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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Stamme des Gram-positiven Bakteriums Corynebacterium glutamicum stellen
heutzutage die wichtigsten Organismen zur biotechnologischen Herstellung von
Aminosauren dar. Da C. glutamicum ein genetisch und physiologisch gut
untersuchtes Bakterium ist und fir dessen Manipulation gut funktionierende
Transformationsmethoden und Vektorsysteme zur Verfigung stehen, gibt es
Bestrebungen, auch Pantothensdure mit Hilfe dieses Organismus herzustellen. Der
Weltjahresbedarf dieses 6konomisch wichtigen Vitamins wird heute durch chemische
Verfahren gedeckt. Bei der Konstruktion eines Produktionsstammes fir
Pantothensaure sind nicht nur Manipulationen des Stoffwechsels, sondern auch der
Transmembranflisse von Produkt (Pantothenat) und Substrat (3-Alanin) wichtig, da
diese Flusse die Produktion ebenfalls beeinflussen kénnen. Die am Transport von
Pantothenat und B-Alanin beteiligten Systeme waren in C. glutamicum bisher noch
nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war deshalb deren Charakterisation und
Identifikation.

Es konnte gezeigt werden, dass der Import von [B-Alanin durch einen sekundar
aktiven, Membranpotential-abhangigen Carrier mit einem Kn-Wert von 5 mM und
einer maximalen Geschwindigkeit Vimax von 1,66 nmol (mg TG)™*min katalysiert wird.
Die Identifikation des [-Alaninaufnahmesystems ist durch Homologiestudien nicht
gelungen, jedoch konnte durch eine heterologe Expression des Gens fur den [3-
Alanin Carrier aus Escherichia coli die B-Alaninaufnahmerate in C. glutamicum bis
um das 16-fache gesteigert werden.

Im Gegensatz zu [B-Alanin wird Pantothenat durch ein primar aktives, ATP-
abhangiges und hoch-affines System in die Zelle transportiert, welches sich durch
einen Ky-Wert von 0,9 uM und einer maximalen Geschwindigkeit von 26,6 pmol (mg
TG)'min™ auszeichnet. Das Aufnahmesystem konnte durch Homologiestudien nicht
gefunden werden, da ein ABC-Transportsystem fir Pantothenat in Bakterien oder
Saugern noch nicht bekannt ist.

Fur die Identifikation des Pantothenat-Exkretionssystems konnten in einem
Screening von Transposonmutanten zwei Gene identifiziert werden, deren Deletion

jeweils zu einem fast vollstdndigen Verlust der Pantothenatexkretion fuihrte. Die
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Uberexpression eines dieser Gene fiihrte zu einer Verdoppelung des exkretierten

Pantothenats.



Abstract

Abstract

Strains of the Gram-positive bacterium Corynebacterium glutamicum represent the
most important organisms in the biotechnological production of amino acids. Since C.
glutamicum is a genetically and physiologically well understood bacterium and
established transformation methods and vector systems are available, there are
efforts made to produce also pantothenic acid using this organism. The world’s
annual demand for this economically important vitamin is still met by chemical
synthesis. Constructing a producer strain, one should not only take into account the
possibilities of metabolic engeneering, but also the transmembrane fluxes of product
(pantothenate) and substrate (B-alanine), which can be limiting processes. The
systems involved in the transport of pantothenate and B-alanine are still not known in
C. glutamicum. Therefore, the aim of this work was the characterization and
identification of these systems.

In the present work the uptake of (-alanine was found to be catalyzed by a
secondary active, membrane potential-driven carrier which has a K, of 5 mM and a
maximum velocity Vimax of 1,66 nmol (mg wg)*min™. The identification of the B-alanine
uptake system was not possible by homology studies, but the heterologue expression
of the B-alanine carrier CycA of Escherichia coli resulted in a 16-fold increase of the
B-alanine uptake rate in C. glutamicum.

The characterization of the pantothenate transport system revealed that C.
glutamicum posseses a primary active, high-affinity carrier, which has a K, of 0,9 uM
and a maximum velocity Vmax of 26,6 pmol (mg wg)*min™. Since an ABC transport
system is still not identified in bacteria or mammals, the identification of the carrier by
homology studies was not possible.

For the identification of a pantothenate excretion system the screening of transposon
mutants resulted in two genes, which were deleted individually. Both deletions led to
an almost complete loss of pantothenate excretion, whereas an overexpression of

one of the genes resulted in a twofold increase of pantothenate production.
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I. Einleitung

|. Einleitung

Die Gattung Corynebacterium

Der Name Corynebacterium wurde 1896 von Lehmann und Neumann eingefuhrt, die
mit Corynebacterium diphtheriae und Corynebacterium xerosis die ersten
Organismen dieser Gattung beschrieben. Corynebakterien sind Gram-positive, nicht-
sporenbildende Bakterien, die im Boden vorkommen und auch, zusammen mit
anderen Gram-positiven Bakterien wie Staphylococcus und Propionibacterium, die
menschliche Haut besiedeln. Sie haben eine keulenférmige (coryne ist griechisch
und bedeutet Keule) Gestalt und zeigen einen typischen Zellteilungsmodus, wobei
eine unvollstdndige Trennung nach der Zellteilung zu v-férmig voneinander
abgewinkelten Tochterzellen fuhrt (snapping division) (29). Corynebakterien sind
aerob und nicht beweglich. Viele Arten von Corynebacterium sind Pflanzen- oder
Tierpathogene, wie z. B. C. diphtheriae, der Erreger der Diphtherie, wobei
interessanterweise nur solche C. diphtheriae Stamme pathogen sind und das giftige
Exotoxin ausscheiden, die mit dem Phagen 3 lysogenisiert sind. Das Stutzskelett der
Zellwand von Corynebacterium besteht aus dem Peptidoglycan Murein, das die
Diaminosaure meso-Diaminopimelinsdure enthalt und mit dem Heteropolysaccharid
Arabinogalactan verknupft ist. Mit diesem sind kurzkettige (22 - 36 C-Atome) a-Alkyl,
B-Hydroxy Fettsduren, die Mycolsauren, kovalent gebunden. Man nimmt an, dass
diese aus den Mycolséduren gebildete Schicht noch andere Lipide enthalt, die so
angeordnet sind, dass eine Lipiddoppelschicht gebildet wird (42). Somit besitzen
Corynebakterien, ahnlich wie  Gram-negative Bakterien, eine aullere
Diffusionsbarriere (42). Wegen den biochemischen Ahnlichkeiten im Zellwandaufbau
bezuglich der Peptidoglycan-Struktur, dem Vorkommen von Mycolséduren und der
Lipidzusammensetzung wird Corynebacterium zusammen mit Mycobacterium,
Nocardia und Rhodococcus zu der sogenannten CMN-Gruppe zusammengefal3t (2).
Nocardia und Rhodococcus gehéren zu den Actinomyceten, wobei Corynebacterium
und Mycobacterium als Actinomyceten-ahnliche Bakterien bezeichnet werden, da sie
einen hohen G-C-Gehalt als Gemeinsamkeit mit den Actinomyceten haben (33).
Corynebacterium bildet zwar keine Filamente, aber die unregelmafige Morphologie
und die Assoziation der Zellen nach der Teilung weisen ebenfalls auf eine

verwandtschaftliche Beziehung zu den Filament-bildenden Actinomyceten.
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Die Bedeutung von Corynebacterium glutamicum in der Biotechnologie

Corynebacterium glutamicum (damals Micrococcus glutamicus) wurde 1957 in
Japan, infolge der ansteigenden Nachfrage nach Natriumglutamat als
Geschmacksverstarker, im Rahmen eines Screeningprogramms als Glutamat-
ausscheidender Organismus isoliert (28). Bis heute sind viele Mutanten von C.
glutamicum isoliert worden, die fir die Aminosaureproduktion eingesetzt werden und
somit grof3e wirtschaftliche Bedeutung erlangt haben. Auf diese Weise werden
jahrlich 1 Million Tonnen L-Glutamat und 450.000 Tonnen L-Lysin als
Geschmacksverstarker bzw. Futtermittelzusatz und Isoleucin, Leucin und Valin als
Bestandteile von Infusionslosungen hergestellt. Die biotechnologische Produktion
von Aminosauren hat gegeniber der chemischen Synthese den Vorteil, dass sie
kostengunstiger ist und die Aminosauren in der physiologisch aktiven L-Konfiguration
gebildet werden. C. glutamicum besitzt gegentber anderen Mikroorganismen
gewisse Eigenschaften, die fur die Aminosaureproduktion von Vorteil sind. Es fehlen
ihm Enzyme fur den Abbau von Aminoséauren (27) und bislang konnten auch keine
Isoenzyme gefunden werden, was eine einfache Regulation des Stoffwechsels
ermdglicht (12). Daruber hinaus sind fur C. glutamicum Transformationsmethoden
und Vektorsysteme, wie zum Beispiel Expressions- oder Deletionsvektoren,
entwickelt worden, die fir die Entwicklung und Optimierung von Produktionsstdmmen

eingesetzt werden kénnen.

Das Vitamin Pantothensaure

Pantothensaure ist ein wasserlosliches Vitamin und gehdort zum Vitamin-B-Komplex
(Vitamin Bs). Es ist ein Dipeptid und besteht aus [B-Alanin und 2,4-Dihydroxy-3,3-
Dimethyl-Buttersaure (Pantoinsaure), die Uber eine Peptidbindung miteinander
verknlpft sind (Abb. 1.1). Reine Pantothenséaure ist eine gelbliche, 6lig-viskose und
sehr hygroskopische Flissigkeit, die in saurer oder alkalischer Losung instabil ist und
durch Hitze leicht zerstért wird (60). Pantothensaure kommt in fast allen
Nahrungsmitteln vor und konnte in den verschiedensten Organen unterschiedlichster
Organismen nachgewiesen werden, was der Grund fur die Namensgebung war
(pantothen heil3t auf griechisch ,uberall”). Augrund des stark verbreiteten
Vorkommens des Vitamins kommt ein Pantothensduremangel beim Menschen, der

einen taglichen Bedarf von etwa 10 mg hat, praktisch nicht vor, obwohl Menschen,

2
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wie alle anderen héheren Tiere, die Fahigkeit, das Vitamin selbst herzustellen,
verloren haben. AulRerdem tragt auch die Darmflora einen Teil zur Pantothensaure-
Versorgung bei. Dennoch gibt es einige Symptome, die moéglicherweise durch einen
Pantothensauremangel auftreten wie zum Beispiel Wachstumsstillstand, Ergrauung
der Haare und das burning feet syndrome, das im zweiten Weltkrieg bei einigen
Kriegsgefangenen auftrat (14).

Pantoinsaure B-Alanin
OH

H
N OH
HO/>%\W W

O O

Pantothensaure

Abb. 1.1: Das B-Vitamin Pantothenséure (Vitamin Bg) besteht aus den Komponenten Pantoinsaure
und B-Alanin.

Alle B-Vitamine sind Bestandteile von Coenzymen, wobei Pantothenséure Baustein
des Coenzym A (Abb. 1.2) und des Acyl-Carrier-Proteins ist. Pantothensaure bildet
zusammen mit Cysteamin das Pantethein, das als 4‘-Phosphopantethein die
prosthetische Gruppe des Coenzym A sowie des Acyl-Carrier-Proteins bildet. 4'-
Phosphopanthein ist aul3erdem Bestandteil eines Enzyms der Enterobactin

Biosynthese in Escherichia coli (44).
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Abb. 1.2: Coenzym A enthalt das Vitamin Pantothensdure. Mit der Sulfhydrylgruppe wird es als

energiereicher Thioester an das zu aktivierende Substrat gebunden.

Coenzym A, die biologisch aktive Form der Pantothenséaure, spielt in vielen
Stoffwechselwegen wie der -Oxidation von Fettsauren, der Fettsduresynthese und
der Pyruvatdehydrogenase-Reaktion eine wichtige Rolle. Dabei werden
Stoffwechselzwischenprodukte (ber energiereiche Thioesterbindungen mit der
Thiolgruppe des Coenzym A kovalent verknipft und aktiviert. Besonders wichtige
Ester bilden sich dabei zwischen Acetat bzw. Fettsaure und Coenzym A (Acetyl-CoA
und Acyl-CoA). Acetyl-CoA ist das Endprodukt von Kohlenhydrat-, Fett- und
Aminosaurestoffwechsel und wird beispielsweise unter Energiegewinnung im
Citratzyklus abgebaut oder ist Ausgangsstoff bei der Fettsdurebildung und der
Synthese von eukaryotischen Membranlipiden wie Cholesterin. Acyl-CoA wird
beispielsweise zu Acetyl-CoA abgebaut (3-Oxidation) oder spielt eine Rolle bei der
Verlangerung oder Verkirzung der Fettsaurekette. Das Acyl-Carrier-Protein ist
Bestandteil des Fettsduresynthase-Komplexes, an dessen Sulfhydrylgruppe

Zwischenprodukte der Fettsauresynthese kovalent gebunden werden. Coenzym A

4
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und Acyl-Carrier-Protein und damit auch die Pantothensdure haben also eine
zentrale Stellung im Stoffwechsel.

Heute findet man Pantothensé&ure in vielen industriellen Produkten wieder, wobei es
mit anderen Vitaminen als ergdnzender Bestandteil in Futter- und Nahrungsmitteln
dient. Die zum Alkohol reduzierte Form, das Panthenol, findet man in Hautcremes

und Shampoos.

Die Biosynthese von Pantothenat

Der Biosyntheseweg von Pantothenat umfal3t vier Schritte (Abb. 1.3) und ist in E. coli
am besten untersucht worden. Zunéchst findet eine Methylierung von a-
Ketoisovalerat statt, das zuvor in drei Reaktionsschritten aus zwei Molekllen Pyruvat
synthetisiert wird und Ausgangsstoff sowohl von Pantoat als auch der
verzweigtkettigen Aminosauren L-Leucin und L-Valin ist. Diese Reaktion wird durch
die a-Ketopantoat Hydroxymethyltransferase, das Genprodukt von panB, katalysiert.
Die Methylgruppe wird dabei von 5,10-Methylentetrahydrofolat auf a-Ketoisovalerat
ubertragen, wodurch a-Ketopantoat entsteht. Man nimmt an, dass in Bezug auf die
Regulierung der Transferaseaktivitdt eine allosterische Inhibierung durch
Pantothenat (> 500 pM) und Coenzym A (>1 mM) vorliegen (38). Ob solche
Inhibitorkonzentrationen in vivo allerdings tberhaupt vorliegen ist fraglich (57). Beim
nachsten Schritt wird a-Ketopantoat durch die a-Ketopantoat Reduktase, dem
Genprodukt von panE, zu D-Pantoat reduziert (20). Dabei erfolgt, unter Verbrauch
eines Reduktionsaquivalents NADPH, die Reduktion der Carbonylgruppe am [(3-C-
Atom zum Alkohol. Diese Reaktion kann allerdings auch durch die
Acetohydroxysaure Isomeroreduktase, dem ilvC Geprodukt, katalysiert werden, ein
Enzym aus dem Biosyntheseweg von L-Isoleucin, L-Leucin und L-Valin (41).

B-Alanin, welches fur die Kondensation mit D-Pantoat zu D-Pantothenat benétigt
wird, stammt aus der von L-Aspartat-a-Decarboxylase (panD) katalysierten Reaktion,
bei der L-Aspartat decarboxyliert wird (6). Als Cofaktor fungiert bei dieser Reaktion
nicht wie bei anderen Dekarboxylierungen Ublich Pyridoxalphosphat, sondern
Pyruvat. Anders als bei dieser Decarboxylierungsreaktion entsteht 3-Alanin in E. coli
B-Stammen durch Abbau von Uracil (37). Diesen Mechanismus findet man auch bei

Hefen und héheren Eukaryoten (15).
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Abb. 1.3: Der Pantothenatbiosyntheseweg in C. glutamicum. umfasst vier Schritte: a-Ketoisovalerat,
das der Ausgangsstoff sowohl von Pantothenat als auch der Aminosauren L-Leucin und L-Valin ist,
wird aus zwei Molekilen Pyruvat gebildet. Die Enzyme dieser Reaktionen (llvBN, IlvC und llvD)
katalysieren gleichzeitig auch die Reaktionen der L-Isoleucinbiosynthese. Im ersten Schritt der
Pantothenatbiosynthese wird a-Ketoisovalerat durch die a-Ketopantoat Hydroxymethyltransferase
(PanB) zu a-Ketopantoat methyliert. Die Reduktion von a-Ketopantoat zu D-Pantoat erfolgt durch die
o-Ketopantoat Reduktase (PanE). B-Alanin, das aus der Decarboxylierung von L-Aspartat (PanD: L-

Aspartat-a-Decarboxylase) entsteht, wird im letzten Schritt der Biosynthese unter Verbrauch eines

Molekils ATP mit D-Pantoat zu D-Pantothenat verknupft.
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Im letzten Schritt der Pantothenatbiosynthese werden (-Alanin und D-Pantoat unter
Verbrauch von einem Molekil ATP zu D-Pantothenat kondensiert. Diese Reaktion
wird katalysiert durch die Pantothenat Synthetase, die vom panC Gen kodiert wird.
Im Verlauf der Reaktion entsteht ein Enzym-Pantoyl-AMP Intermediat, wonach die
Pantoylgruppe auf B-Alanin Gbertragen wird (36). In E. coli sind die Gene panB, panC
und panD als Operon organisiert (7). Auch in C. glutamicum konnten die Gene panD
(10), panB und panC kloniert werden, wobei die beiden letzteren ebenfalls ein
Operon bilden (46). In E. coli wird die Pantothenat Synthetase anscheinend nicht
strikt reguliert, da nachgewiesen werden konnte, dass die ausgeschiedene
Vitaminmenge den Pantothenatbedarf der Coenzym A Synthese um das 15-fache
Ubersteigt (22). Grund daflr kdnnte die symbiontische Lebensweise zwischen dem

Dickdarmbewohner und seinem Wirt sein.

