die beiden Aminoséuren in vitro synthetisieren kann. Der
ausgesprochen hohe Ky-Wert von 106 mM, der zumindest fur die L-Phenyl-
alanin-Vorstufe Phenylpyruvat bestimmt wurde, macht deutlich, dass es sich bei
dieser Umsetzung wohl eher um eine Nebenaktivitdt von HisC handelt.
Aufgrund der geringen Aktivitat mit den beiden aromatischen Aminoséauren ist
es weiterhin fraglich, ob HisC neben IIVE und AroT zur in vivo- Synthese von
L-Tyrosin beitragen kann. Aufschluss dartiber kénnten Untersuchungen mit

einer entsprechenden Triple-Deletionsmutante liefern.

Die drei durch NCgl1022, NCgl1184 und sufS kodierten Proteine, deren gelb-
grine Farbe auf dem gebundenem Co-Faktor PLP beruht, zeigten in den in
vitro-Enzymtests keinerlei Transaminase-Aktivitat. Inrem genomischen Kontext
nach handelt es sich eher um Cystein-Desulfurasen [E.C. 2.8.1.7], die eine
B-Eliminierung zur Spaltung von L-Cystein zu L-Alanin und Schwefel in Form
eines Enzym-Cysteinyl-persulfid-Intermediates katalysieren. Der so mobilisierte
Schwefel dient dann dem Aufbau von Fe-S-Clustern und der Synthese
schwefelhaltiger prosthetischer Gruppen wie z. B. Thiaminpyrophosphat und
Liponsdure (Mihara und Esaki, 2002). Zumindest fur NCgl1022 und SufS

konnte diese Vermutung durch Enzymtests bestétigt werden. Die sehr geringen
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spezifischen Aktivitaten von 0,04 bzw. 0,35 pmol min™ (mg Protein)™ sind mit
der Aktivitat der Cystein-Desulfurase IscS aus E. coli (0,008 pmol min™ (mg
Protein) durchaus vergleichbar (Outten et al., 2003). Zusammen mit der
Cystathionin-p-lyase MetC (Rossol und Puhler, 1992; E.C. 4.4.1.8) und der
Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutase HemL (McHardy et al., 2003;
E.C. 5.4.3.8), die auch im Rahmen der Hidden—Markov-Modell-Analyse als
potentielle Transaminasen aus dem Genom von C. glutamicum identifiziert
wurden, konnte fur finf Enzyme keine Transaminase-Aktivitdt nachgewiesen

werden.

Insgesamt sind elf Transaminasen aus C. glutamicum beschrieben. Einen

Uberblick zu diesen Enzymen gibt Tabelle 20.

Tab. 20: Ubersicht der Transaminasen aus C. glutamicum
Nlljln(i?r:;er Gen Enzym Klasse " Funktion
NCgl0215 aroT ;r:t?ssfr?;igﬁﬁ]gjsrairrz}] I Synthese aromatischer AS
NCgio2s7 aspT  Lfspaedinsaure | sparsinsiure
NCglo753 pdxR ~ FYridoxamin-phosphat | PLP-Synthese
NCgl0794 serC $P;nssp;rﬁisne;sne' - L-Serin-Synthese
NCgl1058 dapC gﬁgﬁﬁgﬂé#%ﬁ;:;ﬂg:e I L-Lysin-Synthese
NCgl1343 argD ?;ﬁﬁ:;ﬁ?;gzgme' Il L-Arginin-Synthese
NCgl2020 hisc ~ fistdnolphosphat | L-Histidin-Synthese
NCgl2123 iIVE I;?t?gsszmﬁies;%rrgﬁrzweigt- i i}r/r:}tnhoess;u\r/:rr]zweigtkettiger
NCg2s10 aia Al | e von L-ainund
NCgl2515 bioA [ Sdiamino-pelargon- Il Biotin-Synthese
NCgl2747 alaT  L-Alanin-Transaminase I L-Alanin-Synthese

" Klasseneinteilung nach Mehta et al., 1993
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Die Tatsache, dass mehreren dieser Enzyme wie z. B. AvtA und AroT erst
anhand von Enzymtests und in vivo-Deletionsanalysen die richtige Funktion
zugeordnet werden konnte, verdeutlicht die Grenzen einer allein auf
Sequenzvergleichen basierenden Annotation von Transaminase-Genen
(Jensen und Calhoun, 1981; Christen und Metzler, 1985). Dariber hinaus
konnten die Identitaten der Transaminasen aufgeklart werden, die an der
Synthese von L-Leucin, L-Isoleucin, L-Valin, L-Phenylalanin, L-Histidin und
L-Alanin beteiligt sind. Da schon bekannt war, dass SerC essentiell fur die
L-Serin-Synthese (Peters-Wendisch et al.,, 2005) und die ArgD-Aktivitat
unentbehrlich fur die L-Arginin-Synthese (Sakanyan et al., 1996) ist, bleibt noch
die Frage offen, welche Transaminasen neben IIVE und AroT an der L-Tyrosin-
bildung, und neben ArgD und DapC an der L-Lysinsynthese beteiligt sind. An
der Synthese der Ubrigen Aminosauren sind in Bakterien keine weiteren
Transaminasen beteiligt (Christen und Metzler, 1985). Ein &hnlich komplettes
Bild Uber alle Transaminierungsaktivitaten in einem Organismus ist bisher

bestenfalls nur fur E. coli bekannt (Jensen und Calhoun, 1981).

