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A. EINLEITUNG

Aminosauren sind relativ einfache organische Verbindungen, die als Charakteristikum ihrer
molekularen Struktur mindestens eine Aminogruppe und eine Carboxylgruppe besitzen.
Dabei stellen die proteinogenen a-Aminosauren die bedeutendste Gruppe innerhalb der
naturlich vorkommenden Aminoséuren dar. Neben ihrer Hauptaufgabe als Struktur-
bestandteile von Proteinen spielen viele auch als Ausgangsstoffe in der Biosynthese
verschiedener zellularer Verbindungen, wie z. B. Purinen und Pyrimidinen, Phospholipiden,
Tetrapyrrolen, Glutathion und Enzym-Cofaktoren wie Nicotinamidadenindinucleotid,
Tetrahydrofolsaure und Thiamin eine wichtige Rolle.

o-Aminoséauren sind optisch aktive Substanzen, da bei ihnen, mit Ausnahme von Glycin, das
o-Kohlenstoffatom mit vier verschiedenen Liganden (COOH, NH,, H und einer variablen
Seitenkette (R)) (Tab. 1) verknUpft ist. Biologische Relevanz hat aber in der Regel nur die
jeweilige L-Konfiguration, wobei jedoch auch D-Formen bestimmter Aminosauren z. B. in

bakteriellen Zellwanden, in Peptidantibiotika und in Pflanzen natirlicherweise vorkommen.

Viele der proteinogenen Aminoséuren koénnen nur von Pflanzen und Mikroorganismen
synthetisiert werden. So mussen beispielsweise der Mensch und andere S&augetiere einen
Groldteil dieser Aminosduren mit der Nahrung aufnehmen, weshalb man sie auch als

essentielle Aminosauren bezeichnet (Tab. 1).

Tabelle 1: Fir den Menschen essentielle und nicht-essentielle Aminosauren

!.'
®\c';4 COOH
|
essentiell NH, nicht-essentiell
L-Histidin L-Threonin L-Alanin L-Glutaminsaure
L-Isoleucin L-Tryptophan L-Arginin Glycin
L-Leucin L-Valin L-Asparagin L-Prolin
L-Lysin L-Asparaginsdure  L-Serin
L-Methionin L-Cystein L-Tyrosin
L-Phenylalanin L-Glutamin

Viele Nahrungs- und Futtermittel wie z. B. Reis, Mais, Getreide oder Sojabohnen sind
allerdings relativ arm an essentiellen Aminosauren wie Lysin, Methionin und Threonin. Um
den Bedarf an diesen Verbindungen decken zu kénnen und um allgemein den Nahrwert zu
erhohen, muf3 die Nahrung meist mit den limitierenden Aminosauren entsprechend supple-

mentiert werden.



1. Einsatzbereiche und Herstellung von Aminosauren

Aminoséauren haben eine enorme wirtschaftliche Bedeutung. Weltweit werden derzeit mehr
als 1,8 Millionen Jahrestonnen (jato) verschiedener Aminosduren mit einem Marktvolumen
von ca. sechs Milliarden US-Dollar erzeugt (Stand 1998, Burkovski und Kramer, 1999). Den
Hauptanteil mit mehr als 1.000.000 jato macht dabei L-Glutaminsédure aus, gefolgt von
DL-Methionin und L-Lysin mit jeweils etwa 350.000 jato. Die Bedeutung der Aminosaure-
produktion zeigt sich aber auch in der breiten Palette von Anwendungsbereichen. Dabei
Uberwiegt der Einsatz im Bereich Ernahrung (30%) und Tierfutter (60%) deutlich gegeniber
der Verwendung in Medizin und Kosmetik (Burkovski und Kramer, 1999). Eine Auswabhl

verschiedener Aminosauren mit der jeweiligen Anwendung ist in Tabelle 2 dargestellit.

Tabelle 2: Kommerzielle Anwendung einiger Aminosauren

Aminosdaure Anwendung

L-Cystein Backzusatz; Antioxidans

L-Glutamin Ulcus-Therapie

L-Glutaminsaure Geschmacksverstarker

L-Lysin Zusatz fur Nahrungs- und Futtermittel
DL-Methionin Zusatz fur Futtermittel

L-Phenylalanin Infusionslésungen; Suflstoffsynthese
L-Prolin Infusionslésungen

L-Threonin Zusatz fur Nahrungs- und Futtermittel

Fur die grofRtechnische Herstellung von Aminoséduren werden verschiedene Verfahren
angewandt. Neben der chemischen Synthese (z. B. Glycin, DL-Methionin) und der Extraktion
aus Proteinhydrolysaten (z. B. L-Cystein) werden die meisten Aminosauren heute durch
mikrobielle Fermentation erzeugt. Gegenuber der chemischen Produktion hat die
Verwendung von Mikroorganismen verschiedene Vorteile: So erfolgt die Synthese der
Aminosauren immer stereospezifisch, das heildt es wird nur die biologisch aktive L-Form
gebildet, wodurch die aufwendige Racemat-Trennung, die sich in der Regel an eine
chemische Synthese anschlie3t, entfallt. AuRerdem findet im Nahrungsmittelbereich der
Einsatz von mikrobiell erzeugten Aminosauren eine hdhere Akzeptanz als Haar- oder Feder-
extrakte. Ein weiterer Vorteil der fermentativen Produktion ist, dal3 nachwachsende
Rohstoffe (z. B. Starkehydrolysat, Saccharose) oder Nebenprodukte anderer Prozesse (z. B.
Melasse) als Kohlenstoff- und Energiequelle eingesetzt werden kénnen. Schliel3lich sind die
Ruckstande der Fermentation biologisch abbaubar und kénnen z. T. sogar als Futtermittel-

zusatz verwendet werden.

Im folgenden soll die physiologische und die zunehmende wirtschaftliche Bedeutung der

Aminosaure L-Cystein im Detail betrachtet werden.



2. L-Cystein - Ein zentraler Baustein des Lebens

2.1. Aufgaben von L-Cystein im Organismus

L-Cystein und L-Methionin sind die beiden einzigen schwefelhaltigen, natirlich
vorkommenden proteinogenen Aminosduren. Dabei ermdglicht die ungewdhnliche Haufung
mehrerer funktioneller Gruppen in unmittelbarer Nachbarschaft (-SH, -NH, und -OH) dem
Cystein eine Vielfalt an eigenstandiger und wechselseitiger Reaktiviat (Uberblick in Kolbeck,
1996). Eine wichtige Aufgabe Ubernimmt Cystein als Baustein in Proteinen, wo es haufig
durch Ausbildung von Disulfidbriicken eine strukturgebende Funktion hat oder an der Bildung
des aktiven Zentrums von Enzymen beteiligt ist. Dabei kann es wie im Falle von
Thiolproteasen an der Reaktion direkt teilnehmen oder wie bei Metall-Enzymen die
Koordination der Metall-Atome in der jeweiligen prosthetischen Gruppe bernehmen.
Desweiteren spielt Cystein als zentrale Aminosaure des Tripeptids Glutathion in
verschiedenen Redoxprozessen der Zelle eine wichtige Rolle.