Transport von Pantothenat und 3-Alanin

In E. coli wird die Pantothenataufnahme durch einen Na'-abhangigen, sekundar
aktiven Transporter katalysiert, der durch das Gen panF kodiert wird und eine sehr
niedrige maximale Aufnahmegeschwindigkeit Vmax von 45 pmol (mg TG)'min™ hat
(55) und mit einem K, von 0,4 uM eine hohe Affinitat fir Pantothenat besitzt. Bei
dem Transporter handelt es sich um ein integrales Membranprotein mit 12
Transmembranhelices (22). In Salmonella typhimurium ist der
Transportmechanismus von Pantothenat ebenfalls an einen Na'-Gradienten
gekoppelt (9). Die Existenz eines Pantothenatexporters in E. coli konnte durch
Nachweis von extrazellularem, radioaktiv markiertem Pantothenat nach Fitterung
von panF panD Doppelmutanten mit B-[3-H]-Alanin gezeigt werden (56), wobei
angenommen wird, dass der Export von Pantothenat eine Rolle bei der Regulation
der Coenzym A-Synthese spielt (22). Bei der ersten Reaktion der Coenzym A-
Synthese wird Pantothenat durch die Pantothenat-Kinase phosphoryliert. Dieser
Schritt wird Uber negative Rickkopplung durch Coenzym A reguliert und nicht
phosphoryliertes Pantothenat wird ins Medium exkretiert (22). Da etwa 15 mal mehr
Pantothenat synthetisiert wird als die Coenzym A Biosynthese bendtigt (22), wird
angenommen, dass der Pantothenatefflux durch ein Niedrighalten der

Pantothenatkonzentration wichtig fur die Regulation der Coenzym A Synthese ist.
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Pantothenattransportsysteme wurden auch fir andere Organismen charakterisiert.
Das SMVT-System (Sodium-dependent Multivitamin Transporter) im absorbierenden
Epithel der Plazenta von Saugern beispielsweise katalysiert die Aufnahme von
Pantothenat, Biotin und Lipoat (39), wobei es sich hier um einen elektrogenen
ProzeR handelt, da pro Molekiil Pantothenat zwei Na*-lonen aufgenommen werden.
SMVT hat beziiglich seiner Sequenz Ahnlichkeit zu E. coli PanF und der K-Wert fir
Pantothenat betragt 1,5 - 4,9 uM, was in den Konzentrationsbereich der im
Blutplasma frei vorkommender Pantothensaure eines gesunden Menschen fallt (0,6-
17 pM, 60). Im Gegensatz dazu hat der Pantothenattransporter Fen2 aus
Saccharomyces cerevisiae keine Sequenzéhnlichkeit zu den Vitamintransportern von
Saugern oder Bakterien, wobei es sich bei Fen2 um einen hoch-affinen (K, = 3,5
M), H*-abhangigen Symporter handelt (54). An Protonen ist auch der Pantothenat-
Transportprozel3 in Erythrocyten gekoppelt, der durch den intraerythrocytaren
Malaria-Erreger Plasmodium falciparum induziert wird und ftr ihn Gberlebenswichtig
ist (45). Bei diesem TransportprozeR werden jeweils ein H" und Pantothenatmolekiil
im Symport transportiert, wobei der Transporter mit einem K, von etwa 23 mM eine
niedrige Affinitat zu seinem Substrat besitzt. Die auf die Aufnahme folgende
intrazellulare Phosphorylierung von Pantothenat wird durch eine ungewdhnlich hoch-
affine Pantothenatkinase mit einem K, von etwa 300 nM katalysiert. Diese
Kombination aus Transport und Phosphorylierung stellt fiir den Erreger ein effektives
Aufnahmesystem dar, das sich von dem des Wirtes unterscheidet und ein mdgliches

Ziel eines Therapieansatzes darstellt.

Die industrielle Produktion von Vitaminen

Tiere und Menschen sind darauf angewiesen, Vitamine mit der Nahrung
aufzunehmen. Heutzutage findet man diese essentiellen Wirkstoffe als
Erganzungsmittel in Futter- und Nahrungsmitteln und als Bestandteile von
Infusionslésungen und Kosmetika, wodurch sie grof3e wirtschaftliche Bedeutung
erlangt haben. Die Herstellung von Vitaminen erfolgt durch chemisch-synthetische
Verfahren, durch Extraktion aus pflanzlichem Material und durch fermentative
Produktion. Die Preise der Vitamine liegen zwischen 10 Euro/kg fiir Ascorbinsaure
(Vitamin C) und 7500 Euro/kg fur Cyanocobalamin (Vitamin B) (8). Nur drei Vitamine,
namlich Riboflavin (Vitamin B,), Ascorbinsaure und Cyanocobalamin, das friher aus



I. Einleitung

Faulschlamm aus Klaranlagen gewonnen wurde, werden mit Mikroorganismen
synthetisiert. Im Gegensatz zu den klassischen Fermentationsprodukten wie Kase
oder Essig sind fur die Entwicklung und Optimierung von Bakterienstammen fiur die
fermentative  Produktion von Vitaminen Kenntnisse Uber die jeweiligen

Biosynthesewege unerlasslich.

Die industrielle Produktion von Pantothenat

Pantothenat hat grof3e dkonomische Bedeutung, weil es als Futtermittelzusatz und
therapeutisches Agens eingesetzt wird. Der Weltjahresbedarf an Pantothenat betragt
etwa 4000 Tonnen (52) und wird auch heute noch mittels chemischer Synthese
gedeckt. Dabei wird aus Formaldehyd, Isobutylaldehyd und Cyanid zuné&chst D,L-
Pantolacton, das Lacton der Pantoinsaure, synthetisiert (35). Da nur D-Pantothenat
physiologisch aktiv ist, muss D-Pantolacton, bevor es mit [B-Alanin chemisch
kondensiert wird, durch einen schwierigen Prozess chemisch aus dem Racemat
isoliert werden (18). Zur Vereinfachung dieses Schrittes wurden auch Methoden
entwickelt, bei denen die Enantiomerentrennung enzymatisch erfolgt (18). Bei einer
weiteren Methode wird Pantothenat in einem Gemisch aus K*-Pantoat, B-Alanin und
ATP enzymatisch synthetisiert, wobei der Nachteil dieses Prozesses ist, dass die
Ausgangsstoffe Pantoat und ATP relativ teuer sind und die Produktausbeute sehr
gering ausfallt. Neben diesen chemischen und chemie-enzymatischen Methoden, die
viele Nachteile mit sich bringen, wurde ein Verfahren zur fermentativen
Pantothenatproduktion entwickelt. Durch aufeinanderfolgende Mutagenese- und
Selektionsschritte konnte ein E. coli Stamm isoliert werden, der gegen Salicylsaure,
a-Ketoisovalerylsaure, a-Ketobutyrylsaure, a-Aminobutyrylsaure, B-
Hydroxyasparaginsaure und O-Methylthreonin resistent ist. Durch zusatzliche
Expression der plasmidkodierten Gene der Pantothenatbiosynthese panB, panC und
panD und Zugabe von 1 % (-Alanin ins Medium konnte mit diesem Stamm bis zu 65
g/l Pantothenat akkumuliert werden (18). Durch eine mikrobiologische
Pantothenatproduktion entfallt der Einsatz von teuren Ausgangssubstraten und
Pantothenat wird direkt in der physiologisch wirksamen D-Konfiguration synthetisiert.
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[l. Material und Methoden

1 Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdamme und ihre Eigenschaften sind in

Tabelle 1, die verwendeten Plasmide in Tabelle 2 aufgefluhrt.

Tab. 2.1: Die in dieser Arbeit verwendeten C. glutamicum und E. coli Stdmme und ihre Eigenschaften.

Bakterienstamm

Genotyp/Phanotyp

Referenz

C. glutamicum

ATCC 13032

Wildtyp

(1)

ATCC 14752

Wildtyp

ATCC, Rockville,
USA

R127panC::pK18mob’panC’

panC disruptiert durch die
Integration des Vektors
pK18mob’panC’, Panto-
thensaure-auxotropher
Indikatorstamm

(46)

R127panC::pK18mob’panC’pXMJ19

Stamm
R127panC::pK18mob
'panC’ transformiert mit
pXMJ19 zur Einfuhrung
der Choramphenicolresis-
stenz

diese Arbeit

DHPF

ATCC 13032 mit Deletion
von putP, proP, ectP,
betP, IcoP

(83)

ANCgl0799

ATCC 13032 mit Deletion
von NCgl0799, das
Ahnlichkeit zu E. coli panF
hat

diese Arbeit

ATCC 13032NCgl0453::pK18mob
'NCgl0453’

NCgl0453 disruptiert
durch die Integration des
Vektors
pK18mob’NCgl0453’

diese Arbeit

ANCgl1108

ATCC 13032 mit Deletion
von NCgl1108

diese Arbeit
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ATCC 13032pXMJ19cycA

ATCC 13032 mit
heterologer Expression
von E. coli cycA

diese Arbeit

ANCgl1837

ATCC 13032 mit Deletion
von NCgl1837

diese Arbeit

ANCgI2816

ATCC 13032 mit Deletion
von NCgl2816

diese Arbeit

ATCC 13032pXMJ19NCgI2816

ATCC 13032 mit Uberex-
pression von NCgl2816

diese Arbeit

ATCC 13032pEKEXZ2panBC

ATCC 13032 mit Uberex-
pression der Gene panB
und panC

(46)

ATCC 13032pEKEX2panBC
pXMJ19NCgl2816

Uberexpression von
NCgl2816

im Stamm
13032pEKEX2panBC

diese Arbeit

E. coli

MG1655

K12-Wildtyp A Frph-1

(24, 3)

DH5amcr

endAl supE44 thi-1 X
recAl gyrA96 relAl deoR
A(lacZYA-argF)u169
é80dlacZ AM15mcrA
A(mrr hsdRMS mcrBC);
unter anderem keine
Restriktion von
unmethyliertem Adenin in
spezifischen Erkennungs-
sequenzen (hsdRMS
Gene kodieren fur EcoK |);
an bestimmten
methylierten Adenin- und
Cytosinbausteinen der
DNA wird nicht
geschnitten (mcrA,
mcrBC, mrr)

(16)

S17-1

thi-1 F"endAl hsdR17
SupE44 A pro;
rekombinationsnegativ,
R-Faktor RP4 in das
Chromosom integriert

(40)
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Tab. 2.2 : Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und ihre Eigenschaften.

pUC19

Amp', oriVe. ..

(58)

pXMJ19

ptac, lacl?, Cam’

(23)

pDrive Cloning Vector

Amp", Kan', plac, lacZ a-Peptid, pT7
RNA-Pol., pSP6 RNA-Pol., oripUC,
oriphage f1

Qiagen GmbH,

Hilden

pK18mob

Insertionsvektor,Kan', oriVe ., oriT,
mob; von E. coli S17-1 durch seine
mob-Region nach C. glutamicum
ubertragbar

(49)

pK18mobsacB

Insertionsvektor, Kan', oriVe ¢.,oriT,
mob, sacB; von E. coli S17-1 durch
seine mob-Region nach

C. glutamicum Ubertragbar; Expression
einer Levan-Sucrase aus Bacillus
subtilis (sacB)

(49)

pK18mob’NCgl0453’

pK18mob mit internem 728 bp-
Fragment aus NCgl0453 fur Insertion in
NCgl0453

diese Arbeit

pK18mobsacB-ANCgl1108

pK18mobsacB mit NCgl1108
flankierende Sequenzen (830 und 850
bp) fur Deletion von NCgl1108

diese Arbeit

pK18mobsacB-ANCgl0799

pK18mobsacB mit NCgl0799
flankierende Sequenzen (868 und 931
bp) fur Deletion von NCgl0799

diese Arbeit

pK18mobsacB-ANCgI1837

pK18mobsacB mit NCgl1837
flankierende Sequenzen (906 und 716
bp) fur Deletion von NCgl1837

diese Arbeit

pK18mobsacB-ANCgI2816

pK18mobsacB mit NCgl2816
flankierende Sequenzen (618 und 648
bp) fur Deletion von NCgl2816

diese Arbeit

pXMJ19cycA

pXMJ19 mit E. coli cycA fur die
heterologe Expression in C.
glutamicum

diese Arbeit

pXMJ19NCgI2816

pXMJ19 mit NCgI2816 fur die
Uberexpression

diese Arbeit
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2 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen
2.1 Nahrmedien fur C. glutamicum

Als Vollmedium fir C. glutamicum wurde BHI-Medium (Difco, Detroit, USA)
verwendet. Fur Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Agar (ICN Biomedicals, Inc.)
zugesetzt. Als definiertes Minimalmedium wurde CgC-Medium (25) eingesetzt. Die

Zusammensetzung dieser Medien ist in Tabelle 2.3 angegeben.

2.2 Nahrmedien fur E. coli

E. coli Stamme wurden standardmafig in LB-Medium kultiviert. Fur Agarplatten
wurde dem Medium 15 g/l Agar (ICN Biomedicals, Inc.) zugesetzt. Die

Zusammensetzung dieser Medien ist in Tabelle 2.3 angegeben.

2.3 Antibiotika

Zur Selektion auf die entsprechenden Resistenzmarker bei C. glutamicum wurden
den Medien nach dem Autoklavieren und Abkuhlen auf etwa 50°C Antibiotika in
folgenden Endkonzentrationen zugegeben: Kanamycin 25 ug (ml)", Chloramphenicol
30 pg (mI)'1. Zur Selektion auf Kanamycin- und Chloramphenicolresistenz nach
Elektroporation wurden BHI-Agarplatten mit nur 15 pg (ml)”" Kanamycin und 13 pg
(mly"  Chloramphenicol ~ verwendet. Fir E. coli wurden folgende
Antibiotikakonzentrationen verwendet: Carbenicillin 50 pg (ml)™, Chloramphenicol 30
ug (ml)™ und Kanamycin 25 ug (mly™".

Tab. 2.3: Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien.

Medium Zusammensetzung (pro |)
LB 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl
CgC 42 g MOPS, 20 g (NH4)2S0Oy4, 5 g Harnstoff, 0,5 g KH,POy,

0,5 g KoHPO4, pH (NaOH) = 7,0; Nach dem Autoklavieren
wurde hinzugegeben: 80 ml 50% Glukose, 10 ml 100 mM
CaClz, 10 ml 1M MgSOy4, 200 pg Biotin, 1 ml Spurensalze (s.

u.)
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Spurensalze 28,5 mg FeSO4 x 7H,0, 16,5 mg MnSO4 x H20, 764 mg
CuSO4 x 5H,0, 6,4 g ZnSO4 x 7H20, 128 mg CoCl; x 6H,0,
44 mg NiCl; x 6H,0, 64 mg NaxMoO; x 2H,0, 28 mg
KAI(SO4)2 x 12H,0, 20 mg Na;SeOs x 5H,0, 50 mg H3BO3, 50
mg SrCly, 50 mg BaCl, x 2H,0, pH (H2SO4)

2.4 Kultivierungsbedingungen und Stammhaltung

C. glutamicum-Stamme wurden bei 30°C, E. coli-Stamme bei 37°C angezogen.
Flassigkulturen wurden bei etwa 110 - 120 rpm geschuttelt. Fur die langerfristige
Lagerung von Bakterienstammen wurden Kolonien von Platten in Roti-Store
Cryoréhrchen (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) Uberfuhrt und bei —20°C

eingefroren.

3 Biochemische Techniken
3.1 Aufnahmemessungen mit radioaktiv markierten Substraten

5 ml BHI-Medium wurde morgens mit dem zu untersuchenden C. glutamicum Stamm
beimpft und unter Schitteln ca. 7 h inkubiert. Diese Vorkultur wurde dann zum
Animpfen von 20 ml CgC-Medium verwendet, nachdem die Zellen einmal mit CgC-
Medium gewaschen worden waren. Nach dem Animpfen wurden die Zellen Uber
Nacht unter Schuitteln inkubiert, wodurch eine optimale Anpassung an das
Minimalmedium erzielt wurde. Die Zellen aus der Ubernachtkultur wurden in frisches
CgC-Medium auf eine ODgpo von ca. 2,5 angeimpft und unter Schutteln bis zu einer
ODeoo von ca. 5 weiterkultiviert. Die Zellen wurden bis zum Versuch auf Eis gelagert.
2 ml der Zellen wurden dann in ein Ruhrgefal® gegeben und im Wasserbad bei 30°C
5 min unter Riihren vorgewarmt. Die Aufnahme wurde durch Zugabe von 20 pl "C-
markiertem Substrat in der jeweiligen Konzentration gestartet (20.000 Counts oder
370 Becquerel pro Ansatz). Nach unterschiedlichen vom Versuchsansatz
abhangigen Zeiten wurde jeweils eine Probe von 200 pl entnommen und die Zellen
wurden durch Absaugen auf Glasfaserfiltern (0,45 um Porengrolie, Millipore,
Eschborn) in einer Mehrfachfiltrationsanlage (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) und nachfolgendem zweimaligen Waschen mit je 2,5 ml 100 mM LiCl vom
Medium getrennt. Die Zugabe des Entkopplers CCCP erfolgte in der 21. Minute,
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wobei das Atmungsgift KCN zusammen mit dem Substrat zum Zeitpunkt Null zu den
Zellen gegeben wurde. Die Kompetitoren der (-Alaninaufnahme wurden kurz vor
Zugabe des Substrats zu den Zellen pipettiert. Die Filter wurden in
Szintillationsrohrchen mit 3,8 ml Szintillationsflussigkeit (Rotiszint eco plus, Roth,
Karlsruhe) gegeben und nach kurzem Vortexen wurde die Radioaktivitat in einem
Szintillationszahler (Scintillation Counter LS6500, Beckman Coulter, Minchen)
bestimmt. Die Gesamtaktivitat des Ansatzes wurde durch direktes Zahlen von 200 pl
Reaktionsansatz bestimmt. Die jeweiligen counts (dpm, Disintegrationen (Zerfalle)
pro Minute, wobei 1 dpm 1 Becquerel entspricht), die aus der Zahlung resultierten

wurden in die Formel

dpm(1) X Xm0|(2)

dpMictaiz) X 0,36 % 0,25 x ODgoo(s)

1): counts aus der Zahlung fir die jeweilige Probe eines Messpunktes
2): Stoffmenge des Substrats in der 200 pl-Probe

3): counts aus der Zahlung der Probe ohne Filtration (Gesamtaktivitat)
4): 0,36 mg TG (Ml ODggo 1)

5): 200 ul-Proben

6): ODggo-Wert der Kultur

A~ N~~~ ~

eingesetzt, wodurch man x mol (mg TG)" fir den entsprechenden Zeitpunkt erhielt.
Durch Auftragung dieser Werte gegen die Zeit erhielt man die Aufnahmekinetik und
die Aufnahmerate wurde aus dem linearen Teil dieser Kinetik bestimmt und in [x mol

(mg TG)'min"] angegeben.