2. Proteinstrukturmodell fir die L-Histidinol-phos phat-Transaminase

HisC aus Corynebacterium glutamicum

Die L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC ist nicht nur essentiell fir die
L-Histidin-Synthese, sondern sie besitzt zumindest in vitro genau wie HisC aus
Z. mobilis (Gu et al., 1995) die Fahigkeit ganz spezifisch 2-Keto-iso-capron-
saure zu L-Leucin zu transaminieren. Die spezifische Aktivitat fur die L-Leucin-
Bildung betragt 1,4 pmol min™® (mg Protein)?, wahrend HisC aus Z. mobilis
diese Reaktion in umgekehrter Richtung mit einer spezifischen Aktivitat von nur
0,06 pmol min™ (mg Protein)™ katalysiert (Gu et al., 1995). Um einen Einblick in
das aktive Zentrum von HisC zu erhalten und mehr Uber die Bedeutung
einzelner Aminosaurereste bei der Reaktion zu erfahren, wurde das Protein
zunachst unter drei verschiedenen Bedingungen kristallisiert. Anhand der
aufgenommenen ROntgenbeugungsmuster der drei Kristalle wurden dann

erstmals Proteinstrukturmodelle flr eine Transaminase aus C. glutamicum
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erstellt. Insgesamt konnten 364 von 366 Aminosaurebausteinen von HisC
modelliert werden. Lediglich die beiden N-terminale Aminosauren fehlten. Diese
Komplexitat unterscheidet die Modelle ganz klar von den bereits berechneten
Strukturen von HisC aus E. coli und T. maritima, in denen 17 bzw. 7 Amino-
sauren aufgrund unzureichender Elektronendichtekarten bei der Modellierung

unbertcksichtigt bleiben mussten (Fernandez et al., 2004).

Fur die Kristallisation von Apo-HisC wurde HisC als Fusionsprotein mit einem
C-terminalen Strep-Tag 1I® eingesetzt, der an der Packung der Proteine im
Kristall partizipierte und so die Proteinstruktur veranderte. Der Strep-Tag II® fir
Affinitatschromatographie fiel auch bei der systematischen Untersuchung des
Einflusses solcher Tags auf die Kristallisationseigenschaften des Maltodextrin-
Bindeproteins negativ auf (Bucher et al., 2002). Andererseits wurden aber
schon viele Strukturmodelle veréffentlicht, fur die zuvor Proteine mit diesem Tag

kristallisiert worden sind (Ostermeier et al., 1996, Breitinger et al., 2001).

Sowohl von der Sequenz als auch der Struktur her ist die L-Histidinol-phosphat-
Transaminase HisC aus T. maritima (Fernandez et al., 2004) das zu HisC aus
C. glutamicum &hnlichste Enzym. Das um dreif3ig Aminosauren langere Protein
aus C. glutamicum besitzt im Vergleich zum Enzym aus T. maritima eine
zusatzliche a-Helix (Met150-Glul55) in der PLP-Bindedomane, die aber flr die
Katalyse wahrscheinlich ohne Bedeutung ist. Die an der Fixierung des
Cofaktors im aktiven Zentrum beteiligten Aminosaurereste von Tyr63, Asnl72,
Aspl197, Tyr200, Lys228 und Arg236 sind in allen Klasse I-Transaminasen
konserviert (Sivaraman et al., 2001). Die Aminosaurereste von Tyr21, Tyrl23,
Arg224, Thr225 und Arg333, die an der Stabilisierung von L-Histidinol-phosphat
beteiligt sind, sind nur in L-Histidinol-phosphat-Transaminasen konserviert
(Mehta et al., 1989).

Die Charakterisierung von elf verschiedenen HisC-Muteinen mit jeweils einer
Mutation an den konservierten Positionen Tyr21 und Tyrl23 oder den eher
flexiblen Positionen Asn99 und Tyr257 zeigte, dass schon Kkleinste
Veranderungen im umfangreichen H-Bruckennetzwerk zu einem drastischen
Aktivitatsverlust von HisC fluhrten. Eine Ausnahme bildete der Austausch von
Tyr123 gegen Phel23. Durch ein L-Phenylalanin an dieser Position war die
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spezifische Aktivitat fur die Umsetzung von 4-Hydroxy-phenylpyruvat zu
L-Tyrosin fast verdoppelt (0,9 gegeniiber 0,5 pmol min® (mg Protein)™).
Dadurch konnte die Vermutung von Sivaraman et al. (2001) bestatigt werden,
nach der Phel23 zur breiteren Substratspezifitdt fir aromatische Aminosauren
beitragen konnte. Dieses ist zuvor fur die HisC-Proteine aus Z. mobilis und
B. subtilis beschrieben worden, die ein L-Phenylalanin an dieser Position tragen
(Gu et al., 1995; Weigent und Nester, 1976). Warum HisC aus C. glutamicum in
vitro L-Leucin und nicht die strukturell sehr dhnlichen Aminosauren L-Isoleucin
und L-Valin bilden kann bleibt vollkommen unklar. Wie die genaue Modellierung
von L-Leucin in das aktive Zentrum mit der Stabilisierung der Carboxylgruppe
zeigte, gibt es aufgrund der kleinen Seitenkette dieser Aminosaure keinerlei
hydrophobe Wechselwirkungen mit Aminoséureresten des aktiven Zentrums,

die eine Praferenz fur L-Leucin erklaren kénnten.