Neben der Aufgabe als Baustein von Proteinen und Peptiden dient Cystein in den meisten
Organismen auch als primérer Donor von reduziertem Schwefel bei der Biosynthese von

Methionin, Liponsaure, Thiamin, Coenzym A und anderen organischen Verbindungen.

2.2.  Kommerzielle Anwendung von L-Cystein und verschiedener Derivate

Die Aminoséure L-Cystein spielt aufgrund ihrer ungewohnlichen Reaktivitat aber nicht nur in
der Zelle eine entscheidende Rolle, sondern sie findet auch in zunehmendem MalRe - direkt
oder in modifizierter Form - in vielen Bereichen des taglichen Lebens Verwendung. Lag der
Weltmarktbedarf an Cystein-Produkten vor einigen Jahren noch bei etwas mehr als 1.000
jato (Kolbeck, 1996), so liegt er derzeit bei ca. 3.200 jato mit einem Marktwert von etwa 45
Millionen US-Dollar (C. Winterhalter, persénliche Mitteilung).

Cystein und Cystein-Derivate werden vorwiegend als Reduktionsmittel eingesetzt. Der
Hauptanwendungsbereich mit ca. 50% des Jahresbedarfs ist die Verwendung von Cystein-
Derivaten als Mucolytika bei Bronchialerkrankungen. Dabei werden vor allem N-Acetyl-
cystein (Shaffner, 1963; Ziment, 1988) und S-Carboxymethylcystein (Pouchelle und Sadoul,
1980; Dollery, 1991) aufgrund ihrer schleimlésenden Wirkung in pharmazeutischen
Praparaten appliziert.

Ebenfalls aufgrund seiner starken Reduktionskraft wird Cystein im Nahrungsmittelsektor
eingesetzt (ca. 700 jato). Als Backzusatz dient Cystein dazu, den Teig knetfahiger zu
machen und das Teigvolumen zu verbessern (Kaur und Bains, 1980; Harinder und Bains,
1988).

Ein nicht unbedeutender Teil des Cysteins mit mehr als 450 jato wird auch bei der Nahrungs-

und Futtermittelherstellung als Geschmacksverstarker und zur Herstellung von Fleisch-



aromen verwendet (Morton et al., 1961). Basis fur letztere Anwendung ist die Reaktion von
Cystein mit reduzierenden Zuckern wie Ribose in der komplexen Maillard-Reaktion (Ledl und
Schleicher, 1990), die je nach Zugabe weiterer Aminosduren zu verschiedenen Fleisch-
aromen fuhrt.

Schlief3lich wird Cystein noch in der Haarkosmetik in Dauerwellenlotionen eingesetzt. Als
reduzierendes Agens ist Cystein in der Lage, die Disulfidbriicken des Haares aufzubrechen,

welche anschliel3end in gewlinschter Position wieder renaturiert werden kénnen.

Weitere Anwendungsmdglichkeiten von Cystein im medizinischen Bereich werden derzeit
untersucht. So werden Cystein und seine Derivate schon seit langerem als Strahlungs-
schutzmittel diskutiert, da sie in biologischen Systemen zu den wirkungsvollsten
Antioxidantien und Radikalfangern zahlen und so die Zellen vor Radikalen, die bei
Strahlungseinwirkung auftreten, schitzen kénnen (Hikita et al., 1975). Neuerdings werden
auch Cystein-Derivate wie Acetylcystein oder rekombinantes Humanthioredoxin als
Inhibitoren fur die Expression des HIV (Human Immunodficiency Virus) beschrieben
(Newman et al., 1994).

Ein weiteres grol3es Einsatzgebiet fur L-Cystin (> 10.000 jato) wird derzeit diskutiert: Bisher
wurde in der Tierzucht den Futtermitteln vor allem das DL-Racemat von Methionin
beigemengt, da besonders die schwefelhaltigen Aminoséauren meist limitierend sind. Die
Tiere kdnnen aus dem Methionin dann L-Cystein herstellen, wobei allerdings die Effizienz
der Verwertung von D-Methionin fraglich ist. Ein Gedanke ist nun, L-Cystin ebenfalls direkt
zu futtern, wobei es jedoch noch keine aussagekraftige Studie zur Effizienz der tierischen
Verwertung gibt. Fur diesen Zweck mufte Cystin auch in einem auf3erst kostengunstigen

Prozel hergestellt werden kénnen, um konkurrenzfahig zu sein.

3. Grof3technische Produktion von L-Cystein

3.1. Konventionelle Verfahren

L-Cystein ist heute praktisch noch die einzige Aminosaure, die im grof3technischen Mal3stab
durch Naturstoffextraktion gewonnen wird (Kolbeck, 1995). Als Rohstoff flr die Isolierung
dieser Aminosaure dienen cystin-reiche Abfallprodukte wie Schweineborsten, Geflligelfedern
und Menschenhaare. Dabei findet das schwarze Haar der Asiaten mit einem Keratin-Gehalt
von 15-18% bevorzugt Verwendung. Nach der salzsauren Hydrolyse des Keratins bei hohen
Temperaturen a3t sich das schwerlosliche L-Cystin (0,01% (w/v) in Wasser) nach
Neutralisation des Hydrolysats leicht ausfallen. Verunreinigungen mit den ebenfalls
schwerloslichen  Aminosauren Tyrosin, Leucin und Isoleucin  werden in einem

anschliel3enden Kiristallisierungsschritt unter pH-Variation abgetrennt. Allerdings lassen sich



selbst bei optimaler ProzelR3fihrung nur ca. 50% des urspringlich vorhanden Cystins aus
dem Keratin isolieren. Durch elektrolytische Reduktion von L-Cystin wird schlie3lich

L-Cystein hergestellt.

Daneben bestehen noch weitere Cystein-Herstellungsverfahren, die allerdings nur eine
untergeordnete Bedeutung im Hinblick auf die Gesamtproduktion haben:

So hat man verschiedene Bakterienstamme isoliert, die L-Cystein aus DL-2-Amino-Thiazolin-
4-Carboxylat (ATC), einem Intermediat in der chemischen Synthese von DL-Cystein, bilden
kénnen (Sano etal., 1977). Dazu zahlen Stamme von Pseudomonas spec., E. coli,
Bacillus brevis und Micrococcus sodonensis. Die Bildung von L-Cystein aus ATC lauft Uber
drei enzymatische Schritte, die von der ATC-Racemase, der L-ATC-Hydrolase und der
S-Carbamoyl-L-Cystein-Hydrolase katalysiert werden. Diese Enzyme werden jeweils nach
Induktion durch ATC gebildet.