3.2 Nichtradioaktive Aufnahmemessungen
3.2.1 Silikonoélzentrifugation

Nichtradioaktive Aufnahmemessungen wurden mit Hilfe der Silikondlzentrifugation
durchgefuhrt. Fur jeden Messpunkt wurden 300 pl Mikrozentrifugenrohrchen
(Beckman Instruments GmbH, Munchen) mit 30 pl 20 % Perchlorsaure und 70 pl
Silikond! der Dichte d=1,04 g (cm®)™ (Wacker, Burghausen) beschickt, kurz in einer

Microfuge E (Beckman Instruments GmbH, Mulnchen) zentrifugiert und auf Eis
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gelagert. Die Kultivierung und Vorbereitung der Zellen fur die 3-Alanin- und GABA-
Aufnahmemessungen erfolgte wie in Kapitel 3.1 beschrieben. Fur die
Aufnahmemessung der Gesamtaminosauren erfolgte eine Kultivierung bis zu einer
ODeoo von 9, bevor die Messung gestartet wurde. Das Volumen der Zellsuspension
betrug 4 ml und der Versuch wurde durch Zugabe von 40 ul Substrat in der
jeweiligen Konzentration zum Zeitpunkt Null gestartet. Jeweils drei Proben (je 200 ul)
wurden zu jedem Messpunkt in den versuchsabhangigen Zeitabstanden entnommen
und in die vorbereiteten Silikonolrohrchen gegeben. Danach wurden die Rohrchen 45
sec zentrifugiert, wodurch die schnelle Trennung der Zellen aufgrund des
Dichteunterschieds vom umgebenden Medium erfolgte und die Zellen durch die
Perchlorsaure sofort inaktiviert wurden. Das Medium verblieb als zellfreier Uberstand,
der abgenommen wurde und fur die Bestimmung (mittels HPLC) der extrazellularen
Substratkonzentrationen herangezogen werden konnte. Diese externen Proben
wurden vor der Analyse so verdunnt, dass die Substratkonzentration in dem Bereich
der Eichreihe (10 yM - 300 uM) lag. Anschlieliend wurden die Zentrifugenréhrchen in
der Mitte der Olschicht (mittlere Phase) durchtrennt. Die drei Spitzen wurden mit der
Offnung nach unten in einem 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR vereinigt und 1 min bei
13000 x g zentrifugiert. Nach der Entfernung von zwei der drei Spitzen erfolgte die
Zugabe von 135 pl H,O sowie 100 pl Silikondl der Dichte 1,06 g (cm®)" (Wacker,
Burghausen) und die Resuspendierung des Sedimentes. Jetzt wurden die Zellen fur
10 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, mit 75 yl 5 M KOH/1 M Triethanolamin zur
Neutralisation und Pufferung des Extrakts versetzt und das Reaktionsgefall kurz
gevortext. Nach einer 30-minttigen Inkubation bei 4°C, wobei die Prazipitation von
Kaliumperchlorat erfolgte, konnte fur 10 min bei 13000 x g zentrifugiert werden,
wodurch sich eine wassrige Phase absetzte. Diese Phase stellte die intrazellulare
Probe dar, dessen Substratkonzentration mit der HPLC analysiert wurde. Vor der
Analyse wurden die Proben so verdinnt, dass die Substratkonzentration in dem
Bereich der Eichreihe (10 uM - 300 uM) lag.

3.2.2 Bestimmung von Aminosaurenkonzentrationen mit Hilfe der HPLC

Die Analyse von Aminosauren (inklusive B-Alanin) erfolgte mit Hilfe der high
performance liquid chromatography (HPLC) und anschlie3ender
Fluoreszenzdetektion auf einer HP1090 oder HP1100 HPLC-Anlage (Hewlett-
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Packard, Waldbronn). Die Proben wurden einer automatischen
Vorsaulenderivatisierung mit 10-fachem Uberschuss an o-Phtaldialdehyd/Borat/3-
Mercaptopropionsaure unterzogen. Dadurch reagierten primare Amine zu
thiosubstituierten Isoindolen, welche sich nach der Auftrennung durch ihre
Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlange von 230 nm und einer
Emissionswellenlange von 455 nm detektieren lieBen. Die Auftrennung der
Aminosaurederivate erfolgte durch eine reversed phase-Saule (Hypersil ODS5,
5 uM, Vorsaule: 40 x 4,6 mm, Hauptsaule 125 x 46 mm, CS-
Chromatographieservice, Langerwehe) mit einem Losungsmittelgradienten von 97 %
Puffer A (20 mM Natriumacetat, 0,036 % Triethylamin, 0,3 % Tetrahydrofuran, pH
7,2) bis 100 % Puffer B (20 % 100 mM Natriumacetat pH 7,2, 40 % Methanol, 40 %
Acetonitril) bei 40°C und einem Fluss von 0,8 - 1 ml (min)”. Die Quantifizierung der
Eluenten erfolgte mit Hilfe von externen Standards, welche versuchsabhangig
entweder [-Alanin, GABA oder alle proteinogenen Aminosauren (auler Tyrosin und
Cystein, welches schnell zu Cystin oxidiert) und -Alanin enthielten.

Fir die Berechnung intrazelluldarer Substratkonzentrationen wurde ein
Cytoplasmavolumen von 1,6 pl pro ODeggo 1 und Milliliter Kultur angenommen. Bei der
Bestimmung von Transportraten wurde ein Trockengewicht (TG) von 0,36 mg TG pro

ODego 1 und ml Kultur vorausgesetzt.

3.3 Mikrobiologischer Rohrchentest zur Quantifizierung von Pantothensaure

Die mikrobiologische Quantifizierung von Pantothensaure erfolgte mit Hilfe des
auxotrophen C. glutamicum Stammes R127panC::pK18mob’panC’ nach der Methode
von Sahm und Eggeling (46). Dieser Indikatorstamm musste vor Einsatz im Test
Pantothensaure ausgehungert werden und wurde fir diesen Zweck zunachst in BHI-
Medium mit 25 pg (ml)”" Kanamycin Giber Nacht kultiviert. AnschlieRend wurden die
Zellen zweimal mit NaCl (9 g pro Liter) gewaschen und zum Animpfen von CgC-
Medium mit 25 pg (ml)”" Kanamycin auf eine ODgoo von 0,5 benutzt. Diese Kultur
wurde etwa 40 h geschittelt und die Zellen wurden bis zum Gebrauch in 1 ml
Glycerin (pro 1 ml Zellsuspension) bei -80°C gelagert. Da fur die
Pantothensaurebestimmung auch Uberstdnde eingesetzt wurden, die von
chloramphenicolresistenten Zellen stammten und deswegen das Antibiotikum im

Medium und somit auch in den zu untersuchenden Proben vorhanden war, wurde
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der Indikatorstamm elektrokompetent gemacht und mit dem Plasmid pXMJ19
transformiert. Der somit entstandene kanamycin- und chloramphenicolresistente
Stamm R127panC::pK18mob’panCpXMJ19 wurde ebenfalls wie oben beschrieben
Pantothensaure ausgehungert. Jeder Testansatz hatte ein Gesamtvolumen von etwa
4 ml und enthielt 3 ml CgC-Medium, 60 pl des Indikatorstammes und 4 pl des
jeweiligen Antibiotikums. Das restliche Volumen von 1 ml bestand aus variierenden
Mengen der zu untersuchenden Probe und H;O, wobei das Probenvolumen so
gewahlt wurde, dass eine Auswertung mit Hilfe der Eichreihe mdglich war. Fur die
Erstellung der Eichgraden erhielt jeder Ansatz 4 ml CgC-Medium, 60 pl
Indikatorstamm, 4 pl des jeweiligen Antibiotikums und 4 pl eines Calcium-
Pantothenat-Standards (0,25 ug- 40 ug (I)'1). Die zu untersuchenden Proben (1 - 2
ml) wurden zunachst in versuchsabhangigen Zeitabstanden aus den Kulturen
entnommen und 3 min bei 13000 x g abzentrifugiert. Die Uberstidnde wurden
sterilfiltriert und bis zum Einsatz bei —20°C gelagert. Nach Zugabe der Proben zu den
Testansatzen wurden die Kulturen fur 48 h bei 30°C geschuttelt, und anschliefend
wurden die optischen Dichten bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Innerhalb
eines bestimmten Konzentrationsbereiches verhalt sich die erreichbare Zelldichte
des Indikatorstammes proportional zur Pantothensaurekonzentration in der Probe.
Mit Hilfe der Kulturen mit den Standards lie sich somit der Gehalt an
Pantothensaure in den Proben quantifizieren. Dazu wurden zunachst die optischen
Dichten der Kulturen mit den Standards gegen die Pantothenatkonzentrationen in
den Standards grafisch aufgetragen und eine Eichgrade durch den linearen Bereich
gelegt. Mit Hilfe der Gradengleichung dieser Eichgraden wurden die
Pantothenatkonzentrationen in den zu untersuchenden Kulturen anhand ihrer
optischen Dichten bestimmt. Die so erhaltene Pantothenatkonzentration in der Kultur
wurde mit dem jeweiligen Verdunnungsfaktor multipliziert, da ja unterschiedliche
Volumina der Proben eingesetzt worden waren. Die Pantothenatkonzentration wurde
unter Berlcksichtigung der optischen Dichte auf das Trockengewicht bezogen, wobei

ein Trockengewicht von 0,36 mg pro ODggp 1 und ml Kultur vorausgesetzt wurden.

3.4 Screening von Transposonmutanten mit dem Plattentest

Der Plattentest wurde fur das Screening der Transposonmutanten des C. glutamicum

Stammes 14752 benutzt, um Mutanten mit einer veranderten
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Pantothensaureexkretion zu identifizieren. Fur jeden Test wurden die Platten frisch
gegossen. Dazu wurde zunachst CgC-Medium, in das die Additive Glukose, CaCly,
MgSOQOyq, Biotin und Spurensalze noch nicht hinzugefugt worden waren, mit Agar (15 g
()" in der Mikrowelle solange gekocht bis sich der Agar geldst hatte. Nachdem das
Medium unter Ruhren bis auf 40 - 50°C abgekuhlt war, erfolgte die Zugabe von den
Additiven, dem Indikatorstamm R127panC::pK18mob’panC’ (kanamycinresistent)
oder R127panC:.pK18mob’panC’ pXMJ19 (kanamycin- und chloramphenicol-
resistent), dem jeweiligen Antibiotikum (Kanamycin 25 pg (ml)™, Choramphenicol (30
ug (mly") und 10 mM B-Alanin. Fiir jede Petrischale wurden 30 ml Medium und 200
Ml Indikatorstamm eingesetzt. Der Ansatz wurde gut gemischt und in die Petrischalen
gegossen. Um die spatere Bildung von Ubermalig viel Kondenswasser zu
vermeiden, mussten die Agarplatten jetzt etwa 30 min ohne Deckel unter der
Sterilbank trocknen, bevor sie fur den Plattentest verwendet werden konnten.
FUr das Screening wurden die bei —80°C gelagerten Mikrotiterplatten mit den
Transposonmutanten unter der Sterilbank aufgetaut. Danach wurden die Mutanten
mit sterilen Zahnstochern oder Pipettenspitzen einzeln auf die Testplatten
ausgestrichen. Die Inkubation der Testplatten erfolgte fir 72 h bei 30°C. Nach dieser
Zeit sah man anhand des Wachstumsverhaltens der Zellen des Indikatorstammes
um die ausgestrichenen Transposonmutanten herum, ob die Mutanten ein

verandertes Pantothenatexkretionsverhalten hatten oder nicht.

3.5 Bestimmung von ATP-Konzentrationen

Die Lichtemission bei Umsatz von ATP durch das Luciferin/Luciferase-System bildet

die Grundlage des Nachweises (modifiziert nach 33 und 48).
ATP + Luciferin + O, - Oxyluciferin + AMP + PP; + CO; + h*v

Der verwendete Luciferin/Luciferase-Rohextrakt lieferte keine zeitlich konstante
Lichtemission, so dass die Lichtemission wahrend der ersten 20 sec nach Start der
Reaktion bestimmt wurde. Die Proportionalitat der Messwerte wurde anhand eines
ATP-Standards Uberpruft.

Zunachst wurden fir einen schnellen Probenaufschluss 40 ul der Zellsuspension in
360 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) pipettiert. AnschlieRend wurden 1600 ml eiskaltes
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Wasser zu dieser Suspension gegeben und die Losung wurde bei —20°C bis zur
Messung aufbewahrt. (Zugabe von Wasser und Einfrieren muissen sofort
durchgefuhrt werden, da ATP sehr schnell umgesetzt wird). Fur den ATP-Standard
wurde ATP zunachst als eine 1 yM Stammldsung in einem Puffer mit 50 mM
Tris/H2SO4, pH 7,4, 3,5 mMM MgSO4, 2,5 mM KySO4, 0,6 mM EDTA angesetzt.
Daraus wurden die Standards bis zu einer Konzentration von 1 nM hergestellt. Der
Luciferin/Luciferase-Extrakt wurde aus einer Suspension von 50 mg Lyophilisat
(Sigma, Buffered Firefly Lantern Extract) in 5 ml Wasser hergestellt, unldsliche
Bestandteile wurden abzentrifugiert. Fir die Messung wurden 100 pl der ATP-
Standardreihe oder 100 pl Probe mit 100 yl Luciferin/Luciferase-Extrakt vermischt.
Die Anzahl der Lichtblitze (die Lichtemission) wahrend der ersten 20 sec nach Start
der Reaktion wurden mit einem Biolumineszenzanalysator (Lumat LB 9507, EG&G
Berthold, Wildbad) erfal3t und daraus die entsprechende ATP-Konzentration der
Probe Uber eine Eichkurve bestimmit.

4 Molekularbiologische Techniken
4.1 DNA-Techniken
4.1.1 Plasmid-Praparation aus C. glutamicum

Fur die Plasmid-Mini-Praparation aus C. glutamicum wurde das QIAprep® Spin
Miniprep Kit von QIAGEN eingesetzt. Vor der Praparation wurden 1,5 ml der Kultur 1
min bei 13000 x g abzentrifugiert und das Zellsediment in 1 ml Lysozym-L6sung (15
mg (ml)”, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) resuspendiert. Die Zellen wurden dann 1-2
h bei 37°C inkubiert, bevor mit der Praparation begonnen wurde, wobei bei den
ersten 3 Schritten jeweils das doppelte der angegebenen Volumina eingesetzt

wurde.

4.1.2 Plasmid-Praparation aus E. coli

Fur die Plasmid-Mini-Praparation aus E. coli wurde das GFX™Micro Plasmid Prep Kit

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) gemaf den Herstellerangaben verwendet.
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4.1.3 Praparation chromosomaler DNA aus C. glutamicum

Die Praparation chromosomaler DNA erfolgte nach Eikmanns et al. (13). C.
glutamicum-Zellen wurden Uber Nacht in 5 ml BHI-Medium angezogen,
abzentrifugiert (10 min bei 4000 x g, RT) und mit TE-Puffer (siehe unten) gewaschen.
Das Pellet wurde in 1 ml TE-Puffer mit 15 mg Lysozym (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen) in 15 ml Rohrchen resuspendiert und 3 h bei 37°C inkubiert
(ohne Schutteln!). Danach wurden 220 ul 10%-ige (w/v) SDS-LOsung zugegeben und
vorsichtig mit den Zellen vermischt. Nach Zugabe von 3 ml Lysis-Puffer (siehe unten)
und 150 pl Proteinase K (PCR Grade, Roche Diagnostics, Mannheim) wurde Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Danach wurden 2 ml gesattigte NaCIl-Losung zugegeben
und durch vorsichtiges Invertieren des Rohrchens solange vermischt bis sich ein
weiller Niederschlag bildete. Nach Zentrifugation (4000 x g, RT, 15 min) wurde der
Uberstand in 50 ml-Réhrchen Uberfiihrt und nach Zugabe von etwa 15 ml eiskaltem
Ethanol vermischt. Die ausgefallte DNA wurde mit einem Glashaken gefischt und mit
1 ml 70%igem (v/v) Ethanol in einem Eppendorf-Reaktionsgefal® 5 min bei 13000 x g
zentrifugiert. Danach wurde das Ethanol abgenommen und die DNA an der Luft
getrocknet, bevor es in 200 pl H,O aufgenommen wurde. Gelagert wurde die
chromosomale DNA bei —20°C.

TE-Puffer:
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH (HCI) =7,5

Lysis-Puffer:
10 mM Tris, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH (HCI) = 8,2

4.1.4 Restriktion, Ligation und Modifikation von DNA

Die Restriktion von DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen von der Firma New
England Biolabs (NEB, Frankfurt / Main) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.
Restriktionsansatze wurden durch Agarose-Gelelektrophorese in TAE-Puffer (47)
gereinigt. Aus den Agarose-Gelen wurde die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kits (Qiagen GmbH, Hilden) oder mit dem Nucleo Spin® Extract Kit
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dduren) isoliert. Die Ligation von DNA

Fragmenten wurde mit Rapid Ligation Ansatzen von MBI Fermentas GmbH (St.
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Leon-Rot) nach  Angaben des  Herstellers  durchgefuhrt. Far die
Dephosphorylierungsreaktionen wurde alkalische Phosphatase aus Shrimps
(Boehringer Mannheim) und fur das Auffullen von uberhangenden DNA-Enden wurde

das Klenow-Enzym (Boehringer Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet.

4.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA mit Hilfe der PCR wurde hier zur Konstruktion von
Plasmiden eingesetzt, die der Deletion, Insertion und Uberexpression von Genen
dienten. Aullerdem wurde die PCR verwendet, um Deletionen und Insertionen
nachzuweisen. Als template wurde genomische DNA verwendet, die aus einer
chromosomalen DNA-Praparation stammte. Amplifiziert wurde die DNA mit der Tag-
Polymerase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), wobei die Amplifikation
kompletter Gene fiir die Uberexpression mit der Accu-Tag-Polymerase (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) erfolgte, die zusatzlich Korrekturlese-Funktion
besitzt. Die Primer wurden von Sigma-ARK (Darmstadt) bezogen und in Wasser auf
eine Konzentration von 100 pmol (ul)" gelést. Die PCR wurde in Thermocyclern

durchgefuhrt. Fir einen 25 pl Reaktionsansatz wurden zusammenpipettiert:

2,5 ul 10 x PCR-Puffer

2,5 pl MgCl,

2,5 ul genomische DNA als template

1,25 pl ANTP-Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dTTP, dGTP, (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH)

je 0,25 pl Primer (25 pmol)

0,25 ul Tag-Polymerase oder Accu-Tag-Polymerase

15,5 pl H,0O

Das Standard-Amplifikationsprogramm umfal3te folgende Schritte: 3 min
Initialdenaturierung bei 96°C gefolgt von 30 Zyklen (30 sec bei 96°C, 30 sec bei der
jeweiligen annealing-Temperatur der Primer, 1 min pro kb zu amplifizierenden
Fragments bei 72°C (Tag-Polymerase) oder 68 °C (Accu-Tag-Polymerase)) und zum
Schluss Abkuhlen des Ansatzes auf 4°C.
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4.1.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Um Mutationen auszuschlieBen, wurde das fir die Uberexpression in das Plasmid
pXMJ19 klonierte Gen NCgl2816 sowie die fur die Deletion klonierten, das zu
deletierende Gen flankierende Bereiche sequenziert. Auch wurden zur
Charakterisierung der Transposonmutanten die das Transposon flankierenden
Sequenzen nach dem Klonieren in pUC19 sequenziert. Dabei wurde die
Didesoxynukleotid-Terminationsmethode nach Sanger et al. (48) eingesetzt. Fur die
Sequenzierungsreaktion (primer extension-Reaktion) wurde das ABI PRISM BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems, Weitersadt)
verwendet. Die kapillarelektrophoretische  Auftrennung und Analyse der
fluoreszenzmarkierten Sequenzierungsprodukte erfolgte automatisch mit der
Sequenzierapparatur ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (PE Biosystems,
Weitersstadt). Die Ansatze fir die Sequenzierreaktion setzten sich wie folgt

Zusammen:

1 ug Plasmid-DNA

4 ul Ready Reaction Mix (aus dem Sequenzier-Kit)
2 ul Primer (10 pmol (u1)™)

ad 15 yl H,O

Die Sequenzierreaktion erfolgte in einem Thermocycler nach folgendem
Temperaturprogramm: 3 min Initialdenaturierung bei 96°C, DNA 30 Zyklen (15 sec
bei 96°C, 15 sec bei der jeweiligen annealing-Temperatur des Primers, 4 min bei
60°C) und zum Schluss Abkuhlen des Ansatzes auf 4°C.