3. Gerichtete Enzymevolution von AroT

Durch gerichtete Enzymevolution kann eine Vielzahl katalytischer Eigen-
schaften von Transaminasen, wie z. B. die Aktivitat oder das Substratspektrum
verandert werden. So gelang es z. B. die L-Asparaginsaure-Transaminase
AspC aus E. coli in eine L-Tyrosin-Transaminase umzuwandeln (Rothman und
Kirsch, 2003; Rothman et al., 2004). Durch sechs Aminosaureaustausche
konnte dieselbe Transaminase auch so verédndert werden, dass das Enzym

B-verzweigte Aminosauren umsetzen konnte (Yano et al., 1998).

Genau wie HisC kann auch AroT aus C. glutamicum in vitro nur L-Leucin als
einzige verzweigtkettige Aminosaure synthetisieren. Eine mittels error-prone-
PCR geschaffene AroT-Variante konnte die L-Leucin-Auxotrophie einer
C. glutamicum AilvE-Mutante komplementieren. Lediglich eine einzige Amino-
saure-Substitution Met54 — Leu54 bewirkte eine Halbierung des Ky-Wertes
(167,2 mM gegenluber 78,2 mM) und eine Verdopplung der katalytischen
Effizienz (59 M* s* gegenliber 31 M* s*) gegenliber dem Wildtyp-Enzym.
Anhand eines berechneten Strukturmodells konnte die Mutation am Ende des

N-terminalen flexiblen Arms lokalisiert werden, der das aktive Zentrum
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gegenuber dem umgebenden Milieu abschirmt. Da die computergestitzte
Modellierung der AroTY*--variante wahrscheinlich aufgrund groRerer
Konformationsanderungen scheiterte, bleibt die strukturelle Konsequenz des
Aminosaureaustauschs vorerst unklar. Trotzdem veranschaulicht die
Identifizierung der AroT>*“-Variante den Vorteil einer gerichteten Enzym-
evolution gegeniber dem rationalen Proteindesign, wenn ein geeignetes
Screening-System verflgbar ist. Die so weit vom aktiven Zentrum entfernte
M54L-Mutation hatte schlie3lich nicht als vorteilhaft erkannt werden kdnnen, da
detaillierte Kenntnisse Uber die Struktur-/Funktionsbeziehungen fir Modell-
Proteine der Klasse der Ib-Transaminasen nicht vorliegen (Oue et al., 1999,
Rothman et al., 2004).

Trotz der hohen Zahl getesteter Klone konnte keine HisC —Variante und nur
eine AroT — Variante mit erhohter L-Leucinaktivitat identifiziert werden. Dies
konnte auf die vielfaltigen Einschrankungen der error-prone-PCR-Methode
zuruckzufihren sein. Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes
resultiert nur etwa ein Drittel aller Punktmutationen letztendlich in einer
Aminosauresubstitution (Jager et al.,, 2001). AulRerdem ist der Austausch von
zwei oder drei direkt benachbarter Basen in einem Codon sehr unwahr-
scheinlich, wodurch sich die Anzahl der moglichen Aminosaureaustausche
noch weiter reduziert. Zusatzlich wird diese Zahl trotz Verwendung optimierter
error-prone-PCR-Bedingungen dadurch vermindert, dass die Tag-Polymerase
viel mehr Transitionen (Austausch: Purinbase — Purinbase; Pyrimidinbase —
Pyrimidinbase) als Transversionen (Austausch Purinbase — Pyrimidinbase;
Pyrimidinbase — Purinbase) verursacht (Leung et al., 1989; Moore und Arnold,
1996). Eine der vielen, wenn auch aufwendigen Methoden, diese Limitierungen
der error-prone-PCR grof3tenteils zu umgehen wirde die Durchfihrung einer
Sequenz-Sattigungsmutagenese (SeSaM) bieten, mit der eine gegebene
Nukleotidsequenz zufalliger mutiert werden kann (Wong et al., 2004).

Um noch andere Mutationen an Position 54 der Aminosauresequenz von AroT
zu identifizieren, die die enzymkinetischen Parameter fir die Transaminierung
von 2-Keto-iso-capronsaure zu L-Leucin weiter verbessern wurden, ware es

maoglich eine positionsspezifische Sattigungsmutagenese durchzufihren (Jager
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et al., 2001). Durch diese PCR-Methode konnte das Met54 durch alle
proteinogenen Aminosauren ersetzt werden. Allerdings misste in diesem
Zusammenhang das Selektionssystem verbessert werden, da die Wachstums-

unterschiede auf Minimalmedium nur schwer zu erkennen sind.

4. Verbesserung der L-Valinbildung mit  C. glutamicum durch Deletion
der Gene fur die Alanin-Transaminase ( alaT) und die Transaminase C
(avtA)

Bei der mikrobiellen Bildung von L-Valin mit C. glutamicum wird L-Alanin als
unerwinschtes und von L-Valin schwer abtrennbares Nebenprodukt gebildet
(Radmacher et al., 2002). Durch Deletion von alaT und avtA, deren Proteine als
einzige Pyruvat zu L-Alanin transaminieren kénnen, konnte die Akkumulation
von L-Alanin im Kulturiiberstand entscheidend verringert werden. In
Schuttelkolbenexperimenten wurde die Nebenproduktkonzentration im
Vergleich zum Ausgangstamm (2,5 mM) durch Deletion von avtA um 20 % (auf
2 mM) und durch Deletion von alaT sogar um ca. 80 % (auf 0,4 mM) gesenkt.
Gleichzeitig war die L-Valinkonzentration bei beiden Stammen erhoht,
wahrscheinlich weil weniger Pyruvat in Richtung L-Alanin umgesetzt wurde und
so fur die L-Valinbildung zur Verfligung stand. Dass trotz Verlust der AvtA-
Aktivitat, die in vivo fur L-Valinsynthese mitverantwortlich ist, mehr L-Valin
gebildet wird, liegt im Uberlappenden Substratspektrum von IIVE und AvVtA
begrindet. Diese sich Gberschneidenden Enzymaktivitaten beider Enzyme sind
auch schon in E. coli und Salmonella typhimurium beschrieben worden (Whalen
und Berg, 1982; Berg et al., 1983). Die eigentliche Rolle von AVtA ist allerdings
noch nicht bekannt oder erkennbar (Whalen und Berg, 1982). Da aber in E. coli
eine Repression der avtA-Expression durch L-Alanin beschrieben wurde
(Falkinham 1979; Whalen und Berg, 1982), ist anzunehmen, dass die primére