In einem anderen Verfahren kommt die nicht nur im Bakterienreich weit verbreitete Cystein-
Desulfhydrase zum Einsatz, die als Nebenreaktion auch die Synthese von L-Cystein aus

B-Chloro-L-Alanin und Na,S katalysieren kann (Yamada et al., 1976).

Um den laufend steigenden Cystein-Bedarf zu decken und um neue Anwendungsgebiete fiir
diese Aminosaure zu erschlieen, wie beispielsweise die Verwendung von Cystin als
Futtermittelzusatz, wird heute nach neuen, leistungsfahigen und kostenginstigen
Produktionsmethoden gesucht. Dabei wird zur Zeit an einem biotechnologischen
Herstellungsverfahren gearbeitet, wodurch letztlich das Cystein-Angebot aus der
konventionellen Naturstoffextraktion wesentlich erweitert werden soll. In diesem Verfahren
wird L-Cystein durch mikrobielle Fermentation mit einem Produktionsstamm von E. coli

gewonnen.

3.2. Fermentative Produktion von L-Cystein mit E. coli - Ein neuer Prozel}

3.2.1. L-Cystein-Biosynthese in E. coli

Die genaue Kenntnis des Stoffwechsels und der jeweiligen Regulationsmechanismen, die
die Biosynthese einer bestimmten Aminosaure steuern, ist eine wichtige Voraussetzung fur
die gezielte gentechnologische Herstellung eines bakteriellen Aminosaureproduktions-
stammes.

Wie bereits erwéhnt, stellt die Cystein-Synthese in E. coli den Hauptmechanismus dar, durch
den anorganischer reduzierter Schwefel in eine organische Verbindung eingebaut wird.
Cystein nimmt damit eine zentrale Stellung im Schwefelmetabolismus ein und so ist es nicht

verwunderlich, daf3 ein Grofiteil der Gene fur die Cystein-Synthese und die Schwefel-



Reduktion in einer regulatorischen Einheit, dem Cystein-Regulon (siehe unten), zusammen-

gefal3tist (Tab. 3).

Tabelle 3: Gene des Cystein-Biosyntheseweges in E. coli?

Gen Aktivitat Teil des Cystein-Regulons
CcysA Sulfat/Thiosulfat-Transport Ja

cysB Transkriptionsaktivator Ja’

cysC Adenosin-5'-Phosphosulfat (APS)-Kinase Ja

cysD ATP-Sulfurylase, katalytische Untereinheit Ja

cyskE Serin-Transacetylase Ja°

cysG Uroporphyrinogen llI-Methylase Nein

cysH Phosphoadenosin-5'-Phosphosulfat (PAPS)-

Sulfotransferase Ja
cysl NADPH-Sulfit-Reduktase, Hamprotein Ja
cysd NADPH-Sulfit-Reduktase, Flavoprotein Ja
cysK O-Acetylserin-Sulfhydrylase A Ja
cysM O-Acetylserin-Sulfhydrylase B Ja
cysN ATP-Sulfurylase, GTP-bindende Untereinheit Ja
cysP Thiosulfat-Bindeprotein Ja
cysQ PAPS-Abbau ?
cysS Cysteinyl-tRNA-Synthetase Nein
cysT Sulfat/Thiosulfat-Transport Ja
cysT Cysteinyl-tRNA Nein
cyswW Sulfat/Thiosulfat-Transport Ja
cysZ Sulfat-Transport ?
sbp Sulfat-Bindeprotein Ja

L-Cystin-Aufnahmesystem® Ja

a. Entnommen aus Kredich (1996).

b. Wird dem Cystein-Regulon zugerechnet, obwohl die Expression nicht durch den
CysB/N-Acetylserin-Komplex reguliert wird (siehe unten).

c. Gen bisher nicht identifiziert.

Die Biosynthese von Cystein erfolgt Uber einen verzweigten, konvergenten Weg, bei dem im
letzten Schritt reduzierter Schwefel und O-Acetylserin (OAS) unter Bildung von Cystein
zusammengefihrt werden (Abb. 1). Ist Sulfat die einzige verfigbare Schwefel-Quelle, muf3
dieses zunachst in einem mehrstufigen Prozel3 unter Energieaufwand zu Sulfid reduziert
werden (Abb. 1) (Ubersicht in Kredich, 1996). Steht den Zellen dagegen reduzierter Schwefel
direkt in Form von Sulfid oder Thiosulfat zur Verfiigung, ist die Cystein-Biosynthese ein
relativ einfacher Prozel3, wobei in nur zwei Schritten die Hydroxyl-Gruppe von Serin durch
eine Thiol-Gruppe ersetzt wird (Abb. 1) (Ubersicht in Kredich, 1996). Der erste Schritt

besteht in der O-Acetylierung von Serin durch die Serin-Transacetylase, dem cysE-



Genprodukt. AnschlieRend erfolgt der von der O-Acetylserin-Sulfhydrylase katalysierte
Austausch der aktivierten O-Acetyl-Gruppe gegen reduzierten Schwefel. E. coli stehen fir
diese Reaktion zwei Isoenzyme zur Verfugung: Das Isoenzym A (cysK-Genprodukt)
verwendet ausschlie3lich Sulfid als Substrat, wodurch als Reaktionsprodukt direkt Cystein
gebildet wird. Das Isoenzym B (cysM-Genprodukt) kann neben Sulfid auch Thiosulfat
verwerten (Nakamura et al., 1983; T. Maier, persodnliche Mitteilung), wobei in diesem Fall
zunachst S-Sulfocystein entsteht. Fur die Cystein-Bildung ist anschlieBend noch die

hydrolytische oder reduktive Spaltung von S-Sulfocystein nétig (Funane et al., 1987).

organische
S-Verbindungen
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Biosynthese von L-Cystein in E. coli. Die
Regulation der Transkription von Genen bzw. Operons des Cystein-Regulons durch den
CysB/N-Acetylserin-Komplex ist durch gepunktete Linien angedeutet. Dabei ist die Induktion
in Grin und die Anti-Induktion durch reduzierte S-Verbindungen in Rot hervorgehoben. Die
Regulation Uber den Mechanismus der Feedback-Inhibition ist durch eine gestrichelte rote
Linie dargestellt. Die Aktivitdten der Enzyme des Cystein-Regulons sind Tabelle 3 zu
entnehmen.