Fur die Ethanolfallung wurde der Reaktionsansatz zunachst zusammen mit 80 pl
Wasser in ein Sequenzierreaktionsgefal® tberfihrt und mit 10 yl 3 M Na-Acetat (pH =
4,6) und 300 ul Ethanol versetzt und 30 min bei 13000 x g (RT) zentrifugiert. Das
Pellet wurde einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen (5 min bei RT und 13000 x g)
und getrocknet. Vor der Sequenzanalyse wurde das Pellet in 20 pl HO

aufgenommen.
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4.2 RNA-Techniken

Alle RNA-Arbeiten wurden zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt und es wurden durchgehend Handschuhe
getragen. Grundsatzlich wurden alle Gerate und Ldsungen, wenn mdglich, zur

Eliminierung von RNase-Kontaminationen fir 45 min bei 121°C autoklaviert.

4.2.1 Praparation von Gesamt-RNA aus C. glutamicum und RNA-Gelelektrophorese

Zur Praparation von Gesamt-RNA aus C. glutamicum wurde das NucleoSpin RNAII-
Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren) verwendet. Zellen von C. glutamicum
wurden Uber Nacht in CgC-Medium angezogen und mit dieser Ubernacht-Kultur
wurde frisches CgC-Medium auf eine ODgoo von 1 angeimpft und bis zu einer ODggo
von 5-6 weiterinkubiert. Nach Erreichen dieser OD wurden jeweils Proben von 2 ml
entnommen und in 15 ml Réhrchen abzentrifugiert (6 min bei 4°C und 4000 x g). Das
Pellet wurde dann sofort in 800 pl RA1-Puffer resuspendiert und in 2 ml
Cryoréhrchen mit 300 mg Glasperlen pipettiert. Bis alle Proben gesammelt wurden,
wurden die Cryorohrchen in Flussigstickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert. Der
Zellaufschluss erfolgte durch hochfrequentes Schutteln der Réhrchen im ,Fastprep-
Gerat (FP120, Qbiogene, Heidelberg) fiir 2 x 30 sec bei 6,5 m (s)". Danach wurden
die Rohrchen sofort fir 2 min bei 14000 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand
wurde mit 525 ul Ethanol versetzt und mit dem NucleoSpin RNAII-Kit nach Angaben
des Herstellers weiter aufgearbeitet, wobei die RNA wahrend der Praparation
routinemanig mit DNase behandelt wurde, um Kontaminationen durch chromosomale
DNA zu entfernen.

Zur Kontrolle der erfolgreichen Praparation wurde eine Gelelektrophorese in einem
denaturierenden Agarose-Gel durchgefihrt. Hierfir wurden 1 g Agarose in 74 ml
Wasser gelést, mit 10 ml 10 X MOPS-Puffer versetzt und 17 ml 37%ige
Formaldehyd-Losung zugegeben. Nach Erstarren des Gels wurden 5 pl der RNA mit
15 pl Gelladepuffer vermischt, 10 min bei 70°C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und auf das
Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100 V durchgefiihrt, als Puffer wurde
1 X MOPS-Puffer verwendet. Nach der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht

betrachtet.
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10 X MOPS-Puffer:
200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA, pH (NaOH) = 7,0

RNA-Gelladepuffer:

250 pl 100% Formamid (deionisiert), 83 pl 37% Formaldehyd, 50 pyl 10 X MOPS-
Puffer, 50 pl 86% Glycerin, 0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol, 1 ul
Ethidiumbromid (10 mg (ml)™"), ad 500 ul RNase-freies Wasser

4.2.2 Praparation der cycA mRNA-Sonde durch in-vitro-Transkription

Zur spezifischen Detektion der cycA mRNA in Gesamt-RNA wurde eine Digoxigenin-
markierte antisense-RNA-Sonde verwendet. Zur Praparation dieser Sonde wurde ein
vom Startkodon ausgehendes 560 Basenpaare langes Fragment des cycA-Gens in
den Vektor pDrive Cloning Vektor (Qiagen GmbH, Hilden) kloniert. Dieser Vektor
besitzt beiderseits der multiple cloning site Promotoren der RNA-Ploymerasen SP6
bzw. T7. Durch einen asymmetrischen Verdau mit der Restriktionsendonuklease
Xmnl wurde die Orientierung des Inserts bestimmt und das Plasmid mit einem
Schnitt auf der Seite des SP6-Promotors, an dem das Startkodon des Genfragments
lokalisiert war, linearisiert. Das linearisierte Plasmid wurde nach Reinigung Uber eine
Gelelektrophorese in RNase-freiem H,O eluiert und diente als template in einem in-

vitro-Transkriptionsansatz. Der Transkriptionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

ca. 1 ug linearisiertes Plasmid

2 yl 10 X Puffer fur Polymerasen (NEB, Frankfurt am Main)

2 yl DIG RNA-Labeling-Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
2 ul T7-Polymerase (NEB, Frankfurt am Main)

ad 20 yl RNase-freies Wasser

Nach 2 h Inkubation bei 37°C wurde das Plasmid durch Zugabe von 1 yl RNase-freie
DNase (Boehringer, Mannheim) und 25 minltige Inkubation bei 37°C entfernt. Zur
Kontrolle wurde eine Elektrophorese durchgefihrt. Dazu wurden 3 ul des Ansatzes
mit 15 pl Gelladepuffer gemischt, 10 min bei 70°C denaturiert und auf Eis abgekuhilt.

Die Probe wurde auf ein denaturierendes 1 %-iges Agarose-Gel geladen und die
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Elektrophorese wurde bei 100 Volt durchgefuhrt. Die restliche RNA-Sonde wurde bei
—80°C gelagert.

4.2.3 RNA-Hybridisierung

Zur Untersuchung der Transkription des E. coli cycA-Gens in C. glutamicum wurde
ein Dot-Blot durchgefuhrt. 4-5 pg Gesamt-RNA pro Dot wurden in 10 X SSC
(Bromphenolblau markiert: 1 uyl Bromphenolblau-Lésung auf 10 ml 10 X SSC)
verdunnt und mittels einer Dot-Blot Apparatur (S & S Minifold |, Schleicher & Schuill,
Dassel) unter langsamem Durchsaugen der Losung auf eine Nylonmembran
(BioBond™Nylon Membrane, Sigma, Deisenhofen) aufgetragen. Nach Trocknen der
Membran wurde die RNA durch UV-Bestrahlung in einem Cross-Linker (Bio-Link,
LTF-Labortechnik, Wasserburg) fixiert (125 mJ (cm?)™", Einstellung "preset 0"). Die
Membran wurde dann 1 h bei 50 °C in Hybridisierungslosung blockiert. Nach
Erwarmen auf 68 °C wurde die DIG-markierte RNA-Sonde zugegeben und bei dieser
Temperatur die Hybridisierung Gber Nacht durchgeflhrt. Zur Entwicklung der Blots
wurde die Membran zweimal in Waschlésung 1 bei RT fur je 15 min gewaschen,
dann zweimal in Waschlosung 2 bei 68°C fur je 25 min. Nach kurzem Waschen in
Waschpuffer bei RT wurde die Membran durch 30 minutige Inkubation bei RT in 20
ml 1 X Blocking-Reagenz blockiert. Hierauf wurde Anti-DIG-Alkalische Phophatase-
Konjugat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zugegeben (1:10000 verdtnnt) und
weitere 30 min bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in Waschpuffer fur je 20
min wurde die Membran fur 5 min in Detektionspuffer inkubiert, mit CSPD-Reagenz
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) benetzt (1:100 in Detektionspuffer verdinnt)
und in Klarsichtfolie eingeschweif3t. Nach 15 minutiger Inkubation bei 37°C konnten
die Signale durch Belichten (LAS-1000, Intelligent Dark Box, Fuji Medical Systems,
USA, Stamford, CT) detektiert werden.

Hybridisierungslésung:
pro 30 ml: 15 ml Formamid, 7,5 ml 20 X SSC, 6 ml 10 X Blocking-Reagenz, 300 pl
10% (w/v) Na-Lauroylsarkosinat (sterilfiltriert), 60 pl 10 % (w/v) SDS (sterilfiltriert), 1,5

ml Wasser
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20 X SSC:
3 M NaCl, 0,3 M tri-Natriumcitrat, pH (HCI) = 7,0

10 X Blocking-Reagenz:

10 g Blocking-Reagenz (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) in 100 ml
Maleinsaurepuffer suspendieren und in der Mikrowelle bis zum vollstandigen Ldsen

erhitzen (nicht kochen).

Waschloésung 1:
2 X SSC, 0,1% SDS (sterilfiltriert)

Waschldésung 2:
0,2 X SSC, 0,1% SDS (sterilfiltriert)

Maleinsaurepuffer:
0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl, pH (NaOH) =7,5

Waschpuffer:
Maleinsaurepuffer nach Autoklavieren mit 0,3% (v/v) Tween 20 versetzen

Detektionspuffer:
0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, pH (NaOH) =9,0

4.3 Techniken zur Manipulation von Zellen
4.3.1 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Chemisch kompetente Zellen von E. coli wurden nach Inoue et al. (19) hergestellt.
Dazu wurden E. coli Zellen tagsuber in 5 ml LB-Medium angezogen und von dieser
Vorkultur abends 1 ml in 250 ml SOB-Medium (47) in einem 2 | Kolben gegeben. Die
Zellen wurden dann unter Schatteln Uber Nacht bei 20 - 22°C bis zu einer ODgyo von
etwa 0,6 angezogen. Hierauf wurden die Zellen nach 10 minatigem Abkuhlen auf Eis
abzentrifugiert (2500 x g, 4°C), in 80 ml eiskaltem TB-Puffer (10 mM Pipes, 15 mM
CaClp, 250 mM KCI, pH (KOH) = 6,7, dann 55 mM MnCl, und sterilfiltrieren)
resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und
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Resuspendieren in 20 ml TB-Puffer wurden 1,4 ml DMSO zugegeben und 10 min auf
Eis inkubiert. Hierauf wurden die Zellen aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren
und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, 100 pl davon mit der
Plasmid-DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 30 sec Hitzeschock bei
42°C im Wasserbad und erneuter 2 - 5 minatiger Inkubation auf Eis wurden 900 pl
SOC-Medium (47) zugegeben, die Zellen unter Schutteln bei 37°C (Schuttler) fur 1 h
inkubiert und dann auf LB-Platten mit dem geeigneten Antibiotikum ausplattiert.
Elektrokompetente Zellen von C. glutamicum wurden nach Liebl et al. (32)
hergestellt. Dazu wurden die Zellen in 10 ml BHI-Medium uber Nacht kultiviert und
mit dieser Kultur wurden 100 ml LB-Medium mit Wachstumsinhibitoren (siehe unten)
in einem 2 | Kolben auf eine ODgyo von 0,3 angeimpft und Gber Nacht bei 20 - 22°C
unter Schutteln bis zu einer ODgyo von 1 inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die
Zellen 10 min auf Eis abgekuhlt und danach abzentrifugiert (10 min bei 4000 x g und
4°C) und viermal jeweils mit 50 ml eiskaltem 10 %-igem (v/v) Glycerin gewaschen.
Zum Schluss wurden die Zellen in 500 pyl 10 %-igem (v/v) Glycerin resuspendiert,
aliquotiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert. Fir die
Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und 50 pl davon in einer
vorgekuhlten Elektroporationskiuvette mit 2 mm Elektrodenabstand (Biorad,
Minchen) mit der Plasmid-DNA vermischt. Hierauf wurden die Zellen in einem Gene-
Pulser (Biorad, Munchen) durch einen Elektropuls von 2,5 kV bei 600 Q
Parallelwiderstand und 25 pF Kapazitat elektroporiert. Sofort nach dem Puls wurde 1
ml BHIS-Medium (BHI-Medium mit 0,5 M Sorbitol) zugegeben und der Inhalt der
Klvette wurde in einem Eppendorf-Reaktionsgefal® 6 min bei 46°C inkubiert. Danach
wurden die Zellen in 15 ml Plastikrohrchen Uberfuhrt, unter Schutteln bei 30°C fur 1 h

inkubiert und dann auf BHI-Medium mit dem geeigneten Antibiotikum ausplattiert.

LB-Medium mit Wachstumsinhibitoren:

pro 100 ml LB-Medium: 0,4 g Isonikotinsaurehydrazid, 2,5 g Glycin, 0,1 ml Tween 80,

Sterilisation durch Filtration
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4.3.2 Konstruktion der Insertions- und Deletionsmutanten von C. glutamicum

Die Konstruktion von der Insertionsmutante ATCC13032NCgl0453::pK18mob
'NCgl0453’ und der Deletionsmutanten von C. glutamicum erfolgte nach Schafer et
al. (48). Fur die Insertion wurde ein 760 bp grofRes internes DNA-Fragment des Gens
NCgl0453 mit Hilfe der PCR amplifiziet und Schnittstellen far die
Restriktionsendonukleasen  EcoRlI und  Xbal eingefthrt  (Primer:  5-
GCGCGCTCTAGAxba TGCCACAGGCATGGCGGA-3' und 5-GCGCGCGAATTC
Ecorl) [ GCCGCCAGCGTACAGCA-3’). Nach Klonierung des Fragments in pK18mob
wurden die Zellen mit dem Konstrukt transformiert. Der Vektor pK18mob kann von
den Zellen nicht repliziert werden und bleibt nur erhalten, wenn eine Integration in
das Genom durch homologe Rekombination erfolgt. Dadurch wird das
entsprechende Gen inaktiviert. Fur die Gendeletionen wurde der Vektor
pK18mobsacB verwendet. Dieser Vektor tragt zwei Selektionsmarker: ein
Kanamycinresistenzgen Kan" und ein sacB-Gen, dessen Produkt flr Zellen letal ist,
die auf Saccharose-haltigem Medium wachsen. pK18mobsacB kann ebenfalls nicht
in der Zelle repliziert werden. Zur Konstruktion der Deletion wurde ein
Sequenzabschnitt von etwa 500 bp stromauf- und abwarts der gewilnschten
Deletionsstelle in pK18mobsacB kloniert und das Konstrukt in die Zellen eingebracht.
Die fur die Amplifikation der Sequenzabschnitte benutzten Primer sind in Tabelle 2.4
aufgelistet. In den Zellen erfolgt eine Integration in das Bakteriengenom durch
homologe Rekombination. Die entstandenen kanamycinresistenten Klone wurden
Uber Nacht in LB-Medium ohne Antibiotikum inkubiert. Dadurch wird das Entstehen
von Klonen ermdglicht, die den Vektoranteil in einer zweiten Rekombination verloren
haben. Im Genom verbleibt entweder die markerfreie Deletion oder das native Gen
wird wiederhergestellt. Nach Ausplattieren der Zellen auf BHI-Medium mit 10%
Saccharose konnen nur die Zellen wachsen, die den Vektoranteil verloren haben. Da
das sacB-Gen anfallig fur Mutationen ist, wurden die saccharoseresistenten Klone
zur Bestatigung der Eliminierung des Vektoranteils auf BHI-Medium mit Kanamycin
ausgestrichen. Klone, die kanamycinsensitiv waren, wurden dber PCR auf

Vorhandensein der Deletion getestet.
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Tab. 2.4: Die fir die Konstruktion der Deletionsmutanten bendtigten Primer zur Amplifikation der die

Gene flankierenden Sequenzabschnitte.

Deletionsstamm

Primer

ANCgI0799

Primer 1: 5-GCGCGCTCTAGA(xba)CCAA GAAATGAAGCTGT
CAGG-3

Primer 1.1: 5-GCGCGCGGATCC gamtn T GATTGCGCCGAAAA
ACTGGGG-3

Primer 2: 5-GCGCGCGGATCC aminCAATCTTCCCACTGAAG
AACC-3

Primer 2.1: 5-GCGCGCGAATTCEcoriCCTTCTG CCTCATCAA
GCACC-3

ANCgl1108

Primer 1: 5-GCGCGCGCATGCspn)ACCCACGACGATGTGAG
CG-3

Primer 1.1: GCGCGCTCTAGAxva)\GTGTCACTGGAATTGACG
CG-3

Primer 2: GCGCGCTCTAGA xbayACCCCTGATGTCAGTTTGC
TC-3'

Primer 2.1: GCGCGCGAATTCEcornGTTACATTGATGCGTTTC
TTCA-3

ANCgl1837

Primer 1. 5-GCGCGCGCATGCspn)AAGCACGTAAACACTGC
GGT-3

Primer 1.1: 5-GCGCGCTCTAGAxba\CTGTAGCGTTGCACAC
TCA-3'

Primer 2: 5-GCGCGCTCTAGAxpaACATGGCTAGCCTTCTCC
TT-3

Primer 2.1: 5-GCGCGCGAGCTC(sac\GCTCGGCGACTTCATC
CGA A-3

ANCgI2816

Primer 1: 5-GCGCGC_TCTAGAxba)ACCCCGGCGACTGGCT
GA-3’

Primer 1.2: 5-GCGCGCGGATCCamn)CGTGGCTTACCCCA
TCAACG-3

Primer 2: 5-GCGCGCGGATCCEamH)CTAGACTCCGCGCTCA
CCA-3’

Primer 2.1: 5-GCGCGCGAGCTC(sach\CACGGTTCCGCCGGTG
CA-8
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4.3.3 Klonierung von pXMJ19NCgl2816 und pXMJ19cycA

Das Plasmid pXMJ19NCqgl2816 diente als Expressionsvektor fur das Gen NCgl2816.
Dazu wurde NCgl2816 von genomischer DNA mit Hilfe der PCR amplifiziert, wobei
Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Xbal und EcoRI eingefuhrt wurden,
und in das Plasmid pXMJ19 kloniert (Primer: 5-GCGCGCTCTAGA xbanAT
GTCTGACTCAGCGCCAAC-3* und 5-GCGCGCGAATTC(ecor) CTAGTTGCCTTG
AAGTGTATTTG-3’). Durch die nachfolgende Sequenzierung des daraus
resultierenden Plasmides pXMJ19NCgl2816 konnten Punktmutationen
ausgeschlossen werden. C. glutamicum Zellen wurden mit dem fehlerfreien
Konstrukt transformiert und die Transformanden auf Platten mit Chloramphenicol
ausplattiert.