Rolle von AvtA in der L-Alaninsynthese zu suchen ist (Wang et al., 1987a).

Die Reduktion der Nebenproduktbildung bei gleichzeitig erhohter L-Valin-
akkumulation konnte auf eine batch-Fermentation im 1,5 L-Mal3stab tbertragen

werden, die einer den industriellen Produktionsbedingungen sehr &hnlichen
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Kultivierungsform entspricht. Der Produktionsstamm ohne AvtA sekretierte
hierbei 20 % weniger, wahrend der Stamm mit Deletion von alaT sogar 75 %
weniger L-Alanin in der Fermentationsbrihe akkumulierte. Mit der L-Alanin-
Transaminase AlaT in C. glutamicum konnte nun erstmals ein solches Enzym

eine biotechnologische Anwendung finden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In den Synthesewegen der meisten Aminosauren katalysieren Transaminasen
reversibel den Transfer einer Aminogruppe von einer o-Aminosaure zu einer
a-Ketosaure. Diese Enzyme sind untereinander durch hohe Sequenzhomologien, eine
sehr ahnliche Struktur und Uberlappende Substratspezifititen gekennzeichnet. Ziel der
Arbeit war es, detaillierte Kenntnisse zur Funktion und Struktur der Transaminasen in
Corynebacterium glutamicum mit besonderem Augenmerk auf die an der
verzweigtkettigen Aminosauresynthese beteiligten Enzyme, zu erarbeiten.

Insgesamt wurden zwanzig Proteine mit Transaminasemotiv isoliert und in vitro
bezuglich ihres Substratspektrums charakterisiert. Zuséatzlich wurde die in vivo
Funktion durch chromosomale Deletionen untersucht. Auf diese Weise gelang es unter
anderem, die L-Alanin-Transaminase AlaT und die fur die Lysinbildung wichtige
Aspartat-Transaminase AspC zu identifizieren. Dartiber hinaus konnte zwei Proteinen
eine Funktion als Cystein-Desulfurasen zugeordnet werden, die an der Synthese von
FeS-Clustern beteiligt sind.

Es konnte ferner gezeigt werden, dass die Transaminase fur die verzweigtkettigen
Aminoséauren IIVE in vitro mit vergleichbarer spezifischer Aktivitat von 9,6 - 13,9 umol
min™ mg (Protein)™ die L-Leucin, L-Isoleucin- und L-Valin-Bildung katalysiert. In vivo ist
das Enzym aber nur fur die L-Isoleucin- und L-Leucin-Synthese essentiell. Als weitere
Transaminase fiur die Synthese der verzweigtkettigen Aminoséuren konnte die Alanin-
Valin Transaminase AvtA identifiziert werden. Das Enzym verwendet ausschlief3lich
L-Alanin als Aminodonor und katalysiert mit einer hohen spezifischen Aktivitat von
18,2 pmol min® mg (Protein)™* die Bildung von L-Valin. Diese Aktivitat ermdglicht in
ilvE-Deletionsmutanten die L-Valinsynthese.

Die Transaminase AroT katalysiert die Bildung von L-Phenylalanin und L-Tyrosin.
Interessanterweise setzt AroT mit weniger als 10 % der spezifischen Aktivitat
gegeniber Phenylpyruvat auch 2-Keto-isocapronsaure zu L-Leucin um, nicht aber die
Vorstufen von L-Isoleucin oder L-Valin. Durch gerichtete Enzymevolution gelang es,
ein AroT-Mutein mit der Mutation M54L zu isolieren, welches 2-Keto-isocapronsaure
mit nahezu verdoppelter katalytischer Effizienz von 59 M™* s™* umsetzt.

Die L-Histidinol-phosphat-Transaminase HisC wurde kristallisiert, und es wurde ein
Strukturmodell bei einer maximalen Auflésung von 1,8 A bestimmt. Dieses Modell
umfasste 364 von 366 Aminosauren und gab in Verbindung mit Mutationen im aktiven
Zentrum Aufschluss Uber die an der Katalyse beteiligten Aminosaurereste. Wahrend
die meisten Mutationen zu einer verminderten Aktivitat fihrten, verdoppelte sich die
spezifische Aktivitat fur die L-Tyrosinbildung von 0,5 auf 0,9 pmol min™® mg (Protein)™
wenn Tyrl23 durch Phe ersetzt wurde.

Bei der biotechnologischen Produktion von L-Valin mit C. glutamicum wird L-Alanin als
Nebenprodukt gebildet. Durch einzelne Deletion der Gene fir die Transaminase C
(avtA) und die L-Alanin-Transaminase (alaT) mit L-Alanin-Spezifitat konnte in einem
L-Valin-Produktionsstamm eine Verringerung der L-Alaninakkumulation bei gleichzeitig
erhohter L-Valinbildung erreicht werden. Bei einer batch-Fermentation zeigte sich, dass
die L-Alaninkonzentration im Kulturiiberstand durch Verlust der AlaT-Aktivitdt um 75 %
reduziert werden konnte.
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VII.