Das Cystein-Regulon umfafdt die Gene fur die Biosynthese von L-Cystein aus L-Serin, die
Gene fiur das Sulfat/Thiosulfat-Aufnahmesystem sowie fur die Sulfat-Aktivierung und dessen
Reduktion zu Sulfid (Tab.3). Wahrscheinlich ist auch eines der beiden Cystin-
Aufnahmesysteme von E. coli Teil dieses Regulons (Berger und Heppel, 1972). Die
Expression dieser Gene bzw. Operons, mit Ausnahme von cyskE und cysG, wird durch den
Transkriptionsaktivator CysB reguliert. Dabei ist eine effektive Induktion der Gene des



Cystein-Regulons durch CysB aber erst nach Bindung des niedermolekularen Co-Induktors
N-Acetylserin (NAS) maoglich (Abb. 1) (Ostrowski und Kredich, 1989; Hryniewicz und Kredich,
1991; Monroe et al., 1990). NAS entsteht aus OAS durch intramolekulare Umlagerung der
Acetyl-Gruppe in einer rein chemischen Reaktion, die bevorzugt unter alkalischen
Bedingungen ablauft (Flavin und Slaughter, 1965). Die Bildung des Transkriptionsaktivators
CysB selbst wird durch negative Autoregulation gesteuert (Bielinska und Hulanicka, 1986;
Ostrowski und Kredich, 1991).

Die Cystein-Synthese wird aber auch kinetisch durch das Endprodukt L-Cystein reguliert,
das die Aktivitat der Serin-Transacetylase effektiv inhibiert (Abb. 1) (Kredich und Tomkins,
1966; Denk und Bock, 1987). Auf diese Weise ist die Bildung von L-Cystein aus L-Serin eng
mit der Regulation der Expression der Gene fir die Sulfat-Assimilation verknlpft: Ist
ausreichend Cystein vorhanden, wird die OAS-Synthese und damit auch die NAS-Bildung
gedrosselt, was wiederum einer Induktion des Cystein-Regulons durch CysB entgegenwirkt.
Dadurch wird eine ubermafige Akkumulation von Verbindungen wie PAPS, Sulfid und
Cystein verhindert, was andernfalls fir die Zelle &uf3erst toxisch wére (Sgrensen und
Pedersen, 1991, Delaney et al., 1992, Uberblick in Kredich, 1996).

Die Feinregulation der Sulfat-Reduktion und damit der Synthese von Cystein erfolgt Giber den
Mechanismus der Anti-Induktion durch Sulfid und Thiosulfat. Diese Verbindungen sind
Indikatoren dafir, da® der Zelle ausreichend Schwefel in reduzierter Form zur Verfiigung
steht und wirken als sogenannte Anti-Induktoren, indem sie den transkriptionsinduzierenden
Effekt des CysB/NAS-Komplexes auf das Cystein-Regulon aufheben (Abb. 1) (Ostrowski und
Kredich, 1990; Hryniewicz und Kredich, 1991). Desweiteren wirkt die Reaktion von Sulfid
oder Thiosulfat mit OAS der Akkumulation des Co-Induktors NAS entgegen. Demnach ist
neben der Prasenz von NAS auch der Mangel an reduzierten S-Verbindungen eine
Voraussetzung fur die vollstandige Induktion des Cystein-Regulons.

Eine bisher ungeklarte Frage ist, ob die Zellen Uberschissiges NAS, das zumindest unter
physiologischen Bedingungen nicht wieder in OAS umgewandelt werden kann, abbauen

oder entsorgen kénnen, um bei Bedarf die Induktion des Cystein-Regulons zu unterbrechen.

3.2.2. Konstruktion eines Cystein-Produktionsstammes von E. coli

Neben der ungerichteten Mutagenese mit nachfolgender Selektion auf eine verbesserte
Cystein-Produktion wurde auch systematisch in den Cystein-Stoffwechsel bei der
Konstruktion eines Produktionsstammes eingegriffen. Ein Ziel dabei war, die Regulation der
Biosynthese Uber die Feedback-Inhibition der Serin-Transacetylase durch das Endprodukt
Cystein (Abb. 1) moglichst vollstandig aufzuheben. Die Einfuihrung solch einer feedback-

resistenten Serin-Transacetylase in den Produktionsstamm hatte bereits eine deutliche



Uberproduktion von Cystein zur Folge (Denk und Béck, 1987; Winterhalter und Leinfelder,
1997).

Ein oftmals entscheidener Schritt bei der Verbesserung von Aminosaureproduktions-
stammen ist die Forderung der Exkretion der Uberproduzierten Verbindung aus der Zelle
(Kramer, 1994a; Soda et al., 1983). Auf diese Weise wird die intrazellulare Akkumulation und
damit die Verlangsamung der Aminosaure-Biosynthese verhindert, weil das Endprodukt
laufend aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. Jingste biochemische Unter-
suchungen sowie die Genom-Analyse von verschiedenen Organismen belegen, daf3 eine
Vielzahl an derartigen Metaboliten-Effluxsystemen existiert (Vrljic et al., 1996; Harley und
Saier, 2000; Aleshin et al., 1999; Liu et al., 1999).

Auf der Suche nach Genen, die die Cystein-Exkretion des Produktionsstammes weiter
verbessern konnten, wurde dieser Stamm zunachst mit einer E. coli-Plasmid-Genbank
transformiert und in einem anschlieenden Screening wurde auf Kreuzfltterungsplatten
(Denk und Bock, 1987) nach Transformanten mit einer verstarkten Futterungshof-Bildung
gesucht. Von etwa 12.000 gesichteten Klonen konnten 20 mit einer verbesserten Cystein-
Produktion identifiziert werden. Es wurde gefunden, dal} die sechs besten davon die mar-
Locus-Region (multiple antibiotic resistance) des E. coli-Chromosoms im Genbank-Plasmid
enthielten (Abb. 2). Subklonierungsexperimente zeigten jedoch, daf} keines der bekannten
mar-gene marR, marA oder marB, sondern dal3 der benachbarte offene Leserahmen ydeD
(Blattner et al., 1997) fur die erhohte Cystein-Exkretion verantwortlich war (Winterhalter und
Leinfelder, 1997).

ydeA marC marR marA marB ydeD ydeF

Abbildung 2. mar-Locus-Region bei min 34 des E. coli-Chromosoms. Der Balken
markiert das urspringlich identifizierte mar-Locus-Fragment (Lange ca. 3 kb), das zu einer
verbesserten Cystein-Produktion flhrte.
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4, Aufgabenstellung

Fur eine gezielte Manipulation des Produktionsstammes zur weiteren Verbesserung der
Cystein-Produktion war und ist es von grofRer Bedeutung, detaillierte Kenntnisse tber die
Eigenschaften und die Aktivitat maglichst aller daran beteiligten Komponenten zu besitzen.
Da es sich bei ydeD um einen bis dato vollig unbekannten Leserahmen handelte, bestand
die Aufgabe der vorliegenden Arbeit vor allem darin, ydeD bzw. dessen Genprodukt
hinsichtlich seiner genetischen, biochemischen und physiologischen Eigenschaften
umfassend zu charakterisieren. Mit diesen neuen Kenntnissen sollte eine wichtige
Voraussetzung geschaffen werden, um weitere systematische Manipulationen am
Produktionsstamm vorzunehmen, Fermentationsbedingungen zu optimieren, die Cystein-
Ausbeute durch gezielte Mutagenese von YdeD zu verbessern oder das Produktspektrum zu

verandern.