Das Plasmid pXMJ19cycA diente als Expressionsvektor fur das Gen cycA aus E. coli
MG1655. Das bereits sequenzierte und fehlerfreie cycA-Gen lag zuerst im Vektor
pTTQ18 vor, aus dem es mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und Hindlll
herausgeschnitten wurde. Anschliefend wurden die Uberhangenden Enden des
Fragments mit dem DNA-Polymerase | Klenow-Enzym (Boehringer, Mannheim) nach
Herstellerangaben aufgeflllt. Das Plasmid pXMJ19 wurde mit Smal, das beim
Schneiden glatte Enden produziert, linearisiert und anschlie®end mit alkalischer
Phosphatase aus Shrimps (Boehringer, Mannheim) dephosphoryliert. Nach einer
blunt end-Ligation des Gens in den Vektor wurde das daraus resultierende Konstrukt
pXMJ19cycA in C. glutamicum Zellen eingebracht.
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Ill. Ergebnisse

1 Die B-Alaninaufnahme im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032
1.1 Charakterisierung der B-Alaninaufnahme
1.1.1 Biochemische Charakterisierung der B-Alaninaufnahme

Bei der Konstruktion eines C. glutamicum Produktionsstammes flir die Herstellung
von Pantothenat muiussen nicht nur der Stoffwechsel, sondern auch die
Transmembranflisse von Produkt und Substrat in Betracht gezogen werden, da sich
diese ebenfalls limitierend auf die Produktausbeute auswirken konnen. 3-Alanin stellt
als direktes Vorlaufermolekil des Pantothenats das Substrat bei einer
Pantothenatproduktion dar, so dass dessen Verfugbarkeit bei hohen
Pantothenatsynthesesraten in einem Produktionsstamm Einfluss auf die
Produktausbeute haben kann. Stellt der Transport von -Alanin einen limitierenden
Faktor dar, kénnte man mit der Identifizierung und Uberexpression des Gens fir den
B-Alaninimporter diesen Flaschenhals umgehen. Durch eine biochemische
Charakterisierung der B-Alaninaufnahme wurde untersucht, ob im C. glutamicum
Wildtyp ATCC 13032 ein B-Alanin-Carrier existiert oder das Substrat Gber Diffusion in
die Zelle gelangt. Wahrend bei einer Diffusion die Aufnahmerate mit der
Substratkonzentration linear ansteigt, erhalt man bei einem carriervermittelten
Transport eine Sattigungskinetik. Bei der biochemischen Charakterisierung des [3-
Alaninimports wurden zur Bestimmung der kinetischen Parameter des Transporters
Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem [-Alanin ([3—[1—14C]-Alanin)
verschiedener Konzentrationen (0,1 - 50 mM) durchgeflhrt. Aus den resultierenden
Kinetiken wurden die Aufnahmeraten bestimmt und diese gegen die
Substratkonzentrationen grafisch dargestellt. Es resultierte annaherungsweise eine
rechtwinklige Hyperbel, wie sie fur die meisten Enzyme gilt und durch die Michaelis-
Menten-Gleichung beschrieben werden kann (Abb. 3.1). Durch eine doppeltreziproke
Darstellung der Werte, wodurch man ein Lineweaver-Burk-Diagramm erhalt, konnte
man die kinetischen Parameter des Transporters genau bestimmen. Es handelt sich
bei dem [B-Alaninaufnahmesystem um ein Transportprotein mit einem K,-Wert von 5

mM und einer maximalen Aufnahmegeschwindigkeit Vmax von 1,66 nmol (mg TG)
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"min”". Da die B-Alaninaufnahme in Abhangigkeit von der Substratkonzentration

Sattigungsverhalten zeigt, ist es unwahrscheinlich, dass hier passive Diffusion als
Mechanismus der B-Alaninaufnahme vorliegt.

2,00
1,75 4
1,50
1,25 4
1,00

0,75

B-Alaninaufnahmerate [nmol (mg TG)'min™]

B-Alaninkonzentration [mM]

Abb. 3.1: Beziehung zwischen der Substratkonzentration und der Geschwindigkeit ihres sattigbaren
Transports. In einer Transportanalyse mit radioaktiv markiertem [-Alanin (B-[1-14C]-Alanin) wurden im
C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 die Aufnahmeraten bei verschiedenen (-Alaninkonzentrationen
bestimmt und gegen die Substratkonzentrationen aufgetragen. Die Reaktionsgeschwindigkeit nahm
mit der Substratkonzentration hyperbolisch zu und gehorchte so der Michaelis-Menten-Beziehung.
Inlet: Lineweaver-Burk-Diagramm: Der Kehrwert der Aufnahmeraten wurde gegen den Kehrwert der
Substratkonzentrationen aufgetragen, so dass man aus dem 1/Vy-Achsenabschnitt 1/V .« und aus
dem 1/[S]-Achsenabschnitt —1/K;, genau bestimmen konnte.

1.1.2 Energetische Aspekte der R-Alaninaufnahme

Um das Vorhandensein eines aktiven, energieabhangigen Transportmechanismus
von B-Alanin zu untermauern, wurde der Effekt von Carbonylcyanid-m-
chlorophenylhydrazon (CCCP) auf die B-Alaninaufnahme untersucht. CCCP ist eine
lipidlésliche, schwache Saure und ein effektiver Entkoppler der oxidativen
Phosphorylierung (und Photosynthese). Es transportiert Protonen Uber die
Cytoplasmamembran in die Zelle, so dass das Membranpotential zusammenbricht.
Es wurden Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem [-Alanin ([3-[1—14C]-

Alanin) durchgefuhrt, wobei die Substratkonzentration 1 mM betrug. Die Messungen
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wurden durch Zugabe des Substrates zum Zeitpunkt Null gestartet, kurz nach
Entnahme der ersten Proben nach 20 min erfolgte die Zugabe von 50 uM CCCP in
einen der Ansatze. Die Aufnahmemessung wurde uber einen Zeitraum von 100 min
durchgefuhrt, wobei alle 20 min Proben entnommen wurden. Die resultierenden
Kinetiken zeigten eine starke Inhibition der (-Alaninaufnahme nach Zugabe des
Entkopplers (Abb. 3.2). Eine Bestimmung der internen B-Alaninkonzentrationen
ergab, dass das Substrat in Abwesenheit von CCCP innerhalb von 100 min bis auf
eine Konzentration von 7,8 mM akkumuliert worden war, wobei in Anwesenheit des

Entkopplers die cytoplasmatische (-Alaninkonzentration 2,1 mM betrug.
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Abb. 3.2: B-Alaninaufnahmemessung des C. glutamicum Wildtyps ATCC 13032 in Gegenwart und
Abwesenheit des Entkopplers CCCP. Die Substratkonzentration betrug 1 mM, wobei der Entkoppler
kurz nach Entnahme der ersten Probe nach 20 min mit einer Konzentration von 50 yM zugesetzt

wurde.

CCCP hat Auswirkungen auf den energetischen Zustand einer Zelle, wobei auch die
ATP-Synthese zum Erliegen kommt. Um auszuschlieBen, dass die durch CCCP
verursachte Erniedrigung der B-Alaninaufnahmerate auf eine ATP-Verarmung
zuruckzufuhren ist, wurden die internen ATP-Pools von Zellen bestimmt, die Uber die
gleiche Zeitspanne wie bei den Aufnahmemessungen in Gegenwart von CCCP
kultiviert worden waren. Die Konzentration des Entkopplers betrug in diesem Versuch

140 pM. Das Experiment zeigte, dass innerhalb der Versuchsdauer die ATP-
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Konzentration von 2,1 auf 1,1 mM zurlckging, in den Zellen also noch ausreichend
viel ATP vorhanden war (Abb. 3.3), das vermutlich von der Substratphosphorylierung
in der Glykolyse stammt. Der Ruckgang des (-Alaninimports nach CCCP-Zugabe ist
also nicht Folge einer ATP-Verarmung, so dass man aus diesen Ergebnissen auf
einen B-Alaninaufnahmeprozess in C. glutamicum schlieRen kann, der abhangig vom

Membranpotential ist und carriervermittelt funktioniert.
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Abb. 3.3: Bestimmung der internen ATP-Konzentration von Zellen des C. glutamicum Wildtyps ATCC
13032, die in Gegenwart von 140 uM des Entkopplers CCCP kultiviert worden waren.

Neben CCCP wurde auch der Effekt des Atmungsgifts Kaliumcyanid (KCN) auf die 3-
Alaninaufnahme untersucht. KCN bindet das Eisen des terminalen Enzyms der
Atmungskette Cytochromoxidase und inaktiviert das Enzym dadurch. Als Folge
kommt die Atmungskette zum Erliegen und es kann kein Membranpotential
aufgebaut werden. Die Aufnahmemessungen wurde mit Zellen des C. glutamicum
Wildtyps ATCC 13032 durchgefuhrt. p-Alanin und KCN wurden in einer
Konzentration von jeweils 1 mM eingesetzt und zum Zeitpunkt Null zu den
Zellsuspensionen gegeben. Uber eine Zeitspanne von 60 min wurden alle 20 min
Proben aus den Kulturen entnommen, mit der Silikondlzentrifugation aufgearbeitet
und die [(-Alaninkonzentrationen der internen Proben wurden mit der HPLC
bestimmt. Ohne KCN akkumulierten die Zellen nach 100 min intern 12 mM B-Alanin,
wobei in Gegenwart von KCN die intrazellulare -Alaninkonzentration 2,2 mM betrug
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(Abb. 3.4). Aus diesen Daten wurden die B-Alaninaufnahmeraten bestimmt, die in
Gegenwart von KCN von 0,2 um 90 % auf 0,02 nmol (mg TG)'min™" zuriickgingen.
Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass (-Alanin durch einen aktiven,

energieabhangigen Carrier transportiert wird.
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Abb. 3.4: B-Alaninaufnahme durch den C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 in Gegenwart und
Abwesenheit des Atmungsgifts Kaliumcyanid (KCN). Das Substrat 3-Alanin (1 mM) und KCN (1 mM )

wurden zum Zeitpunkt Null zu den Zellen gegeben.

1.1.3 Kompetition der -Alaninaufnahme durch verschiedene Aminosauren

Um zu untersuchen, welche Aminosauren mit [-Alanin um die Aufnahme
kompetitieren, wurden B-Alaninaufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem [3-
Alanin in Gegenwart von GABA, L-Serin, L-Alanin, D-Alanin und Glycin durchgefuhrt.
Die Auswahl der letzten drei Aminosauren lag darin begrindet, dass es sich um
Substrate des B-Alaninimporters CycA in E. coli handelt (43). GABA wurde aufgrund
der hohen strukturellen Ahnlichkeit zu B-Alanin und der Tatsache, dass in Bacillus
subtilis das GabP-Protein sowohl (-Alanin als auch GABA transportiert (4),
ausgewahlt. Bei den Transportanalysen betrug die B-Alaninkonzentration 5 mM und
die Konzentrationen der zu untersuchenden Aminosauren jeweils 50 mM. Uber eine

Zeitspanne von 60 min wurden alle 10 min Proben aus den Kulturen entnommen,
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wobei jeweils Vierfachmessungen durchgefihrt wurden. Von den hier untersuchten
Aminosauren kam es durch L-Alanin zu der starksten Inhibierung der [-
Alaninaufnahme. Sie sank von etwa 0,64 + 0,15 nmol (mg TG)'min” auf 0,22 +
0,047 nmol (mg TG)'min™', was etwa 34 % der urspriinglichen Aufnahmerate
entspricht (Tab. 3.1). L-Serin vermochte die B-Alaninaufnahme am wenigsten zu
inhibieren, wobei hier die Aufnahmerate um 50 % auf 0,32 + 0,066 nmol (mg TG)
'min™ sank (Tab. 3.1). Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass die

hier untersuchten Aminosauren mit 3-Alanin um die Aufnahme kompetitieren.

Tab. 3.1: Kompetition der [-Alaninaufnahme durch verschiedene Aminosduren. Es wurden
Aufnahmemessungen mit  radioaktiv ~ markiertem  [-Alanin  durchgefiihrt, wobei die
Substratkonzentration jeweils 5 mM betrug. In Gegenwart verschiedener Aminosauren erfolgte eine
Abnahme der B-Alaninaufnahmerate in unterschiedlichem Ausmaf. Bei den Aufnahmeraten handelt

es sich um Mittelwerte aus vier unabhangigen Messungen.

Kompetitor B-Alaninaufnahmerate Aufnahme

[nmol (mg TG) 'min”"]

keine Zugabe 0,64 +0,15 100 % £ 23 %
+ 50 mM L-Alanin 0,22 £ 0,047 34%+21%
+ 50 mM GABA 0,24 £+ 0,041 37 % 17 %
+ 50 mM D-Alanin 0,25 + 0,062 39 % +10 %
+ 50 mM Glycin 0,29 + 0,067 45 % + 23 %
+ 50 mM L-Serin 0,32 + 0,066 50 % +20 %

1.2 Molekularbiologischer Ansatz zur Identifizierung eines -Alaninaufnahmesystems

Durch verstarkte Synthese des [(-Alaninaufnahmesystems konnte moglicherweise
ein limitierender Faktor der Pantothenatproduktion behoben werden. Dass in C.
glutamicum ein sekundar aktives Aufnahmesystem fur B-Alanin existiert, konnte hier
durch kinetische und energetische Analysen gezeigt werden. Zur Identifikation des [3-
Alanin Carriers wurde zunachst eine BLAST-Suche im C. glutamicum-Genom mit der
Aminosauresequenz von CycA, das in E. coli neben Glycin, L-Alanin, D-Alanin, D-
Serin und Cycloserin auch -Alanin transportiert (51), durchgefiihrt. Die Suche ergab,
dass die von den Genen NCgl0453 und NCgl1108 kodierten Proteine ahnlich zu
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CycA sind. Beide Gene sind annotiert als mdogliche y-Amino-n-butyrylsaure-
Permeasen (GABA), wobei GABA bezuglich der Struktur B-Alanin sehr ahnlich ist, da
es nur eine CH.-Gruppe mehr Dbesitzt. Eine BLAST-Suche mit der
Aminosauresequenz von GabP, dem Transporter fur B-Alanin und GABA in B.
subtilis ergab die gleichen Resultate. Die Gene NCgl0453 und NCgl1108 wurden
charakterisiert, indem der Effekt einer Inaktivierung bzw. Deletion untersucht wurde

(siehe unten).

1.2.1 Inaktivierung des Gens eines putativen B-Alaninimporters

Das Gen NCgl0453 besteht aus 1410 Basenpaaren und fur die daraus abgeleitete
469 Aminosauren lange Proteinsequenz konnten durch eine computergestiutzte
Topologieanalyse (TMHMM, EMBL, Heidelberg) 10 Transmembranregionen
vorhergesagt werden. NCgl0453 wurde im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 unter
Verwendung des Integrationsvektors pK18mob’NCgl0453‘ inaktiviert. Nach der
Transformation von C. glutamicum mit diesem Konstrukt durch konjugativen Transfer
mit dem E. coli Stamm S-17 als Donor, konnte die Insertion des Vektors ins
chromosomal kodierte Gen NCgl0453 durch eine PCR nachgewiesen werden.
(Daten nicht gezeigt). Mit dieser Insertionsmutante
ATCC 13032NCgl0453::pK18mob’NCgl0453‘ und dem Wildtyp ATCC 13032 wurde
eine Aufnahmemessung mit ['“C]-markiertem B-Alanin durchgefuhrt, wobei die
Substratkonzentration 5 mM betrug. Die Aufnahmekinetiken machten deutlich, dass
sich die Aufnahmeraten nicht signifikant voneinander unterschieden (Abb. 3.5). Auf
diese Weise konnte gezeigt werden, dass das Gen NCgl0453 fur ein Protein kodiert,

das vermutlich nicht an der p-Alaninaufnahme beteiligt ist.
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Abb. 3.5: Aufnahmemessung mit [14C]-markiertem B-Alanin: Die Inaktivierung des Gens NCgl0453
eines putativen B-Alaninimporters durch Insertion fuhrte im Stamm
ATCC 13032NCgl0453::pK18mob’NCgl0453‘ im Vergleich zum C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032
zu keiner signifikanten Veranderung in der B-Alaninaufnahmekinetik. Die B-Alaninkonzentration betrug
5 mM.

1.2.2 Deletion des Gens eines putativen -Alaninimporters

Das Gen NCgl1108, das 1406 bp lang ist und dessen abgeleitete
Aminosduresequenz  Ahnlichkeit zur putativen Aminosdure-Permease aus
Corynebacterium efficiens YS-314 zeigt, resultierte neben NCgl0453 ebenfalls aus
der BLAST-Suche mit E. coli CycA und wurde zur naheren Charakterisierung im C.
glutamicum Wildtyp ATCC 13032 deletiert. Dazu wurde das Konstrukt
pK18mobsacB-ANCgI1108 verwendet und die Deletion konnte durch eine PCR
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Mit der Mutante ANCgI1108 und dem
Kontrollstamm ATCC 13032 wurde eine Aufnahmemessung in Gegenwart von 5 mM
B-Alanin durchgefuhrt. Die Aufnahme erfolgte Uber einen Zeitraum von 60 min, wobei
alle 10 min Proben fur die Silikondlzentrifugation entnommen wurden und die
Bestimmung der B-Alaninkonzentrationen der internen Proben mit der HPLC erfolgte.
Abbildung 3.6 zeigt, dass die Deletionsmutante nach 60 min mit 40 mM B-Alanin
intern die gleiche Menge akkumuliert hat wie der Wildtyp. Dieses Genprodukt scheint
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also nicht an der -Alaninaufnahme beteiligt zu sein.
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Abb. 3.6: B-Alaninaufnahme durch den C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 und der Deletionsmutante
ANCgI1108, dem das Gen fir den putativen B-Alaninimporter fehlt. [(-Alanin wurde in einer
Konzentration von 5 mM zum Zeitpunkt Null zu den Zellen gegeben. Die Bestimmung der -

Alaninkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der HPLC.