ANHANG

1.  Oligonukleotidsequenzen

Primer zur Isolierung der zwanzig potentiellen Transaminase-Gene aus
C. glutamicum:

argD

ivE

avtA

alaT

NCgl0780

aroT

hisC

hemL

NCgl2355

NCgl2491

sufS

serC

Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Bsal fiir die sich anschlielBende Klonierung sind

argD-for

argD-rev

ilvE-for

ilVE-rev

orf2841-for
orf2841-rev

orf234-for
orf234-rev

orf1355-for
orf1355-rev

pat-for
pat-rev

orf2225-for
orf2225-rev

hemL-for

hemL-rev

orf2973-for
orf2973-rev

orf2941-for
orf2941-rev

orf2451-for
orf2451-rev

orf2851-for
orf2851-rev

jeweils unterstrichen.

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGAGCACGCTGGAAACTTGGCC-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTTGCGATTGTCTCGGCAATAGCC-3’

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGTATCTGTCAGGTAGCAGGTGTA-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTGCCAACCAGTGGGTAAAGCC-3

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGTCTCTTATGAAGCCAAGCACTAG-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTTTTTTTGATGAATTCTCCGATTTG-3’

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGACTACAGACAAGCGCAAAACCT-3
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTCTGCTTGTAAGTGGACAGGAAG-3’

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGAATCCTTTGCGCACCAATCAATG-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTTAGTTTCTTAATCCCCTTGAGAC-3’

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGATTAGAGCAGATTTGGCAACTATC-3
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTCCCAGCATTGATGGCCTCCC-3’

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGACCAAAATTACTTTGAGCGATTTG-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTCAGGTTCAGCTTGATGATCTCT-3"

5- ATGGTAGGTCTCAAATGACGCACATGACATCGTCCAATA-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTTGATGCCTTCGCTTCTGCTGC-3"

5-ATGGTAGGTCTCAAATGGCATTGAAGGGTTACACCAACT-3
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTGAACAACGCCCCAGCGAAG-3

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGAGTTCAGTTTCGCTGCAGGATT-3
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTGTTAGCGTAATGCTCCGCTGC-3’

5- ATGGTAGGTCTCAAATGCTGACAAGCTCGAGGCTGAC-3’
5 -TGGTAGGTCTCAGCGCTCTCAACTCCAAAGAATTGCTTGG-3

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGGCGCTTGAACCACAAATAAAGTC-3
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTCCCCAGAGCTTTGGTAATCAG-3
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Primer zur Isolierung der zwanzig potentiellen Transaminase-Gene aus

C. glutamicum (f):

orf646-for

as pT orf646-rev

_ bioA-for
bioA

bioA-rev

dapC-for

dapC dapC-rev

pdxR-for

pdxR pdxR-rev

orfa967-for
NCgl0462  orfo67-rev

orf1836-for
NCgl1184 orf1836-rev

orf1645-for
NCg|1022 orf1645-rev

metC-for
metC metC-rev

Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Bsal und Hindlll (Hindlll in den Rickwartsprimern der

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGCCCGAAGACATGACCGACTTC-3’
5-ATGGTAGGTCTCAGCGCTCTTCCTTGCAAAACCGCCATC-3"

5 -ATGGTAGAAGACAAAATGGAAAACCCCAGCTTGCGCGA-3
5 -ATGGTAGAAGACAAGCGCTTTTCCCTTTAACTGCAGCATGAA-3’

5 -ATGGTAGGTCTCAAATAACCTCTCGCACCCCGCTTG-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTGCTCAGGCGAGAAACAAAGGC-3’

5-CTTGCCGACCTTCCCATCGC-3’

5-CCCCAAGCTTTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAGCGCT
GCCTAGAGACACCGCATCGC-3

5-GACATATTAACTTCGTTGCC-3’

5-CCCCAAGCTTTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAGCGCT
GCCCACCTTCTGGTGCGCGG-3

5 -ATGGTAGGTCTCAAATGAACACTTTTTATCTGGACCATGCA-3’
5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCTAAAAGCCATTCCCGCAGTACG-3’

5 - ATGGTAGGTCTCAAATGCTCTACCTTGATAATGCAGCCA-3’
5- ATGGTAGGTCTCAGCGCTCCCTCTGATTAAGGCGACCG-3

5 -ATGGTACGTCTCAAATGCGATTTCCTGAACTCGAAGAATT-3"
5 -ATGGTACGTCTCAGCGCTCAACACGCTGGCGATACGGC-3

Gene pdxR und NCgl0462) fur die sich anschlieRende Klonierung sind jeweils unterstrichen.