B. MATERIAL UND METHODEN

1. Mikrobiologische Methoden

1.1.

Bakterienstamme, Plasmide und Bakteriophagen

11

Alle in dieser Arbeit verwendeten Stamme von Escherichia coli sind mit ihrem Genotyp und

der entsprechenden Referenz in Tabelle 4 aufgefiihrt. Dabei handelt es sich durchweg um

Derivate des Stammes K12. Die verwendeten Plasmide und Bakteriophagen sind in Tabelle

5 zusammengefalit.

Tabelle 4: Verwendete E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
JM109 F* traD36 lacl® A(lacZ)M15 proA'B"/ Yanisch-Perron
el4’(McrA") A(lac-proAB) thi gyrA96 et al. (1985)
(Nal®) endA1 hsdR17 (r«mg") relAl
SupE44 recAl
K38 HfrC phoA4 pit-10 tonA22 ompf627 relAL A" Lyons und Zinder (1972)
KL19 Hfr, PO67, \* Low (1968)
MC1061 F- araD139 A(araA-leu) A(codB-lacl) Casadaban (1980)
galK16 galE15 A" mcrAO relAl rpsL150
(Str®) spoT1 mcrB hsdR2
MC4100 F araD139 A(argF-lac)U169 rpsL150 Casadaban
(Str®) relA1 fiIB5301 deoC1 ptsF25 rbsR und Cohen (1979)
M41TK MC4100 ATK299 diese Arbeit
M41TL MC4100 ATL299 diese Arbeit
MC4100A299 MC4100 ydeD::kan diese Arbeit

MC4100::AKZL300
BTM149
BTM149::AKZL300
V324A299

W3110
W3110AKM

MC4100 Aatt::cysK'-lacZ, kan

MC4100 cysB(T149M)

BTM149 Aatt::cysK'-‘lacZ, kan

F lac galk2 galT22 recD IN(rrnD-rrnE)1
A rpsL179 (Str®) ydeD::kan

F A" IN(rrnD-rrnE)1 rph-1

W3110 cysK::cat cysM::kan

Daliler et al. (2000)
Daller et al. (2000)
Daller et al. (2000)
Daller et al. (2000)

Jensen (1993)

T. Maier, Consortium?

& Consortium fur elektrochemische Industrie GmbH, Wacker-Chemie
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Tabelle 5: Verwendete Plasmide und Bakteriophagen

Plasmid / Phage Genotyp Referenz
Plasmid:
pGP1-2 kan, T7 Gen 1 (RNA Polymerase) Tabor und
Richardson (1985)
pT7-4 Ap®, T7910 Tabor und
Richardson (1985)
pT7-5 Ap®, T7910 Tabor und
Richardson (1985)
pT7-50rf306 pT7-5, orf306 diese Arbeit
pATC1 pT7-50rf306, G nach C Transversion im diese Arbeit
ersten potentiellen Startcodon von orf306
pATC2 pT7-50rf306, G nach C Transversion im diese Arbeit
zweiten potentiellen Startcodon von orf306
pT7-6 ApR, T7910 Tabor und
Richardson (1985)
pT7-60rf306 pT7-6, orf306 diese Arbeit
pACYC184-LH tet Winterhalter und
Leinfelder (1997)
pKP291 pACYC184-LH, orf306 (ydeD) unter Daliler et al. (2000)
Kontrolle des gapA-Promoters P1
pTG29 pKP291, cysEX Winterhalter und
Leinfelder (1997)
pHC58 pPACYC184-LH, cysB T. Maier, Consortium
pHC59 pPACYC184-LH, cysB° T. Maier, Consortium
pKP294 tet, Ap®, orf306 unter Kontrolle von ptac C. Winterhalter,
Consortium
pRS551 Ap®, kan, lacZ*, lacY*, lacA* Simons et al. (1987)
pTK299 pRS551, ydeD'-lacZ Fusion diese Arbeit
pRS552 Ap®, kan, 'lacZ*, lacY", lacA* Simons et al. (1987)
pTL299 pRS552, ydeD'-‘lacZ Fusion diese Arbeit
pBR322 Ap®, tet Bolivar et al. (1977)
pMarA pBR322, tet::marA diese Arbeit

pBRAtet pBR322, tet durch interne Deletion inaktiviert diese Arbeit
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Phage:

ARS45 lacZ', lacY*, lacA*,imm?*, ind" Simons et al. (1987)
ATK299 ARS45 @ (ydeD'-lacZ") diese Arbeit
ATL299 ARS45 @ (ydeD'-'lacZ) diese Arbeit

Plkc c Miller (1992)

1.2. Allgemeine Nahrmedien und Anzuchtbedingungen

Fur die Anzucht von Bakterien in Flissigkulturen wurden sowohl das LB-Vollmedium (Miller,
1992) als auch die Minimalsalzmedien M9 (Sambrook et al., 1989) und SM1 (Consortium)
verwendet. In diesen Medien diente Glukose (0,5 bzw. 1,5 %) als Kohlenstoffquelle.

Durch Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar wurden die beschriebenen Medien verfestigt.

Zusammensetzung des SM1-Mediums (pH 7,0):

Salz: [a/l] Spurenelemente: [ma/l]
CaCl, x 2 H,O 0,0147 Na,MO, x 2 H,O 0,15
MgSO,4 x 7 H,O 0,3 CoCl, x 6 H,O 0,7
KH,PO, 3,0 CuSO,4 x 5 H,O 0,25
KoHPO, 12,0 MnCl, x 4 H,O 1,6
(NH,),S0, 5,0 ZnS0O,4 x 7 H,0O 0,3
NacCl 0,1

FeSO, x 7 H,O 0,002

Nas-Citrat x 2 H,0 1,0

Das SM1-Medium wurde in einigen Fallen zusatzlich mit Na,S,03; x 5 H,O (0,4 g/l), 10% LB-
Medium (v/v) und verschiedenen Aminosauren (100 mg/l soweit nicht anders vermerkt)
supplementiert. Bei Bedarf wurden auf3erdem Antibiotika in den dblichen Endkonzen-
trationen zugesetzt (Sambrook et al., 1989).

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in der Regel aerob und bei 30 °C in Erlenmeyerkolben,
wobei diese mit maximal einem Zehntel ihres Nennvolumens mit Medium gefullt waren.

Das Wachstum wurde anhand der Massenzunahme durch Messung der optischen Dichte bei

600 nm (ODggyo) mit Hilfe eines Spektralphotometers (Beckman DU”640) verfolgt.
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2. Molekularbiologische Methoden

2.1. Oligonukleotide

In Tabelle 6 sind die verwendeten Oligonukleotide sowie deren Verwendung aufgefihrt.