Da das Gen NCgl1108 als moglicher GABA-Transporter annotiert ist, wurde mit der
Deletonsmutante ANCgl1108 auch eine Aufnahmemessung mit GABA durchgeflhrt,
um zu untersuchen, ob die Deletion eine Auswirkung auf dessen Aufnahme hat. Als
Kontrollstamm diente ATCC 13032, die GABA-Konzentration betrug 5 mM. Uber
einen Zeitraum von 60 min wurden zunachst 1, 3, 6, 9 und 10 min nach Start und
danach alle 10 min Proben aus den Kulturen enthommen und mit der
Silikondlzentrifugation aufgearbeitet. Die GABA-Konzentrationen der internen Proben
wurden daraufhin mit Hilfe der HPLC bestimmt und gegen die Zeit grafisch
aufgetragen (Abb. 3.7). Die Transportanalyse ergab, dass die Deletionsmutante
ANCgl1108 GABA mit der gleichen Rate akkumulierte wie der Wildtyp, wobei 60 min
nach Versuchsbeginn die interne GABA-Konzentration bei der Mutante 23 mM und
beim Wildtyp 25 mM betrug. Das Gen NCgl1108 scheint demnach auch nicht fir ein

Protein zu kodieren, dass am Transport von GABA beteiligt ist.
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Abb. 3.7: GABA-Aufnahme durch den C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 und der Deletionsmutante
ANCgI1108, dem das Gen fiir den putativen GABA-Importer fehlt. Die Aufnahmemessungen erfolgten
mit GABA, das in einer Konzentration von 5 mM zum Zeitpunkt Null zu den Zellen gegeben wurde. Die

Bestimmung der GABA-Konzentrationen erfolgte mittels HPLC.

1.2.3 Die B-Alaninaufnahme durch die Insertionsmutante
ATCC 13032ykfD::pK18mob’ykfD’ mit dem inaktiven Gen eines putativen [3-
Alaninimporters

Aus einer unabhangig von dieser Arbeit durchgefihrten BLAST-Suche mit dem S-
Methyl-Methionin-Transporter YkfD aus E. coli resultierten in C. glutamicum drei
offene Leserahmen, wobei zwei der Sequenzen den Genen NCgl0453 und NCgl1108
(siehe oben) entsprachen. Das dritte Gen, NCgl1062, war als GABA-Permease
annotiert, so dass es nahe lag, infolge der strukturellen Ahnlichkeit von GABA und [-
Alanin auch dieses Gen in Bezug auf eine Teilnahme am [(-Alaninimport zu
untersuchen. Eine Insertionsmutante mit dem inaktiven Gen NCgl1062 lag bereits vor
(zur Verfugung gestellt von Christian Trotschel), so dass mit dieser Mutante eine [3-
Alaninaufnahmemessung durchgefuhrt wurde. Das Experiment zeigte, dass die
Insertionsmutante ATCC 13032ykfD::pK18mob’ykfD’ 3-Alanin mit gleicher Rate wie
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der Wildtyp aufnahm und somit das Gen NCgl1062 nicht an diesem
Transportprozess beteiligt zu sein scheint (Daten nicht gezeigt).

1.3 Heterologe Expression des Gens cycA fur den B-Alanin Carrier aus E. coli in C.

glutamicum

Da es nicht gelungen war, das Gen fur den B-Alanin Carrier in C. glutamicum zu
identifizieren, wurde auf einem anderen Wege versucht, den 3-Alaninfluss in die Zelle
zu erhohen. Ein guter Kandidat hierfir war der CycA-Carrier in E. coli, der neben
Glycin, L-Alanin, D-Alanin, D-Serin und Cycloserin auch B-Alanin in die Zelle
transportiert (51). Eine heterologe Expression des cycA Gens in C. glutamicum
wurde durchgefuhrt, um durch eine erhohte B-Alaninaufnahme die fermentativen
Pantothenatproduktion eventuell zu steigern.

1.3.1 Nachweis der heterologen Expression von cycA in C. glutamicum durch RNA-

Hybridisierung

Fur die cycA-Expression im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 wurde der
Expressionsvektor pXMJ19 genutzt. Nach Transformation der Zellen mit dem
Konstrukt pXMJ19cycA, wurde durch Detektion der cycA-mRNA mit einem RNA-
Hybridisierungsexperiment die Expression des cycA-Gens in dem Stamm
ATCC 13032pXMJ19cycA nachgewiesen, wobei der Stamm ATCC 13032pXMJ19,
der den Leervektor tragt, als Kontrollstamm diente. Die cycA-Expression wurde mit 1
mM IPTG induziert und die Induktionszeiten betrugen 3, 6 und 24 h. Die Detektion
der cycA-mRNA nach diesen Zeitspannen und auch vor Zugabe von IPTG erfolgte
mit einer cycA-Sonde. Mit der RNA-Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass cycA
in dem Stamm mit dem Leervektor erwartungsgemal’ nicht exprimiert wurde,
wohingegen im Stamm ATCC 13032pXMJ19cycA auch schon vor der Induktion
cycA-mRNA infolge einer heterologen Expression nachgewiesen werden konnte
(Abb. 3.8).
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Zeit nach IPTG-Induktion
0 3h 6 h 24 h

ATCC 13032pXMJ19

ATCC 13032pXMJ19cycA

Abb. 3.8: Der cycA-exprimierende Stamm ATCC 13032pXMJ19cycA und der Kontrollstamm
ATCC 1303pXMJ19 wurden Uber einen Zeitraum von 24 h in Gegenwart von IPTG kultiviert und die
cycA-mRNA wurde nach verschieden langer Zeit der Induktion der cycA-Expression mit einer cycA-

Sonde im RNA-Hybridisierungsexperiment detektiert.

1.3.2 B-Alaninaufnahme im cycA-exprimierenden Stamm ATCC 13032pXMJ19cycA

Nachdem die heterologe Expression von E. coli cycA in dem Stamm
ATCC 13032pXMJ19cycA nachgewiesen werden konnte, wurde mit einer [-
Alaninaufnrahmemessung Uberpruft, ob mit der cycA-Expression auch ein
funktionsfahiges Protein vorliegt, das zu einer erhohten -Alaninaufnahme in diesem
Stammm fuhrt. Als Kontrollstamm diente ATCC 13032pXMJ19, der den Leervektor
tragt. Die Induktion der cycA-Expression erfolgte durch 1 mM IPTG, wobei die
Induktionszeiten 0, 3, 6, 13, 17 und 24 h betrugen. Die Aufnahmemessungen wurden
in Gegenwart von 5 mM (-Alanin Uber einen Zeitraum von 60 min durchgefuhrt,
wobei alle 10 min Proben enthommen wurden und die Bestimmung der B-
Alaninkonzentrationen der internen Proben aus der Silikondlzentrifugation mit der
HPLC erfolgte. Die Ergebnisse zeigten, dass erst nach 13-stundiger IPTG-Induktion
der cycA-Expression eine erhdhte [p-Alaninaufnahme durch den Stamm
ATCC 13032pXMJ19cycA nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.9). 60 min nach
Versuchsbeginn hatten die Zellen des cycA-Expressionsstammes 62 mM [3-Alanin im
Cytoplasma akkumuliert, wahrend es beim Kontrollstamm lediglich 21 mM waren.
Eine Berechnung der Aufnahmeraten aus diesen Daten ergab, dass die
Aufnahmegeschwindigkeit infolge der cycA-Expression von 0,1 auf 1 nmol (mg TG)

'min" anstieg. 17 h nach IPTG-Zugabe lag die Aufnahmerate im Stamm
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ATCC 13032pXMJ19cycA bereits bei 2,5 nmol (mg TG) 'min™ und nach 24 h langer
IPTG-Induktion wurde B-Alanin durch diesen Stamm mit einer Rate von 2,9 nmol (mg
TG)'min™ aufgenommen. Im Gegensatz dazu blieb die Aufnahmerate durch den
Stamm ATCC 13032pXMJ19 mit etwa 0,18 nmol (mg TG)'min™" relativ niedrig. Die
heterologe cycA-Expression in C. glutamicum fuhrte also zur Synthese eines
funktionsfahigen Proteins, was in einer Erhohung der (-Alaninaufnahmerate
resultierte. Allerdings war die Aufnahmeaktivitat des Stammes ATCC 13032pXMJ19
im Vergleich zum Wildtyp ATCC 13032, der B-Alanin mit einer Rate von etwa 0,64

nmol (mg TG) 'min™" aufnimmt, relativ niedrig.
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Abb. 3.9: Cytoplasmatische [-Alaninakkumulation durch den cycA-Expressionsstamm
ATCC 13032pXMJ19cycA und den Kontrollstamm ATCC 13032pXMJ19. Beide Stdmme wurden 13 h

lang in Gegenwart von 1 mM IPTG kultiviert, bevor eine B-Alaninaufnahmemessung mit 5 mM B-Alanin
durchgefiihrt wurde.

1.3.3 Pantothenatproduktion durch den cycA-exprimierenden Stamm
ATCC 13032pXMJ19cycA

Da B-Alanin das direkte Vorlaufermolekul von Pantothenat ist und hier gezeigt
werden konnte, dass eine heterologe cycA-Expression durch den Stamm
ATCC13032pXMJ19cycA zu einer Erhohung der B-Alaninaufnahme fuhrt, wurde

weiterhin Uberprift, ob mit diesem Stamm auch eine hohere Pantothenatproduktion
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erreicht werden kann. Als Kontrollstamm diente ATCC 13032pXMJ19, der den
Leervektor tragt. Da eine erhohte B-Alaninaufnahme infolge der cycA-Expression erst
nach einer etwa 13-stindigen Kultivierung mit dem Induktor IPTG nachgewiesen
werden konnte, wurden in diesem Versuch die Stamme zunachst dber Nacht mit 1
mM IPTG kultiviert und danach 10 mM (-Alanin hinzugegeben. Betrachtet man die
Zugabe von IPTG als Startpunkt des Versuchs, so wurden 75, 96, 123 und 147 h
nach Versuchsbeginn Proben aus den Kulturen enthommen wund die
Pantothenatmengen in den Uberstdnden mit dem mikrobiologischen Réhrchentest
bestimmt. Dazu wurden die steriffiltrierten Uberstdnde zu den Kulturen des
Pantothenat-auxotrophen Indikatorstammes R127panC::pK18mob’panC’pXMJ19
gegeben und man erlaubte diesen 48 h lang zu wachsen, wobei das Wachstum
abhangig vom Pantothenatgehalt im Uberstand war. Das Experiment verdeutlichte,
dass beide Stamme innerhalb des Versuchs vergleichbare Mengen an Pantothenat
abgegeben hatten, wobei am Versuchsende nach 147 h der Stamm
ATCC13032pXMJ19cycA 300 ng (mg TG)" und der Kontrollstamm 400 ng (mg TG)™

Pantothenat produziert hatten (Daten nicht gezeigt).

2 Die Pantothenataufnahme im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032
2.1 Charakterisierung der Pantothenataufnahme
2.1.1 Biochemische Charakterisierung der Pantothenataufnahme

Auf dem Weg einer Stammkonstruktion mit dem Ziel einer vermehrten
Pantothenatproduktion spielt auch der zelleinwarts gerichtete Fluss des Produkts
eine Rolle. Durch die Zellen abgegebenes Pantothenat sollte nicht wieder
aufgenommen werden, da dies sonst die Nettoausbeute senken kénnte. Im Falle
einer Pantothenatproduktion mit C. glutamicum sollte also der Pantothenatimport
nicht mehr aktiv sein. Um herauszufinden, ob ein Aufnahmesystem in C. glutamicum
existiert, sind in dieser Arbeit Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem
Pantothenat (Ca*-D-[1-'*C]-Pantothenat)  durchgefiihrt ~ worden. Die
Pantothenatkonzentrationen lagen zwischen 0,1 und 7 uM. Aus den Kinetiken der
Messungen wurden die Anfangsgeschwindigkeiten bestimmt und diese gegen die
entsprechenden Konzentrationen grafisch dargestellt, wobei eine Michaelis-Menten-

Kinetik resultierte (Abb. 3.10). Durch eine doppeltreziproke Darstellung der Werte,
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wodurch man eine Lineweaver-Burk-Diagramm erhalt, konnte man die kinetischen
Parameter des Transporters genau bestimmen. Es handelt sich bei dem
Pantothenataufnahmesystem um ein hoch-affines Transportprotein mit einem K-

Wert von 0,9 uM und sehr geringen Aufnahmeraten mit einer maximalen
Geschwindigkeit Vimax von 26 pmol (mg TG) 'min™".

22 q

Pantothenataufnahmrerate

[pmol (mg TG) 'min™]

1/[8]

0 T T T T T T T T T T T T T

0,0 0,5 10 15 2,0 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7,5 8,0

Pantothenatkonzentration [uM]

Abb. 3.10: Beziehung zwischen der Substratkonzentration und der Geschwindigkeit ihres sattigbaren
Transports. Mit dem C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 wurden Aufnahmemessungen mit radioaktiv
markiertem Pantothenat bei unterschiedlichen Pantothenatkonzentrationen durchgefiihrt. Die
Auftragung der daraus resultierenden Aufnahmeraten gegen die Substratkonzentrationen ergab eine
Michaelis-Menten-Kinetik. Inlet: Lineweaver-Burk-Diagramm: Der Kehrwert der Aufnahmeraten wurde
gegen den Kehrwert der Substratkonzentrationen aufgetragen, so dass man aus dem 1/V,-
Achsenabschnitt 1/V,,.x und aus dem 1/[S]-Achsenabschnitt —1/K,, genau bestimmen konnte.

2.1.2 Einfluss von externem Pantothenat auf die Aufnahmerate

Fur Saccharomyces cerevisiae wurde gezeigt, dass die Pantothenataufnahme durch
die extrazellulare Pantothenatkonzentration moduliert werden kann (54). Es wurden
die Transportraten von Zellen, die bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (0,1
M, 1 uM, 10 pM) gezogen wurden, bestimmt. Es zeigte sich, dass die

Transportraten hdher waren, je niedriger die Pantothenatkonzentrationen gewahlt
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wurden. In anderen Worten, die Expression des Gens flr den Transporter wurde
verstarkt, wenn niedrige extrazellulare Substratkonzentrationen vorherrschten. Ob
dies auch fur C. glutamicum gilt, wurde hier Uberprift. Dazu wurden die Zellen in
Gegenwart von 10 yM Pantothenat kultiviert und vor der Aufnahmemessung zweimal
mit CgC-Minimalmedium gewaschen. Es zeigte sich, dass das Vorhandensein von
10 uM Pantothenat im Kultivierungsmedium keinen Einfluss auf die Aufnahmerate
hatte (Daten nicht gezeigt).

2.2 Molekularbiologischer Ansatz zur Identifizierung eines Pantothenat-

aufnahmesystems
2.2.1 Deletion des Gens eines putativen Pantothenatimporters

Zur ldentifizierung des Importers wurde mit der Nukleotidsequenz von panF, das in
E. coli fur den Pantothenatimporter kodiert (56), eine BLAST-Suche durchgefuhrt.
Aus dieser Suche resultierte das Gen NCgl0799. Dieses Gen wurde im C.
glutamicum Wildtyp ATCC 13032 unter Verwendung des Konstrukts pK18mobsacB-
A0799 deletiert, was mit Hilfe einer PCR nachgewiesen werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Mit der Deletionsmutante A0799 und dem Wildtyp ATCC 13032 wurden
Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem Pantothenat durchgefuhrt, wobei
Uber eine Zeitspanne von 60 min alle 10 min Proben aus den Zellsuspensionen
entnommen wurden. Der Versuch zeigte, dass die Aufnahmekinetiken von Wildtyp
und Deletionsmutante fast identisch waren (Abb. 3.11). Bei einer
Substratkonzentration von 10 uyM lag die aus der Kinetik errechnete Aufnahmerate
beim Wildtyp bei 23 pmol (mg TG)'min™" und bei der Mutante bei 19 pmol (mg TG)
'min™'. Somit konnte hier gezeigt werden, dass das Gen NCgl0799 vermutlich nicht

an der Pantothenataufnahme beteiligt ist.
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Abb. 3.11: Pantothenataufnahme durch den C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 und der Mutante
ANCgl0799 mit einer Deletion des Gens, das Ahnlichkeit zu panF aus E. coli hat (PanF katalysiert in
E. coli den Import von Pantothenat). Das radioaktiv markierte Pantothenat wurde mit einer
Konzentration von 10 yM zum Zeitpunkt Null zu den Zellen gegeben. Die offenen Symbole stellen

Werte aus einer zweiten Messung dar.

Neben dem Gen NCgl0799 wurde bei einer BLAST-Suche mit panF auch das Gen
putP identifiziert, dessen Produkt in C. glutamicum die kompatiblen Solute Prolin,
Glycin, Betain und Ectoin transportiert. Es wurde angenommen, dass Pantothenat
mdglicherweise durch diesen Carrier co-transportiert wird, so dass eine
Transportanalyse mit einer bereits vorhandenen Mutante (DHPF, 53) durchgeflihrt
wurde, in der neben den Genen proP, ectP, betP und IcoP auch putP deletiert ist. Die
Aufnahmemessungen erfolgten mit radioaktiv markiertem Pantothenat, wobei die
Substratkonzentration 7 pM  betrug. Auch hier unterschieden sich die
Aufnahmekinetiken kaum voneinander (Abb. 3.12). Die errechneten Aufnahmeraten
betrugen beim Wildtyp 17 pmol (mg TG)‘1min'1 und bei der Deletionsmutante 20 pmol
(mg TG)'min™". Somit konnte hier gezeigt werden, dass auch PutP vermutlich nicht

am Transport von Pantothenat beteiligt ist.
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Abb. 3.12: Mit dem C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 und der Mutante DHPF, in dem unter
anderem eine Deletion des putP Gens vorliegt, wurden Transportanalysen mit [14C]-markiertem
Pantothenat durchgefiihrt. Das Pantothenat wurde mit einer Konzentration von 7 yM zum Zeitpunkt

Null zu den Zellen gegeben.

Da die Deletion beider Gene, die Ahnlichkeit zum E. coli panF hatten, zu keiner
Veranderung in der Pantothenataufnahme in C. glutamicum fuhrte, war eine
Identifizierung des Pantothenataufnahmesystems Uber die panF-Ahnlichkeit nicht

moglich.