Primer zur Konstruktion von Deletionsmutanten in C. glutamicum:

Del_atc 1
Del_atc_2
avtA Del_atc_3

Del_atc_4

Del _orf234 1
Del_orf234_2
alaT b ori2as 3

Del_orf234_4

5-CGGGATCCCTAGCAGTACTGCTCAACGCAG-3’
5"-CCCATCCACTAAACTTAAACATGGCTTCATAAGAGACAAGCCTA-3
5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGGTGTGCGCAAAAT CGGAGAAT-3’

5-CGGGATCCGAGGTCGCGGGAGGTCATGC-3

5-CGGGATCCCATGCAACCGATCTGGTTTTGTG-3
5"-CCCATCCACTAAACTTAAACAGCGCTTGTCTGTAGTCACCCG-3’
5 -GGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCGCCTGGGTAAC TTCCTGTCC-3

5-CGGGATCCGATTGATCATGTCGAGGAAAGCC-3

Die BamHI-Schnittstellen sind unterstrichen



ANHANG 127

Primer zur Konstruktion von Deletionsmutanten in C. glutamicum (f):

aroT

ivE

hisC

NCgl2355

NCgl2491

Del_pat_1

Del_pat_2
Del_pat_3

Del_pat_4

Del_ilvE_1
Del_ilvE 2
Del_ilvE _3

Del_ilvE _4
Del_hisC_1
Del_hisC_2

Del_hisC_3

Del_hisC_4

Del_2355_1

Del_2355_2

Del_2355_3

Del_2355_4

Del_2491_1

Del_2491 2

Del 2491 3

Del 2491 4

5-CGGGATCCACCAAATACTTGACAAGCATGACAA-3
5"-CCCATCCACTAAACTTAAACACAAATCTGCTCTAATC
ATGATTTAC-3’
5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCTGCTGCGCGCGTGGGAGG- 3"

5-CGGGATCCCACTAACGCCAGCACAATCGCA-3’

5- CAGTAGCGGGATCCAGGAAGTTCCTTATGATGCAGCTT -3

5°- CCCATCCACTAAACTTAAACAAATAACAGCAAGTTTCAT
GTTGTGG -3
5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGTGGGAGACCGCATCGTCAAG -3

5- CAGTAGCGGGATCCTGGTGGTGTCGCAAAAACTCATC -3

5-CAGTAGCGGGATCCGACGACATTTCCGTGGGTATCC-3

5-CCCATCCACTAAACTTAAACACAAAGTAATTTTGG
TCATTTTTCTTAG-3’

5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGACGCAGCTGCAGAGATCATCA-3’

5-CAGTAGCGGGATCCACCACGGACTCCACTAATGCCT-3’

5 -CAGTAGCGGGATCCTGAGATCGAAAGTGCTTGTCGAC-3

5"-CCCATCCACTAAACTTAAACAGTAACCCTTCAATG
CCAAACCAG-3

5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGCTGTCGAGCTGACC
TTCGCT-3'

5-CAGTAGCGGGATCCGAGCATGCTGGCCAAATGGTTG-3"

5 -CAGTAGCGGGATCCTCAACGGAATCACCTTTTGGGAC-3"

5"-CCCATCCACTAAACTTAAACATTGTGGTTCA
AGCGCCATAACGC-3’

5 -TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAAATCAAGGCGC
TGATTACCAAA-3

5 -CAGTAGCGGGATCCGACTGCTTCCAACCAACGAACTC-3

Die BamHI-Schnittstellen sind unterstrichen

Primer fir den Nachweis von Deletionen in C. glutamicum:

avtA

alaT

Ko_delatc_for 5"-CTCCGGTCTGCTTTACGCAGG-3’
Ko_delatc_rev 5-TGTGGGAACGGCCAGCCATGA-3’
Ko_delorf234_for 5"-CTGGGTATTCGCCACGGACGT-3’

Ko_delorf234_rev 5-TCGGCGGTGTCAAAAGCATTGC-3"
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Primer flr den Nachweis von Deletionen in C. glutamicum (f):

Ko_delpat_for 5 - TGACACGGTTACCCCCATCG-3'
aroT Ko_delpat_rev 5-GAGGGGACGGTCAATGACAC-3'
_ Ko_delilvE_for 5'- GACCTCACTCGTGAGTTTCATG -3
iIVE Ko_delilvE_rev 5'- GAGATCGTGAGCGTCACTCAAC -3
. Ko_delhisC_for 5'-GCAGCTTGCCAAGGACGTAAAC-3’
hisC Ko_delhisC_rev 5'-AGATCACGTGGAGGGTGATTCG -3’
Ko_del2355_for 5 -GAACTTCTTGCGCTTGTCGACG-3’
NCgl2355 Ko_del2355_rev 5 -GTGGTGAGGTAGTCGATGAGGT-3
Ko_del2491_for 5'-ACCGATGAGGGTATCAAACTCC-3’
NCgl2491 Ko_del2491_rev 5'-AGAAATCTACTACGGCCAGCCA-3

Primer zur Inaktivierung von NCgl0780:

Inak_0780_for: 5- CAGTAGCGGGATCCAGGTGGAGAACTCGTGGGATGT -3

Inak_0780_rev: 5- CAGTAGCGGGATCCCTTCCAACCAGTCACATTGAACG -3’

Die BamHI-Schnittstellen sind unterstrichen

Primer fur die Klonierung von aroT und hisC in pET-Vektoren zur
heterologen Expression in E. coli:

pET28-aroT_for 5 -GCTACATATGATTAGAGCAGATTTGGCAACT-3
pET28-aroT_rev 5-GCTACTCGAGTTACCCAGCATTGATGGCCTCCCAC-3
pET22-aroT_for 5 -GCTACATATGATTAGAGCAGATTTGGCAACT-3
pET22-aroT_rev 5-GCTACTCGAGCCCAGCATTGATGGCCTCCCAC-3’
pPET28-hisC_for 5-GCTACATATGACCAAAATTACTTTGAGCGAT-3’
pPET28-hisC_rev 5-GCTACTCGAGTTACAGGTTCAGCTTGATGATCTCTGCA-3’
pPET22-hisC_for 5 -GCTACATATGACCAAAATTACTTTGAGCGAT-3’
pPET22-hisC_rev 5-GCTACTCGAGCAGGTTCAGCTTGATGATCTCTGCA-3