Tabelle 6: Verwendete Oligonukleotide®

Name Sequenz Verwendung
TD4 5'-AAAGATCAAATTCAGAGGCGGTA-3 inverse PCR, pATC1
TD5 5-TGTAAGCAATCAACTTAGCTGAA-3 inverse PCR, pATC1
TD6 5-TAGAATCTCGCGAAAAGATGGGG-3 inverse PCR, pATC2
TD7 5-CCGCCTCTGAATTTCATCTTTTG-3' inverse PCR, pATC2
TD8 5'-ATCACCGAAACGCGCGAG-3 Sequenzierung pATC1/2
TD17 5-TCACTGAGGCAATCATGAAACCACT-3' Test auf ydeD::kan
TD18 5-AAATGGTCATAAATGGCAGCGTAGC-3' Test auf ydeD::kan
TD20 5-AACTGGCTGCGTGGTTTGT-3' PCR, marA
TD21 5-TATGCTGGATCCCCTGGTC-3' PCR, marA
TD24 5'-CGGAATTCTTGTCTGTCCGGCAGTGCGTT-3' ydeD-lacZ-Fusionen
TD25 5'-CGGGATCCACCCCATCTTTTCGCGACAT-3' ydeD-lacZ-Fusionen
REG7B 5-CTGCAAGGCGATTAAGTTGGG-3 Sequenzierung pTK299
und pTL299

#Basen, die von der Wildtyp-Sequenz des jeweiligen Gens abweichen, sind unterstrichen.

2.2. Standardmethoden

Soweit nicht anders vermerkt, wurden molekularbiologische Standardmethoden prinzipiell
entsprechend den Angaben von Sambrook et al. (1989), Miller (1992) oder Ausubel et al.
(1997) durchgefuhrt. Dazu gehéren die Praparation von chromosomaler DNA und Plasmid-
DNA, die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarose-Gelen sowie die
enzymatische in vitro-Manipulation von DNA (z.B. Restriktion, Ligation, (De-)Phosphorylie-
rung, Klenow-Behandlung), wobei hier in der Regel nach Angaben der Enzymhersteller
verfahren wurde. Plasmid-DNA wurde alternativ auch mit Hilfe eines Plasmid-Isolationskits

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) isoliert.

Nach der Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten
und durch Ausschleudern tber 100 %-Viskose-Watte von der Agarose getrennt. Das DNA-
haltige Eluat wurde anschliel3end einmal mit Phenol/Chloroform behandelt und danach noch

mit Hilfe des "PCR-Purification-Kits" (Qiagen, Hilden) gereinigt.
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Die Konzentration von DNA in wassriger Lésung wurde durch Messung der Absorption bei
260 nm Ay bestimmt. Als Néaherung wurde bei doppelstrangiger DNA fiir eine Aygso-Einheit

eine Konzentration von 50 pg/ml angenommen.

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte im Prinzip mit der von Sanger et al. (1977)
beschriebenen enzymatischen Methode, jedoch unter Verwendung von fluoreszenz-
markierten Didesoxynukleotiden nach einem Protokoll der Firma Applied Biosystems GmbH
(DyeTerminator Cycle-Sequenzierung mit Ampli-Tag®). Die Auftrennung und Analyse der auf
diese Weise markierten DNA-Einzelstrange erfolgte mit Hilfe eines Sequenzautomaten (ABI

Prism™ 377 DNA Sequenzer ; Applied Biosystems GmbH / Perkin-Elmer, Warrington, GB).

2.3. Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten oder Plasmiden mittels der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) erfolgte prinzipiell nach den Angaben von Tormay (1996) in einem
Personal Cycler von Biometra (Goéttingen). Abweichend vom dort beschriebenen Programm
wurden aber standardmé&Rig 29 Vermehrungszyklen durchgefihrt und die Hybridisierungs-
temperatur wurde individuell an die T,-Werte der Oligonukleotid-Primer angepalit. Aul3er-
dem wurde die Goldstar-Polymerase (Eurogentec, Herstal, Belgien) im vom Hersteller

gelieferten Puffer mit einer Konzentration von 0,01 U/ul verwendet.

3. Genetische Methoden

3.1. Transformation von Bakterien

Plasmide wurden entweder durch die TSS-Methode (Chung etal.,, 1989) oder mittels
Elektroporation (2000 V, 800 Ohm, 25 uF) in die entsprechenden Stamme eingebracht. Bei
Klonierungen erfolgte die Transformation der Plasmide generell zuerst in den recA-Stamm
JM109. Durch geeigneten Zusatz von Antibiotika in den dblichen Konzentrationen
(Sambrook et al., 1989) konnte nach Ausbringen des Transformationsansatzes auf LB-

Platten auf plasmid-tragende Zellen selektiert werden.

3.2.  Transduktion mit Hilfe des Bakteriophagen P1

Die Gewinnung eines P1l-Lysates und die nachfolgende Transduktion des ydeD::kan-Allels
vom Stamm V324A299 in den Stamm MC4100 wurde mit Hilfe des Phagen P1 entsprechend
der Vorschrift von Miller (1992) durchgeftihrt. Die Selektion von Transduktanten erfolgte auf

LB-Platten mit 50 pg/ml Kanamycinsulfat.
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3.3. Integration von lacZ-Fusionen in das Chromosom von E. coli

Um die ydeD-lacZ-Fusionen der Plasmide pTK299 und pTL299 in das E. coli-Chromosom zu
integrieren, wurde der Phage ARS45 verwendet (Simons et al., 1987). Nach Infektion von
MC4100 pTK299 bzw. pTL299 mit ARS45 erfolgte die Reinigung der rekombinanten
Phagenlinien in MC1061. Dabei war die erfolgreiche Transduktion durch eine erworbene
Kanamycin-Resistenz unter gleichzeitigem Fehlen der Ampicillin-Resistenz erkennbar. Durch
UV-Bestrahlung (254 nm) wurden die Phagen wieder aus dem Chromosom freigesetzt
(Silhavy et al., 1984). Die so erhaltenen homogenen Phagen-Lysate wurden zur Infektion

von MC4100 eingesetzt.

4, Biochemische Methoden

4.1. Analyse von Proteinen

4.1.1. Elektrophorese von Proteinen

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen wurde in
10-12,5 % Gelen entsprechend den Angaben von Laemmli (1970) durchgefuhrt. Dabei
wurde allerdings das (-Mercaptoethanol des Probenpuffers gegen 100 mM DTT ersetzt.
Proteine wurden durch Anfarben mit Coomassie oder Silber (Bloom et al., 1987) sichtbar
gemacht.

Die Detektion von radioaktiv-markierten Proteinen erfolgte im Anschluf3 an die elektropho-
retische Trennung durch Exposition des SDS-Gels auf einem Phosphor-Screen (Molecular,
Dynamics, Krefeld) und dem anschliel3enden Einlesen der Signale mit Hilfe eines Storm 840

Phospholmagers (Molecular Dynamics).