Um zusatzliche Daten Uber den Pantothenattransport zu erhalten, wurde die
Aufnahme unter energetischem Aspekt untersucht. Dazu wurde der Effekt des
Entkopplers CCCP auf die Pantothenataufnahme im C. glutamicum Wildtyp ATCC
13032 untersucht. Es wurden Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem
Pantothenat und 50 uM CCCP durchgefuhrt, wobei beim Kontrollversuch kein CCCP
eingesetzt wurde. Die Substratkonzentration betrug 5 uM und Uber eine Zeitspanne
von 60 min wurden alle 10 min Proben aus den Kulturen enthommen. Aus den fast
identischen Aufnahmekinetiken (Abb. 3.13) wurden die Aufnahmeraten bestimmt, die
bei beiden Versuchsansatzen 22 pmol (mg TG) 'min™" betrugen. Dies deutet darauf
hin, dass es sich beim Pantothenataufnahmesystem um einen primar aktiven ABC-
Transporter handelt, der nicht vom Membranpotential abhangig ist. Das

Transportprotein PanF aus E. coli ist im Gegensatz dazu ein sekundar aktiver
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Carrier, der Pantothenat mit Na’-lonen symportiert, was erklart, weshalb Uber die

panF-Ahnlichkeit kein entsprechendes Transportsystem identifiziert werden konnte.
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Abb. 3.13: Aufnahmemessung mit dem C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 und radioaktiv
markiertem Pantothenat mit einer Konzentration von 5 yM. Die Messungen erfolgten in Gegenwart
und Abwesenheit des Entkopplers CCCP (50 uM).

3 Die Pantothenatexkretion in C. glutamicum

Neben dem Import von 3-Alanin und Pantothenat kann auch der Pantothenatexport
die biotechnologische Produktion dieses Vitamins beeinflussen. Die Exkretion von
Pantothenat kdnnte wahrend eines Produktionsprozesses einen limitierenden Faktor
darstellen, wenn die Syntheserate von Pantothenat hoher ist als dessen Exportrate.
Somit konnte durch eine Identifikation und Uberexpression des Gens fiir das
Pantothenatexportsystem ein limitierender Schritt in der Pantothenatproduktion

aufgehoben werden.
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3.1 Screening nach C. glutamicum Transposonmutanten mit einer veranderten

Pantothenatexkretion

Untersucht wurden Mutanten des C. glutamicum Stammes ATCC 14752, der mit dem
Transposon Tn5513 mutagenisiert worden war. Das Transposon, welches in die
chromosomale DNA integriert, tragt das Gen aph3 fur die Kanamycinresistenz. Etwa
1500 Mutanten wurden qualitativ auf Veranderungen der Pantothenatexkretion
untersucht. Das Screening erfolgte mit dem sogenannten Plattentest, bei dem die
Mutanten auf CgC-Minimalmedium-Platten ausgestrichen wurden, in die der C.
glutamicum Indikatorstamm R127panC::pK18mob’panC’ mit eingegossen worden
war. In diesem Indikatorstamm ist das Gen panC, das fur das Enzym des letzten
Reaktionsschrittes der Pantothenatbiosynthese kodiert, disruptiert, was eine
Pantothenat-Auxotrophie zur Folge hat. Nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen bei
30°C sah man anhand des Wachstumsverhaltens des Indikatorstammes um die
ausgestrichenen Mutanten herum, ob letztere durch die Integration des Transposons
in ihrem Exkretionsverhalten verandert waren oder nicht. Zwei der so getesteten
Transposonmutanten (Mutante 1G6 und 33.2G5) zeigten einen
Pantothenatexkretions-negativen Phanotyp (Abb. 3.14a), wahrend eine vermehrt
Pantothenat ausschied (34F10, Abb. 3.14b).

Abb. 3.14a/b: Plattentest fir das Screening nach Transposonmutanten des C. glutamicum Stammes
ATCC 14752 mit einem veranderten Pantothenatexkretionsverhalten. a: Markiert ist eine Mutante mit
einem Pantothenatexkretions-negativen Phanotyp. b: Markiert ist eine Mutante, die vermutlich

vermehrt Pantothenat ausscheidet.
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3.2 Untersuchung der Transposonmutanten mit verandertem Verhalten in der

Pantothenatexkretion
3.2.1 Charakterisierung der Transposonmutanten 1G6, 33.2G5 und 34F10

Durch Klonierung und Analyse der das Transposon flankierenden Sequenzen konnte
in Klon 1G6 ein offenes Leseraster identifiziert werden, das 1337 Nukleotide lang ist
und als uncharakterisiertes Membranprotein annotiert ist (NCgl1837). Fur die
Aminosauresequenz des Gens konnten durch eine computergestutzte
Topologieanalyse (TMHMM, EMBL, Heidelberg) 10 Transmembransegmente
vorhergesagt werden. Eine mit der Aminosauresequenz durchgefuhrte BLAST-Suche
ergab, dass Ahnlichkeit zu einem Transportprotein aus Xanthomonas campestris pv.
campestris ATCC 33913 besteht (24% lIdentitat, 46% Ahnlichkeit). Die gleichen
Analysen ergaben, dass in der Mutante 33.2G5 das Transposon in ein 1302
Nukleotid langes Gen integriert war (NCgl2816), das ebenfalls flr ein putatives
integrales Membranprotein kodiert. Fur das Genprodukt konnten hier 12
Transmembransegmente vorhergesagt werden. Eine BLAST-Suche mit der
abgeleiteten Aminosaduresequenz ergab  Ahnlichkeit zu einem putativen
Transportprotein aus Streptomyces coelicolor (34% Identitat, 56% Ahnlichkeit) und
zum Shikimat-Transportprotein aus E. coli (34% Identitét, 54% Ahnlichkeit). Eine
Analyse der Mutante 34F10, welcher deutlich mehr Pantothenat exkretierte, ergab,
dass ein Gen durch das Transposon disruptiert war, welches fur das Enzym 2-
Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridinkinase (HPPK) kodiert. Dieses
Enzym katalysiert in der Folatbiosynthese die Phosphorylierung von 2-Amino-4-
Hydroxy-6-Hydroxymethyl-7,8-Dihydropteridin. Eine Erklarung daflr, warum ein
Fehlen dieser Enzymaktivitat zur einer erhdhten Pantothenatausscheidung flhrte,

konnte nicht gefunden werden.

3.2.2 Deletion der Gene putativer Pantothenatexporter

Die in den Transposonmutanten inaktivierten Gene NCgl1837 und NCgl2816 fuhrten
im Screening dazu, dass der Pantothenat-auxotrophe C. glutamicum Stamm
R127panC::pK18mob’panC’ im Plattentest nicht wuchs. Deshalb wurde
angenommen, dass diese Gene an der Pantothenatexkretion beteiligt sein kénnten.

Daraufhin wurden die Gene mit den Deletionsplasmiden pK18mobsacB-ANCgl1837
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und pK18mobsacB-ANCgI2816 im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 deletiert, was
mit Hilfe einer PCR nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die
Deletionsmutanten ANCgI1837 und ANCgI2816 wurden im mikrobiologischen
Roéhrchentest quantitativ auf ihr Exkretionsverhalten von Pantothenat untersucht,
wobei der C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 als Kontrollstamm diente. Die Zellen
wurden in Anwesenheit von 10 mM B-Alanin kultiviert und aus diesen Kulturen
wurden nach 24, 48, 64, 66,5, 69, 72 und 93 h Proben entnommen und die
Pantothenatmengen in den sterilfiltrierten Uberstanden im mikrobiologischen
Rohrchentest quantifiziert. Das Experiment zeigte, dass der Wildtyp am
Versuchsende nach einem Zeitraum von 93 h 1,3 pug (mg TG)' des Vitamins
exkretiert hatte, wobei der Beginn der Pantothenatproduktion erst nach 64 h
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.15). Die Deletionsmutanten ANCgI1837 und
ANCgI2816 hatten nach 93 h nur 21 bzw. 18 ng (mg TG)‘1 Pantothenat
ausgeschieden (Abb. 3.15). In vier weiteren Tests konnte die verminderte Abgabe

von Pantothenat durch die Deletionsmutanten wiederholt gezeigt werden.
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Abb. 3.15: Pantothenatexkretion durch den C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 und die
Deletionsmutanten ANCgI1837 und ANCgI2816, denen jeweils das Gens eines putativen
Pantothenatexporters fehlt. Kultiviert wurden die Zellen in Gegenwart von 10 mM [-Alanin, dem

direkten Vorlaufermolekul von Pantothenat.
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3.2.3 Effekt der Uberexpression des Gens NCgl2816 im C. glutamicum Wildtyp
ATCC 13032

Da in dieser Arbeit eine starke Verminderung der Pantothenatexkretion infolge der
Deletion des Gens NCgl2816 in C. glutamicum gezeigt werden konnte, scheint
dieses Gen am Export des Vitamins beteiligt zu sein. Eine Uberexpression des Gens
sollte folglich zu einer Erhdhung des Pantothenateffluxes fuhren, was im Rahmen
einer Pantothenatproduktion von Vorteil ware. Um diese Annahme zu Uberprufen,
wurde zunachst das Gen mit Hilfe einer PCR amplifiziert und in den
Uberexpressionsvektor pXMJ19 kloniert sowie sequenziert. Mit dem fehlerfreien
Konstrukt pXMJ19NCgI2816 wurden Zellen des C. glutamicum Wildtypes ATCC
13032 durch Elektroporation transformiert und die Auswirkung der Uberexpression
auf die Pantothenatproduktion wurde mit dem mikrobiologischen Ro&hrchentest
untersucht. Als Kontrollstamm diente ATCC 13032pXMJ19, der den Leervektor tragt.
Die Stamme wurden in Anwesenheit von 10 mM [(-Alanin kultiviert und fur die
Induktion der Genexpression wurde 1 mM IPTG eingesetzt. Aus diesen Kulturen
wurden 64, 72, 96 und 123 h nach Versuchsbeginn Proben enthommen und die
Pantothenatmengen in den sterilfiltrierten Uberstanden wurden im Roéhrchentest
quantifiziert. Dazu wurden die Uberstande zu Kulturen des Pantothenat-auxotrophen
Indikatorstammes R127panC::pK18mob’panC’pXMJ19 gegeben und deren optische
Dichten nach 48 h gemessen. Demnach hatte der Stamm
ATCC 13032pXMJ19NCgI2816 nach 123 h mit 415 ng (mg TG)™ fast vier mal so viel
Pantothenat exkretiert als der Kontrollstamm mit etwa 110 ng (mg TG)™ (Abb. 3.16).
Da in diesem Experiment Pantothenat nur in den nach 96 und 123 h entnommenen
Proben nachgewiesen werden konnte, wurde in zwei weiteren Experimenten
versucht, durch Variation der Zeitpunkte der Probenentnahme, den Exkretionsbeginn
festzustellen. Doch auch hier konnte ein frUheres Einsetzen der
Pantothenatproduktion nicht beobachtet werden. Was allerdings wieder beobachtet
werden konnte, war eine hdhere Pantothenatabgabe durch den Expressionsstamm
ATCC 13032pXMJ19NCgI2816. Dieser hatte in beiden Experimenten nach 75 h 155
bzw. 120 ng Pantothenat (mg TG)" ins Medium abgegeben, wihrend es beim
Kontrollstamm 95 bzw. 60 ng Pantothenat (mg TG)" waren (Daten nicht gezeigt).
Obwohl die Werte aus den drei Versuchen voneinander abweichen, bekraftigen
diese Ergebnisse die Annahme, dass das Gen NCgl2816 an der

Pantothenatexkretion beteiligt ist.
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Abb. 3.16: Pantothenatexkretion durch den Stamm ATCC 13032pXMJ19NCgl2816, der das Gen
eines putativen Pantothenatexporters exprimiert, und den Kontrollstamm ATCC 13032pXMJ19 mit

dem Leervektor.
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V. Diskussion

1 Die B-Alaninaufnahme im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032

1.1 Die pB-Alaninaufnahme in C. glutamicum wird durch ein sekundar aktives

Transmembranprotein katalysiert

Verschiedene Stamme von C. glutamicum haben heutzutage in der industriellen
Produktion von Aminosauren groRe wirtschaftliche Bedeutung erlangt und
mittlerweile steigt auch das Interesse, Vitamine mikrobiologisch herzustellen. Auch
das Vitamin Pantothensaure (Vitamin Bs) hat als Futtermittelzusatz und
therapeutisches Agens groRe o©konomische Bedeutung erlangt, wird aber
grofdtenteils noch chemisch synthetisiert. Auf dem Weg zur Entwicklung eines C.
glutamicum-Stammes fir die biotechnologische Herstellung von Pantothenat konnten
bereits drei der vier Gene des Pantothenatbiosynthesewegs (panB, panC und panD)
kloniert (46, 10) und durch Uberexpression der Gene panB und panC eine Erhéhung
der Syntheserate des Vitamins in C. glutamicum erzielt werden (46). Dabei zeigte
sich eine starke Abhangigkeit der Pantothenatbildung von externer Zugabe des
Pantothenat-Vorlaufers [B-Alanin, was die intrazellulare (-Alaninsynthese als
limitierenden Schritt der Pantothenatproduktion verdeutlicht. Ware B-Alanin in der
Lage, durch die Membran zu diffundieren, kénnte man bei der Produktion die Zellen
mit grolen Mengen des Substrats flittern und die unmittelbare Umsetzung von [3-
Alanin durch den Produktionsstamm wirde die Aufnahme antreiben. Allerdings kann
die Diffusion, genauso wie ein carriervermittelter Aufnahmemechanismus, in einem
Produktionsprozess limitierend sein. Da ein B-Alaninaufnahmesystem bisher noch
nicht bekannt ist, war es ein Ziel dieser Arbeit, den B-Alaninimporter von C.
glutamicum zu identifizieren und durch Uberexpression des Carriers die B-
Alaninaufnahme und somit die Pantothenatproduktion zu erh6hen. Zunachst wurde
der B-Alaninimport biochemisch charakterisiert, indem die kinetischen Parameter
durch Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem Substrat bestimmt wurden.
Die Aufnahmeraten wurden bei [3-Alaninkonzentrationen zwischen 0,1 und 50 mM
bestimmt, wobei aus den Reaktionsgeschwindigkeiten annaherungsweise eine
rechtwinklige Hyperbel resultierte, wie sie fur die meisten Enzyme gilt und durch die

Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben werden kann. Dadurch konnte gezeigt
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werden, dass der B-Alaninimport durch einen Transporter vermittelt wird, dessen
kinetische Parameter durch eine doppeltreziproke Darstellung der Werte
(Lineweaver-Burk-Diagramm) genau bestimmt werden konnten. Demnach handelt es
sich bei der B-Alaninaufnahme um einen Transporter mit einem Ky-Wert von 5 mM
und einer maximalen Aufnahmegeschwindigkeit Vimax von 1,66 nmol (mg TG)*min™.
Im Vergleich dazu haben sekundar aktive Carrier fir Aminoséuren in E. coli
gewohnlich K-Werte zwischen 1 uM und 1 mM, wobei die Vyx-Werte zwischen 0,1
und etwa 50 nmol (mg TG)*min™ variieren (30). Bei B-Alaninaufnahmemessungen in
Gegenwart des Entkopplers CCCP und des Atmungsgiftes KCN kam es zu einer
drastischen Inhibition der Aufnahmerate. Die Bestimmung des intrazellularen ATP-
Pools wahrend des Experiments mit CCCP zeigte, dass innerhalb der Versuchsdauer
die ATP-Konzentration von 2,1 auf 1,1 mM zurlckging. Es war also noch gentigend
ATP in der Zelle vorhanden, das von der Substratphosphorylierung in der Glykolyse
stammte. Der Ruckgang der p-Alaninaufnahme ist demnach auf den
Zusammenbruch des Membranpotentials und nicht auf eine ATP-Verarmung
zurlckzufihren. Dies zeigt, dass es sich beim (-Alaninimporter um ein
Transportprotein handelt, das sekundar aktiv und abhangig vom Membranpotential
ist. Passive Diffusion kann hier als Mechanismus der (-Alaninaufnahme in C.

glutamicum ausgeschlossen werden.

1.2 Effekte der Inaktivierung von Genen putativer 3-Alaninimporter auf den Transport

von (-Alanin und GABA in C. glutamicum

Das B-Alaninaufnahmesystem in C. glutamicum, dessen Existenz in dieser Arbeit
durch kinetische und energetische Analysen nachgewiesen und biochemisch
charakterisiert werden konnte, kénnte bei einer B-Alaninfitterung im Rahmen einer
Pantothenatproduktion Vnax erreichen und sich limitierend auf die Produktion
auswirken. Fur eine Uberexpression des B-Alaninimporters zur Ausschaltung dieses
maoglichen limitierenden Faktors sollte in dieser Arbeit das Gen fur den [3-
Alanintransporter identifiziert werden. Eine BLAST-Studie ergab, dass die Gene
NCgl0453 und NCgl1108 sowohl zum B-Alanin Carrier CycA aus E. coli (51) als auch
zum GabP Protein, das in B. subtilis B-Alanin und GABA transportiert (4), ahnlich
sind. Eine Inaktivierung des Gens NCgl0453 im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032
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hatte keinen Einfluss auf die B-Alaninaufnahmerate und auch die Deletion des Gens
NCgl1108, das als moglicher GABA Carrier annotiert ist, zeigte keinen Effekt in
Bezug auf die Aufnahme von [3-Alanin und GABA. Demnach kodieren diese Gene
vermutlich nicht fir einen Transporter fur eines der hier untersuchten Substrate. Eine
B-Alaninaufnahmemessung wurde auch mit der Insertionsmutante
ATCC 13032ykfD::pK18mob’ykfD’ durchgefihrt. Das in dieser Mutante inaktive Gen
ykiD ist als GABA-Permease annotiert, wobei GABA eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit zu B-Alanin besitzt und deshalb als Substrat fur YkfD angenommen

wurde. Doch auch hier gab es keinen Unterschied zu der Aufnahmerate im Wildtyp.

Eine Identifizierung des B-Alanin Transportsystems durch Ahnlichkeitsstudien ist hier
nicht gelungen. Die Annahme, dass mdglicherweise mehr als ein Carrier fur 3-Alanin
existieren, so dass das Ausschalten eines einzelnen putativen Transporters
unentdeckt bleiben wirde, ist durch die biochemische Charakterisierung der [3-
Alaninaufnahme unwahrscheinlich. Das Vorhandensein mehrerer Transportsysteme

hatte im Lineweaver-Burk-Diagramm erkannt werden missen.