Die Ndel- und Xhol-Schnittstellen im forward- bzw. reverse Primer sind jeweils
unterstrichen
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Primer zur Konstruktion der pBHK18-Plasmide mit aroT und hisC fur die
gerichtete Enzymevolution:

EvKI_aroT_for 5 -CTAGTCTATCCCGGGCCTTCTGATCCGTAGTCAGATGC-3’
Smal
EvMu_aroT_for 5'- GGCCGATAGAACCGATATGTTACAG -3
Scal
EvKI/Mu_aroT_rev 5- CTAGTCTATTCTAGATGCGCACCGCAAAACGCCAAAGA -3°
Xbal
EvKI_hisC_for 5 -CTAGTCTATCCCGGGGCCTCCGTCACTCGATTCAGGT-3"
Smal
EvMu_hisC_for 5- TGAATACGATGAGGCTGCTCTGAAG -3°
Stul
EVKI/Mu_hisC_rev 5- CTAGTCTATTCTAGAGACAGTCATGAAAAATTCTTCTCTC-3"
Xbal

Primer fUr die ortsgerichtete Mutagenese von hisC und aroT:

HisC_Y21F_for 5-CTGCGCGGTGAGCACGCTITCGGCGCACCCCAGCTCAACGTTG-3"

hisCY21F , ,

HisC_Y21F rev  5-CAACGTTGAGCTGGGGTGCGCCGAAAGCGTGCTCACCGCGCAG-3
hisCY21K HisC_Y21K_for  5-CTGCGCGGTGAGCACGCTAAGGGCGCACCCCAGCTCAACGTTG-3
is

HisC_Y21K_rev  5-CAACGTTGAGCTGGGGTGCGCCCITAGCGTGCTCACCGCGCAG-3’
hisCY21E HisC_Y21E for  5-CTGCGCGGTGAGCACGCTGAGGGCGCACCCCAGCTCAACGTTG-3’
is

HisC_Y21E_rev  5-CAACGTTGAGCTGGGGTGCGCCCICAGCGTGCTCACCGCGCAG-3’
hisCNBgK HisC_N99K_for  5-GGCTGCCAATGGTTCCAAGGAAATTCTGCAGCAGC-3’
is

HisC_N99K_rev  5-GCTGCTGCAGAATTTCCTTGGAACCATTGGCAGCC-3’
HisCN99D HisC_N99D for  5-GGCTGCCAATGGTTCCGATGAAATTCTGCAGCAGC-3
is

HisC-N99D rev  5-GCTGCTGCAGAATTTCATCGGAACCATTGGCAGCC-3’
HiSCNOOG HisC_N99G_for  5-GGCTGCCAATGGTTCCGGIGAAATTCTGCAGCAGC-3’
is

HisC_N99G_rev  5-GCTGCTGCAGAATTTCACCGGAACCATTGGCAGCC-3
hisCNGOF HisC_N99F for  5-GTGGGCTGCCAATGGTTCCTTIGAAATTCTGCAGCAGCTGCTG -3’
is

HisC_N99F rev  5-CAGCAGCTGCTGCAGAATTTCAAAGGAACCATTGGCAGCCCAC-3
_ HisC_Y123F_for 5-CGTTGGGATTCCAACCCAGCITITCCATGCACCCAATTTTGGC-3’
hisCY123F

HisC_Y123F rev 5 -GCCAAAATTGGGTGCATGGAAAAGCTGGGTTGGAATCCCAACG-3’

Das zu mutierende Codon ist fett und kursiv hervorgehoben, die nétigen Nukleotidaustausche
sind unterstrichen
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Primer fUr die ortsgerichtete Mutagenese von hisC und aroT (f):

HisC_Y257F for 5 -GTGATGCTAGTCCGCCTTCCGITICATCTTTCAGCGCTGAGCC-3

hisCY257F , ) ,
HisC_Y257F rev  5-GGCTCAGCGCTGAAAGATGAAACGGAAGGCGGACTAGCATCAC-3
hisCY 257K HisC_Y257K_for 5 -GTGATGCTAGTCCGCCTTCCGAAACATCTTTCAGCGCTGAGCC-3’
is
HisC_Y257K_rev 5 -GGCTCAGCGCTGAAAGATGTITCGGAAGGCGGACTAGCATCAC-3’
hisCY257E HisC_Y257E_for 5 -GTGATGCTAGTCCGCCTTCCGGAACATCTTTCAGCGCTGAGCC-3’
is
HisC_Y257E_rev 5 -GGCTCAGCGCTGAAAGATGTICCGGAAGGCGGACTAGCATCAC-3’
M54l AroT_M541_for 5-GGCTAATCGGTACCCGGATATCGGTGCGGTTGAGCTCCGTGAG-3"
aro
AroT_M541_rev 5-CTCACGGAGCTCAACCGCACCGATATCCGGGTACCGATTAGCC-3’
TMBAL AroT_M54L_for 5-GGCTAATCGGTACCCGGATTIGGGTGCGGTTGAGCTCCGTGAG-3
aro
AroT_M54L_rev 5 -CTCACGGAGCTCAACCGCACCCAAATCCGGGTACCGATTAGCC-3’
AroT_M54V_for  5-GGCTAATCGGTACCCGGATGITGGTGCGGTTGAGCTCCGTGAG-3’
aroTM54V

AroT_M54V_rev 5-CTCACGGAGCTCAACCGCACCAACATCCGGGTACCGATTAGCC-3’