4.1.2. Bestimmung des Proteingehalts von ganzen Zellen

Die Proteinbestimmung an ganzen Zellen erfolgte in modifizierter Form nach den Angaben
von Schmidt et al. (1963). Dazu wurden 100-200 pl der Zellsuspension abzentrifugiert, die
Zellen wurden in 1 ml Wasser resuspendiert und mit 125 pl Losung A (16 % NaOH) versetzt.
Der Zellaufschlul? erfolgte durch Inkubation bei 95 °C fur 10 min. Nach Zugabe von 0,5 ml
Losung B (1,25 % K-Na-Tartrat; 1% NaOH; 0,25 % CuSO,4 x 5 H,0; 0,625 % KJ) wurde der
Ansatz bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Zelltrimmer wurden durch 20 min Zentrifugation bei
13.000 g sedimentiert. Die Extinktionsmessung des Uberstandes erfolgte bei 546 nm gegen
einen Reagenzienleerwert. Der Proteingehalt wurde anhand einer Eichkurve mit Rinder-

serumalbumin als Standard (0-1,25 mg/ml) ermittelt.
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4.1.3. Radioaktive Markierung von YdeD mit dem T7-Promotor/Polymerase-System

Die gezielte radioaktive Markierung von YdeD mit [*°S]-Methionin erfolgte prinzipiell wie von
Tabor und Richardson (1985) beschrieben. Dazu wurde der Stamm K38/pGP1-2 noch mit
jeweils einem der ydeD-Expressionsvektoren (pT7-50rf306, pATC1 oder pATC2) trans-
formiert. Abweichend von der Vorschrift wurde Rifampicin in einer Endkonzentration von 300
mg/l zugesetzt und die anschlieende Inkubation bei 42 °C zur Induktion der T7-RNA-
Polymerase wurde auf 20 min verlangert. [**S]-Methionin (10 pCi) wurde schlieRlich zu 1 ml
Kultur in einer Endkonzentartion von 0,1 uM zugegeben. Nach 5 min Inkubation mit [**S]-
Methionin wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und in 100 pl Probenpuffer

(Laemmli, 1970) resuspendiert.

4.1.4. Differentielle Zentrifugation

Zur Bestimmung der zelluldren Lokalisation von YdeD wurden zunachst [*S]-Methionin-
markierte Zellen vom Stamm K38/pGP1-2/pT7-50rf306 (6-fache Menge der normalerweise
fur eine Markierung verwendeten Zellen, s. Abschnitt 4.1.3.) mit der 12-fachen Menge von
nicht-markierten, ansonsten aber gleich behandelten Zellen gemischt. Nach dem Resuspen-
dieren in 600 pl Aufbruchspuffer (50 mM Tris/Cl-Puffer, pH 7,5; 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 20
pg/ml PMSF) wurden die Zellen mittels Ultraschallbehandlung aufgebrochen. Die Entfernung
von ganzen Zellen sowie von Zelltrimmern erfolgte durch zweimalige Zentrifugation bei
3.000 g. Der so gewonnene zellfreie Rohextrakt wurde dann zunachst fir 15 min bei 30.000
g zentrifugiert. Daran anschlieRend folgte die Ultrazentrifugation des Uberstandes (S30) bei
100.000 g fur 2h. Das Sediment (P100) dieses Schritts wurde in Aufbruchspuffer
inklusive 1 M KCI resuspendiert, 45 min bei Raumtemperatur geriihrt und anschlielRend
erneut bei 100.000 g abzentrifugiert. Alle Sedimente (P30, P100, P100kc) wurden im

gleichen Volumen Aufbruchspuffer resuspendiert wie der entsprechende Uberstand.

4.2. Cystein-Bestimmung

Die Konzentration von Cystein und bestimmter Derivate in Kulturiberstanden wurde
entsprechend der Methode von Gaitonde (1967) bestimmt. Vor der Zugabe von Ninhydrin
erfolgte allerdings die Reduktion von potentiell vorhandenem Cystin durch 10 min Inkubation
in 100 mM Tris/CI-Puffer, pH 8,5, mit 3 mM DTE. Mit dieser Prozedur wird auch das in der
2-Methyl-2,4-Thiazolidindicarbonsaure gebundene Cystein erfaldt.

4.3. Bestimmung von Aminosauren
Die qualitative und quantitative Bestimmung verschiedener Aminosauren in Kulturliber-
standen erfolgte mit Hilfe eines LC 6001 Aminoséaure-Analysators (Biotronik, Puchheim).

Dazu wurden die Kulturiiberstdnde zundchst mit einer geeigneten Menge Auftragspuffer



18

(33,3 mM NagCitrat, 72,9 mM Citronensaure, 10 mM HCI, 0,5 % 2,2-Thiodiethanol, pH 2,2)
verdinnt und anschlieRend auf die Kationenaustauschersédule des Aminosaure-Analysators
aufgetragen. Nach der Auftrennung der niedermolekularen Verbindungen erfolgte die
Reaktion der Aminosauren und priméren Amine mit automatisch zugefihrtem Ninhydrin bei
100 °C. Der entstandene Farbstoff (Ruhemans Violett) wurde bei 570 nm detektiert. Die Art
und Menge der vorhandenen Substanzen wurde durch Vergleich mit definierten Mengen von

authentischen Referenzverbindungen bestimmt.

4.4. Glukose-Bestimmung
Die Bestimmung des Glukose-Gehalts von Kulturiiberstédnden erfolgte mittels des Glukose-

Bestimmungskits (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim).

4.5. Préaparation von [**C]-O-Acetylserin
Die Herstellung von [**C]-O-Acetylserin aus [**C]-Serin und HCI-geséattigtem Eisessig erfolgte

nach der von Kredich und Tomkins (1966) beschriebenen Prozedur.

4.6. Dunnschichtchromatographie

Die dunnschichtchromatographische Auftrennung (DC) von Aminosauren erfolgte auf
Kieselgel 60 DC-Platten (Merck, Darmstadt) mit folgendem Laufmittel (Kredich und Tomkins,
1966): Chloroform : Ethanol : Eisessig : H,O =50:32:10: 8.

Aminosauren wurden durch Bespriihen mit Ninhydrin-Losung (s. Abschnitt 4.2.) und
anschliel3ender Inkubation fir 5 min bei 100 °C als rote Flecken sichtbar gemacht (Stahl,
1967). Zur Detektion radioaktiver Substanzen, wurde die DC-Platte auf einem Phosphor-

Screen (Molecular Dynamics, Krefeld) fir ca. 16 h exponiert.

5. Physiologische Methoden

5.1. B-Galaktosidase-Test

Die Messung der B-Galaktosidase-Aktivitat verschiedener Stamme wurde entsprechend der
Methode von Miller (1972) durchgefihrt.