1.3 Die heterologe Expression des cycA Gens fur den -Alaninimporter in E. coli fhrt

in C. glutamicum zu einer 16-fachen Steigerung der B-Alaninaufnahmerate

Da es nicht gelungen ist, tber eine Ahnlichkeitsstudie das Gen fur das f-
Alaninaufnahmesystem in C. glutamicum zu identifizieren, wurde eine heterologe
Expression des Gens fiur den B-Alanin Carrier CycA aus E. coli zur Erh6hung der 3-
Alaninaufnahmerate durchgeftihrt. Die cycA-Expression im Stamm ATCC
13032pXMJ19cycA konnte in einem RNA-Hybridisierungsexperiment durch
Nachweis der cycA-mRNA gezeigt werden. Danach wurde untersucht, ob infolge der
cycA-Expression ein funktionsfahiges Protein entsteht, was zu einer Erh6hung der 3-
Alaninaufnahme in C. glutamicum fuhrt. Das Experiment zeigte, dass nach 13-
stundiger IPTG-Induktion der cycA-Expression eine etwa 5-fache Steigerung der 3-
Alaninaufnahmerate erzielt werden konnte. Nach 17-stindiger Induktion lag eine 13-
fache und nach 24-stiindiger Induktion sogar eine 16-fache Erh6hung der
Aufnahmerate vor. Warum der Effekt einer cycA-Expression so verzdgert in
Erscheinung tritt, lasst sich nicht erklaren. Bei der Entwicklung eines C. glutamicum

Produktionsstammes fiir Pantothenat braucht demnach nicht unbedingt das zelleigen
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Gen fur den B-Alaninimporter exprimiert zu werden. Auf diese Weise kann die
Sattigung des [-Alaninimports, die bei der B-Alaninflitterung wahrend eines
Produktionsprozesses auftreten kann, vermieden werden. Eine erhohte
Pantothenatexkretion durch den cycA-exprimierenden Stamm konnte hier allerdings

nicht gezeigt werden.

2 Die Pantothenataufnahme im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032
2.1 Biochemische Charakterisierung der Pantothenataufnahme in C. glutamicum

Im Rahmen einer Pantothenatproduktion mit C. glutamicum spielt der zelleinwarts
gerichtete RuUcktransport von Pantothenat insofern eine Rolle, als dass er die
Nettoausbeute senken kann. Mit einer biochemischen Charakterisierung der
Pantothenataufnahme wurde hier untersucht, ob sich die vorherrschenden
Aufnahmeraten negativ auf die Produktausbeute auswirken konnen. Da C.
glutamicum in der Lage ist, Pantothenat selbst zu synthetisieren, ist ein
Aufnahmesystem fir Pantothenat eigentlich entbehrlich. Das trifft auch auf E. coli zu,
jedoch konnte hier ein Importer (PanF) charakterisiert werden (55). Durch
Aufnahmemessungen mit radioaktiv markiertem Pantothenat konnte der
Pantothenatimporter in C. glutamicum biochemisch charakterisiert werden. Es stellte
sich heraus, dass es sich um ein hoch-affines Transportsystem mit einem Kp-Wert
von 0,9 uM und einer sehr niedrigen maximalen Aufnahmegeschwindigkeit Vmax Von
26 pmol (mg TG)*min™ handelt. Das erscheint extrem wenig, aber beriicksichtigt
man die natirlich vorkommenden Konzentrationen von Pantothenat im Boden
(zwischen 4 und 80 pM in verschiedenen Pflanzenteilen), so ermdglicht dieses
Aufnahmesystem dem Organismus dennoch eine effiziente Nutzung des Vitamins.
Eine optimale Aufnahme von Pantothenat in physiologischen Konzentrationen ist
gewahrleistet. E. coli besitzt ebenfalls ein hoch-affines Transportsystem fir
Pantothenat (PanF) mit einem K ,Wert von 0,4 pM und einer maximalen
Aufnahmegeschwindigkeit Vmax von 1,6 pmol (mg TG)'min® (55). Aus der
biochemischen Charakterisierung des Pantothenatimporters in C. glutamicum lasst
sich schlussfolgern, dass die Ruckaufnahme des Vitamins durch die Zellen wahrend
einer Pantothenatproduktion unbericksichtigt bleiben kann.
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2.2 Die Pantothenataufnahme wird durch ein primar aktives Aufnahmesystem

katalysiert

Durch Transportanalysen konnte gezeigt werden, dass der Entkoppler CCCP keinen
Effekt auf die Pantothenataufnahme hat. Es scheint sich bei dem Aufnahmesystem
um einen primar aktiven ABC-Transporter zu handeln, der nicht vom
Membranpotential abhéngig ist. Unterstitzt wird diese Aussage auch durch den
extrem niedrigen K,-Wert des Transporters (siehe oben), einem Merkmal, das haufig
bei primar aktiven Transportsystemen beobachtet wird. Im Gegensatz dazu handelt
es sich beim Pantothenatimporter PanF aus E. coli um einen sekundar aktiven
Carrier, der den Symport von Pantothenat und Na'-lonen katalysiert. Das scheint
auch der Grund gewesen zu sein, warum uber die Ahnlichkeit zu panF kein
Pantothenattransporter in C. glutamicum identifiziert werden konnte. Eine weitere
Computerrecherche ist nicht mdglich, da ein ABC-Transporter fir Pantothenat in
Bakterien oder Saugern nicht bekannt ist. Eine andere Mdglichkeit zur Identifizierung
des Pantothenatimporters besteht darin, zundchst den Pantothenat auxotrophen
Stamm R127panC:.pK18mob’panC’, bei dem das Gen fir den terminalen
Biosyntheseschritt inaktiv ist, einer Transposonmutagenese zu unterziehen. Es
konnen dann Mutanten auf ihre Unfahigkeit hin, Pantothenat aufzunehmen, isoliert
werden. Auf diese Vorgehensweise wurde jedoch wegen der geringen Bedeutung

des Pantothenatimports auf die Pantothenatproduktion verzichtet.

3 Die Pantothenatexkretion in C. glutamicum

Im allgemeinen ist in einem Produktionsstamm der jeweilige Biosytheseweg so
verandert, dass hohe intrazellulare Produktkonzentrationen vorherrschen. Das kann
durch eine Erh6hung der Aktivitat von Enzymen der Biosynthese, durch Veranderung
von Regulationsmechanismen der Enzyme und durch das Blockieren von
Stoffwechselwegen, die zu Nebenprodukten oder zum Abbau des Produktes im
Cytosol fuhren, erreicht werden (31). Doch es spielt nicht nur der Stoffwechsel und
dessen Manipulation eine Rolle, sondern es muss auch der Export des Produktes als
letzter Schritt der Stoffwechselvorgange beriicksichtigt und der Produktion angepasst
werden. Herrschen hohe intrazellulare Substratkonzentrationen vor, so kann durch
eine Uberexpression des Exporters eine effiziente Produktion erreicht werden.

Im Hinblick auf eine fermentative Pantothenatproduktion sollte in dieser Arbeit der
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Pantothenatexporter in C. glutamicum identifiziert werden. Man nimmt an, dass die
physiologische Bedeutung des Pantothenatexports in E. coli in der Kontrolle der
intrazellularen Coenzym A Konzentration liegt (22), wobei Pantothenat, das nicht
phosphoryliert wird, aus der Zelle transportiert wird. Die Erhaltung eines niedrigen
Substratspiegels kdnnte also fir die Kontrolle der Phosphorylierung von Pantothenat
von Bedeutung sein, so dass eine Rolle der Pantothenatexkretion in der Regulation
der Coenzym A Synthese und somit die Existenz eines Exkretionssytems auch in C.
glutamicum angenommen werden kann.

Fiur die Identifikation einer Mutante mit einem Defekt in der Pantothenatexkretion
wurde eine Screeningmethode angewandt, bei dem ein Pantothenat-auxotropher
Stamm als Indikator flr exkretionsdefekte Mutanten fungierte. Auf diese Weise
wurden zwei Transposonmutanten identifiziert, die nicht mehr in der Lage zu sein

schienen, Pantothenat zu exkretieren.

3.1 Die Deletion der Gene putativer Pantothenatexporter fuhrt zu stark verminderter
Pantothenatexkretion

Im Screening konnten zwei Transposonmutanten mit einem Pantothenatexkretions-
negativen Phanotyp identifiziert werden. Das Klonieren und die Analyse der
Sequenzen, in die das Transposon integriert war, ergab, dass Gene getroffenen
waren, fur deren abgeleitete = Aminoséduresequenzen 10 bzw. 12
Transmembranhelices vorhergesagt werden konnten. Beide Gene, NCgl1837 und
NCgl2816, wurden einzeln im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032 deletiert und es
zeigte sich, dass die Deletionsstamme im Gegensatz zum Wildtyp eine stark
verminderte Pantothenatexkretion aufwiesen. Anscheinend sind diese offenen
Leseraster am Transport des Vitamins beteiligt, wobei unklar ist, wie beide
Deletionen den gleichen Effekt haben kénnen. Sind beide Gene am Export beteiligt,
so dirfte das Ausschalten eines Gens keinen exkretions-negativen Phanotyp
hervorrufen. Zu erklaren ware dieses Ergebnis moglicherweise durch die Tatsache,
dass fast alle sekundar aktiven Carrier aus 10 bis 14 Transmembransegmenten
bestehen und diese durch ein oder zwei Gene kodiert werden. Existieren zwei Gene
fur einen Transporter, so kann entweder ein homooligomeres oder heterooligomeres
System die aktive Form darstellen (26). Die Resultate in dieser Arbeit kdnnten somit
dadurch erklart werden, dass das Exportprotein durch zwei Gene kodiert wird.
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Jedoch wird diese Annahme durch die Tatsache entkraftet, dass die Gene NCgl1837
und NCgI2816 weit voneinander im Genom lokalisiert sind. Aul3erdem ware ein
heterologes System mit 22 Transmembranhelices aul3erst ungewohnlich, zumal ein

solches System bisher noch in keinem Organismus bekannt ist.

3.2 Die Uberexpression des Gens fiir den putativen Pantothenatexporter NCgl2816

fuhrt zu einer starken Zunahme der Pantothenatexkretion

Die Uberexpression des Gens NCgl2816 im C. glutamicum Wildtyp ATCC 13032
fuhrte im Vergleich zum Kontrollstamm zu einem starken Anstieg der
Pantothenatexkretion. Dieses Ergebnis bekraftigt die Annahme, dass das Gen an der
Exkretion beteiligt ist und zeigt die Moglichkeit, durch Uberexpression des Exporters
eine hohere Ausbeute des Produktes in einem Produktionsprozess zu erzielen. Der
Grund dafir, warum Pantothenat erst in den Uberstanden stationarer Kulturen
nachgewiesen werden konnte, liegt wahrscheinlich daran, dass in stationaren Zellen
der Kohlenstofffluss abwarts von Glukose-6-Phosphat nicht in Richtung Pentose-
Phosphat-Weg, sondern vermehrt zum Pyruvat flie3t, so dass mehr Ketoisovalerat
als Ausgangsstoff flr Pantothenat gebildet werden kann (Abb. 4.1).

3.3 Der Weg zu einem Produktionsstamm fr Pantothenat

Wahrend bislang Produktionsstiamme durch Mutation und Selektion gewonnen
wurden, ermoglichen heutzutage gentechnische Methoden die gezielte Manipulation
des Stoffwechsels und der an der Produktion beteiligten Transmembranflisse. Bei
der mikrobiellen Herstellung von Pantothenat muss die Pantothenatexkretion als ein
wichtiger, terminaler Schritt der Fermentation beriicksichtigt werden, da sie einen
limitierenden Faktor darstellen kann und somit Stoffwechselmanipulationen uneffektiv
bleiben konnen. Eine Uberexpresseion des Pantothenatexporters in einem
Produktionsstamm mit hoher interner Substratakkumulation stellt somit eine
Maoglichkeit dar, eine Steigerung in der Produktion zu erzielen. Dartiber hinaus sollten
zur Beseitigung von Engpassen in einem Produktionsstamm die Biosynthesegene
Uberexprimiert werden, da die spezifischen Aktivitdten drei der Enzyme (PanD, PanB
und PanC, Abb. 4.1) des Syntheseweges mit etwa 1 nmol (mg Protein) *min™ extrem

niedrig sind. Im Vergleich dazu haben Enzyme der Aminoséuresynthese eine um
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zwei GroRBenordnungen hohere spezifische Aktivitat und bei Enzymen des
Zentralstoffwechsels sind es sogar drei Gréfienordnungen (46). Die niedrigen
Enzymaktivitaten im Pantothenatbiosyntheseweg konnen zurtickzufihren sein auf
niedrige Enzymmengen, die wiederum auf geringen Transkriptionsraten der
entsprechenden Gene beruhen koénnen. Darlber hinaus unterliegt PanB einer
feedback Hemmung durch Pantoat (38), so dass durch Mutation im allosterischen
Zentrum die Inhibierbarkeit des Enzyms erniedrigt oder ganz ausgeschaltet werden
kann. Desweiteren ist eine Manipulation der Gene des L-Isoleucin Biosyntheseweges
unumganglich. Die Deletion von ilvA, das fur das Schlusselenzym der
Isoleucinsynthese kodiert (Abb. 4.1), fuhrt zu einer Pantothenatakkumulation, da auf
diese Weise die IlvBN-Aktivitat ausschlie3lich fur die Ketoisovaleratsynthese zur
Verfigung steht und nicht mehr durch L-Isoleucin inhibiert werden kann (11). Mit
einer Uberexpression von ilvBNCD steht Ketoisovalerat in groRBeren Mengen zur
Verfiigung, wobei eine hohere Akkumulation des Vitamins nur erreicht werden kann,
wenn gleichzeitig die Gene panBC exprimiert werden (46). Alle hier aufgefiihrten
Manipulationen haben jedoch nur dann einen Effekt, wenn die Verfigbarkeit von [3-
Alanin gewahrleistet ist, da gezeigt werden konnte, dass die intrazellulare -
Alaninsynthese einen limitierenden Schritt der Pantothenatproduktion darstellt (46).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die heterologe Expression des cycA
Gens zu einer vielfachen Steigerung der B-Alaninaufnahmerate fuhrt, so dass
maoglicherweise dieser limitierende Faktor umgangen werden kann.

In einer anderen Arbeit konnte ebenfalls der Bedarf der Pantothenatbiosynthese an
Methylentetrahydrofolat (CH,-THF) gezeigt werden (5). CH,-THF entsteht durch die
Ubertragung der Methylgruppe von L-Serin auf Tatrahydrofolat (THF) durch die
Serinhydroxymethyltransferase, wobei Glycin und CH,-THF entstehen (Abb. 4.1). Bei
Zellen, die sich in der stationdren Phase befinden, konnte eine Korrelation der
Glycinakkumulation mit der Pantothenatproduktionsrate beobachtet werden (5). Die
Bereitstellung von Serin und somit von Methylentetrahydrofolat kann also limitierend
fur die Pantothenatbiosynthese sein. Durch Uberexpression des Enzyms Threonin
Dehydratase, das Pyruvat in Serin umwandelt, kdnnte dieser mdgliche limitierende
Schritt beseitigt werden (Abb. 4.1). Moglichkeiten einer erh6hten Bereitstellung von
Pyruvat fur diese Reaktion ist weiter unten im Text beschrieben.

Durch eine Analyse der Kohlenstoffflisse wahrend einer Pantothenatproduktion mit
dem C. glutamicum Stamm ATCC 13032AilvA pECMSilvBNCDpEKEX2panBC, in
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dem das ilvA Gen deletiert ist und die Gene ilvBNCD und panBC uberexprimiert sind,
konnte gezeigt werden, dass mehr als 85 % des Flusses abwarts vom Pyruvat in
Richtung Ketoisovalerat geleitet werden, aber an dieser Stelle 90 % des Flusses zum
Valin flieRen (5). Diese Verzweigungsstelle (Abb. 4.1) sollte bei Uberlegungen zur
Konstruktion eines effektiven Produktionsstammes unbedingt bertcksichtigt werden.
Beispielsweise konnte durch Punktmutationen im Promotor des ersten Enzyms
dieses konkurrierenden Weges eine Erniedrigung der Transkriptionsrate erreicht
werden, so dass der Kohlenstofffluss vermehrt in Richtung Pantothenat flie3t. Ein
verstarkter Fluss in Richtung Pantothenat kdnnte auch dann eintreten, wenn mit
Kulturen produziert wird, die sich in der stationdren Phase befinden, so dass der
Bedarf an Kohlenstoff-Metaboliten fur die anabolen Wege sinkt. Gleichzeitig sinkt der
NADPH-Bedarf der Zelle, so dass der Kohlenstofffluss ab Glukose-6-Phosphat
vermehrt zum Pyruvat flie3t und nicht in Richtung Pentose-Phosphat-Weg (Abb. 4.1)
abgeleitet wird, der die Hauptquelle fur NADPH in C. glutamicum darstellt und in den
etwa 94 % des Kohlenstoffs flie3en. Eine erhdhte Bereitstellung der Vorstufe Pyruvat
konnte auch durch Uberexpression der Gene anaplerotischer Reaktionen erreicht
werden, wobei die Oxalacetatdecarboxylase und das Malatenzym in Betracht kamen
(Abb. 4.1). Daruber hinaus konnte die Uberexpression des Gens fiir die
Pyruvatcarboxylase zu einer erh6hten Bereitstellung von Oxalacetat und somit zu L-
Aspartat fuhren, der Vorstufe von (-Alanin (Abb. 4.1). Wie man sieht, gibt es viele
Wege, mdgliche Engpasse sowohl im Pantothenatbiosyntheseweg und im
Zentralstoffwechsel als auch in den Transmembranflissen durch Manipulation zu

beseitigen.

64



IV. Diskussion

l

PPW «— Glukose-6-Phosphat

L-Threonin
IIvVA
Pyruvat Pyruvat -Ketobutyrat
S y IIVBN y iven y
d e/:/c\
f xalacetat Acetolactat Acetohydroxybutyrat
/
Malat l Ive l
Dihydroxyiso- Dihydroxymethyl-
valerat valerat
b l VD
Valin «—— Keoisovalerat Ketomethylvalerat
GlyCineytene Glycin XCHz-THF PanB \\’
Serin THF L-Isoleucin
\"L-Aspartat Ketopantoat
l PanD l PanE
B-Alanin D-Pantoat
N PanC Y,
Y

D-Pantothenat

D-Pantothenatextemn

Abb. 4.1: Der Pantothenatbiosyntheseweg und weitere Reaktionen, die bei einer Stammkonstruktion
fur die Pantothenatproduktion bertcksichtigt werden kénnten.

a: Serin Hydroxymethyltransferase, b: Threonin Dehydratase, c: Pyruvat Carboxylase, d: Malatenzym,
e: Oxalacetat Decarboxylase, llvA: Threonin Dehydratase, IlvBN: Acetohydroxysaure Synthase, lIvC:
Isomero Reduktase, llvD: Dihydroxysdure Dehydratase, PanB: Ketopantoat Hydroxymethyl-
transferase, PanE: Ketopantoat Reduktase, PanD: L-Aspartat-a-Decarboxylase, PanC: Pantothenat
Synthetase, PPW: Pentosephosphat-Weg.
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