Das zu mutierende Codon ist fett und kursiv hervorgehoben, die nétigen Nukleotidaustausche
sind unterstrichen

2. Restriktionskarten der konstruierten Plasmide

BssSI|

BciVI
BseS| \ \
ApaLI\

4000
AF049897

pJMargD

4096 bps

EcoNI SgrAl
Tth11ll
Eco47ll
BstBl
Hindll

Scal

Psp14061 Psil

Acclil

Abb. 29: Expressionsplasmid pJMargD mit dem Gen argD
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Abb. 30:

Abb. 31:
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Expressionsplasmid pJMIlVE mit dem Gen ilvE
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Expressionsplasmid pJMavtA mit dem Gen avtA
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Abb. 32:

Expressionsplasmid pJMalaT mit dem Gen alaT

4000
Bsgl

Tth111ll
pJ M0780 AY238318 :\::g:;:v
BstAPt 4132 bps -

Nrul

Bpu10!

Bsgl
Vspl

Pvull

Bpu10!

Abb. 33:

Expressionsplasmid pJM0780 mit dem Gen NCgl0780
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, AY238319

3500

pJMaroT

Bts! 3946 bps
Ppu,\]é)i: Aval
BfrBI BstHI
Nrul BstBI
S&aE’i\I" Hindll
ol
BsrBI
Cfr10l
Nael
NgoMV
Sau96l

Acclll

Abb. 34: Expressionsplasmid pJMaroT mit dem Gen aroT
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Abb. 35: Expressionsplasmid pJMhisC mit dem Gen hisC
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300 Afll

Abb. 36: Expressionsplasmid pJMhemL mit dem Gen hemL

pJ M2355 \Y238324
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Abb. 37: Expressionsplasmid pJM2355 mit dem Gen NCgl2355
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o, 81
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Abb. 38: Expressionsplasmid pJM2491 mit dem Gen NCgl2491
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Abb. 39: Expressionsplasmid pJMsufs mit dem Gen sufs
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Abb. 40: Expressionsplasmid pJMserC mit dem Gen serC
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Abb. 41: Expressionsplasmid pJMaspT mit dem Gen aspT
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Abb. 42: Expressionsplasmid pJMbioA mit dem Gen bioA
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Abb. 43: Expressionsplasmid pJMdapC mit dem Gen dapC
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Hincll
Xb:

tetR
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Abb. 44: Expressionsplasmid pJMpdxR mit dem Gen pdxR
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Abb. 45: Expressionsplasmid pJM0462 mit dem Gen NCgl0462
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Abb. 46: Expressionsplasmid pJM1184 mit dem Gen NCgl1184
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Abb. 47: Expressionsplasmid pJM1022 mit dem Gen NCgl1022
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I
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Abb. 48: Expressionsplasmid pJMdapC mit dem Gen dapC
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Abb. 49: Expressionsplasmid pJMaroT mit M54I-Substitution
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Abb. 50: Expressionsplasmid pJMaroT mit M54L-Substitution
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Abb. 51: Expressionsplasmid pJMaroT mit M54V-Substitution
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AY238320

pIMhisCY21E

- 1000

4021 bps

Acclil

Abb. 52: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y21E-Substitution
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Abb. 53: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y21F-Substitution
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Abb. 54: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y21K-Substitution
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Abb. 55: Expressionsplasmid pJMhisC mit N99D-Substitution
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Abb. 56: Expressionsplasmid pJMhisC mit N99F-Substitution
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Abb. 57: Expressionsplasmid pJMhisC mit N99G-Substitution
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Abb. 58: Expressionsplasmid pJMhisC mit N99K-Substitution
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Abb. 59: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y123F-Substitution
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Abb. 60: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y257E-Substitution
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Abb. 61: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y257F-Substitution
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Abb. 62: Expressionsplasmid pJMhisC mit Y257K-Substitution
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Abb. 63: Low-copy Vektor pBHK18 mit Gen aroT
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Abb. 64: Low-copy Vektor pBHK18 mit Gen aroT und M54L-Substitution
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Abb. 65: Low-copy Vektor pBHK18 mit Gen hisC und hisD
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Abb. 66: Expressionsvektor pET28a(+)-aroT mit Gen aroT
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Abb. 67: Expressionsvektor pET28a(+)-hisC mit Gen hisC
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Abb. 68:

Abb. 69:
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Expressionsvektor pET22b(+)-hisC mit Gen hisC
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Abb. 70: Vektor pk18mob mit einem 300 bp langem internen Fragment von
NCgl0780
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Abb. 71: Vektor pk19mobsacB-AalaT mit alaT-Sequenz. Deletiert ist ein
914 bp langes internes Fragment von alaT
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Abb. 72: Vektor pk19mobsacB-AaroT mit aroT-Sequenz
626 bp langes internes Fragment von aroT
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Abb. 73: Vektor pk19mobsacB-AavtA mit avtA-Sequenz.
752 bp langes internes Fragment von avtA
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Deletiert ist ein
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Abb. 74:

Abb. 75:
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Vektor pk19mobsacB-AilvE mit ilvE-Sequenz. Deletiert ist ein

769 bp langes internes Fragment von ilvE
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Vektor pk19mobsacB-AhisC mit hisC-Sequenz. Deletiert ist ein

701 bp langes internes Fragment von hisC
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Abb. 76: Vektor pk19mobsacB-42355 mit NCgl2355-Sequenz
ein 971 bp langes internes Fragment von NCgl2355
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Abb. 77: Vektor pk19mobsacB-42491 mit NCgl2491-Sequenz
ein 506 bp langes internes Fragment von NCgl2491
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