5.2.  Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration fur Azaserin

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration fur Azaserin erfolgte in 2 ml-Kulturen in
Reagenzglasern, in denen Azaserin entweder in LB- oder SM1-Medium in Form einer
1:2-Verdunnungsreihe vorgelegt wurde. In LB-Medium exponentiell wachsende Kulturen

dienten als Inokulum. Die Azaserin-Roéhrchen wurden damit entweder direkt oder nach einem
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Waschschritt mit SM1-Medium auf eine ODg von 0,001 angeimpft und aerob bei 37 °C

inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach 20 h Inkubation.

5.3. Invivo-Transport von [**C]-Aminos&uren

Fur die in vivo-Transportexperimente wurden Zellen von exponentiell wachsenden Kulturen
(20 ml) geerntet, zweimal mit 10 ml Puffer A (100 mM MOPS/Tris pH 7,0; 2 mM MgSOQy;
150 pg/ml Chloramphenicol) gewaschen (Hama et al.,1988) und dann mit diesem Puffer auf
eine ODggg von 10 eingestellt. Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.

Fur das Aufnahmeexperiment wurden zunachst 240 pl Puffer A inklusive 0,4 % Glukose in
einem Eppendorfkegel vorgelegt. AnschlieRend wurden 30 ul Zellsuspension zugegeben und
es wurde bei Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Nach dieser Adaptationszeit erfolgte der
Reaktionsstart durch die Zugabe von 0,2 pCi [**C]-Aminoséure (30 pl). Nach bestimmten
Zeiten wurden Proben a 50 yl entnommen und der Reaktionspuffer wurde durch Filtration
Uber einen Nitrocellulosefilter mit einer Porenweite von 0,45 um (Schleicher und Schuell,
Dassel) mittels einer Nutsche von den Zellen abgetrennt. Die Filterplattchen mit den darauf
befindlichen Zellen wurden in rascher Folge dreimal mit 500 pl eiskaltem Puffer A
nachgewaschen, um nicht-aufgenommene, am Filter anhaftende Radioaktiviat zu entfernen.
Um die Menge der Radioaktivtat abzuschétzen, die dennoch unspezifisch am Filterplattchen
haften blieb, wurde zu einem Ansatz noch der Entkoppler Carbonylcyanid m-Chloro-
phenylhydrazon (CCCP) ad 50 uM zugegeben, um die energieabhangige Aufnahme der
Aminoséauren in die Zelle zu unterbinden. Um auch Diffusionsprozesse zu minimieren,
erfolgte die Inkubation dieses Ansatzes zuséatzlich im Eiswasserbad.

Nach dem Trocknen der Filterplattchen erfolgte die Messung der Radioaktivitat mit Hilfe des
Szintillationscocktails Ultima Gold F (Packard, Dreieich) in einem Tri-Carb 2100 TR Flissig-
keitsszintillationszahler (Packard).

Zur Ermittlung der Zéhlausbeute bei der Szintillationsmessung wurden jeweils 10 ul des
Reaktionsansatzes ohne zu filtrieren auf ein Filterplattchen gegeben und dann die darauf

enthaltene Radioaktivititsmenge bestimmt.

6. Datenverarbeitung

Die Auswertung von digitalisierten Autoradiogrammen, erfolgte mit dem Programm
ImageQuant (Version 1.2, Molecular Dynamics, Krefeld). Die anschlie3ende Bildbearbeitung
wurde unter Verwendung des Programms Adobe Photoshop 2.5 (Adobe Systems Inc., San
Jose, USA) durchgefhrt.

DNA und Protein-Analysen wurden mit dem Programm Geneworks® 2.5 (IntelliGenetics Inc.)

durchgefihrt. Die Hydrophobizitdtsanalyse des YdeD-Proteins nach dem Algorithmus von
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Kyte und Doolittle (1982) erfolgte mit dem Programm DNA-Strider (Version 1.3, CEA, Saclay,

Frankreich).

Proteine mit Ahnlichkeit zur Sequenz des YdeD-Proteins wurden mittels einer BLAST-Suche
nach dem Algorithmus von Altschul et al. (1997) Uber Internet am "National Institute of
Health" (http://www.ncbi.nim.nih.gov) identifiziert. Das Alignment zum Vergleich verschie-
dener Proteinsequenzen wurde mit dem Programm MegAlign (Version 0.97, DNASTAR Inc.,

Madison, USA) erstellt und manuell nachbearbeitet.

Die Berechnung und Darstellung der raumlichen Struktur verschiedener Aminosauren
erfolgte mit dem Programmen ChemSketch und 3D (jeweils Version 4.02) der Firma

Advanced Chemistry Developement Inc. (Toronto, Kanada).

7. Bezugsquellen besonderer Chemikalien

Oligonukleotide wurden von MWG (Ebersberg) bezogen. Enzyme fir die Molekularbiologie
wurden bei Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), NEB (Schwalbach), Pharmacia
(Freiburg) oder MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) erworben. Radiochemikalien stammten
von NEN Dupont (Dreiech). HCl-gesattigter Eisessig wurde vom Consortium flr elektro-

chemische Industrie (Minchen) zur Verfliigung gestellt.
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C. ERGEBNISSE

Bei der Suche zur ldentifizierung neuer Gene, die zu einer verbesserten Cystein-Ausbeute
eines Produktionsstammes von E. coli beitragen konnen, wurde in einem Genbank-
Screening mehrfach die mar-Locus-Region des E. coli-Chromosoms (min 34) gefunden
(Abb. 2). Eine genauere Analyse erbrachte jedoch, daf? der dem mar-Locus benachbarte

offene Leserahmen ydeD alleine zur Steigerung der Cystein-Produktion ausreichend war.

1. Charakterisierung des ydeD-Locus

In der Literatur wurde der Genlocus ydeD erstmals 1993 von Cohen et al. beschrieben,
allerdings noch unter der Bezeichnung orf266. Dabei handelt es sich um einen offenen
Leserahmen, der fir ein putatives Protein mit 266 Aminosduren codiert, dem aber bisher
keine offensichtliche Funktion im Zusammenspiel mit den benachbarten Genen des
mar-Locus (Resistenzvermittlung gegen verschiedene Antibiotika) zugeordnet werden
konnte.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, wurde mittels Subklonierungsexperimenten ydeD als
das Gen des mar-Locus identifiziert, dessen Uberexpression als einziges zu einer
Steigerung der Cystein-Ausbeute des Produktionsstammes fuhrte (C. Winterhalter,
Consortium, personliche Mitteilung). Im Verlauf dieser Untersuchungen stellte sich aber
Uberraschenderweise heraus, dal3 ein DNA-Fragment des von Cohen et al. beschriebenen
orf266 ohne dessen native 5'-Region keine verbesserte Cystein-Ausbeute mehr brachte. Erst
nachdem orf266 mit seiner eigenen 5'-Region auf dem Plasmidkonstrukt enthalten war,
konnte die erhohte Cystein-Produktion wiederhergestellt werden. Eine erneute
Sequenzierung von orf266 zeigte, dald in der von Cohen publizierten Sequenz offensichtlich
ein Lesefehler vorlag, dessen Berichtigung den Leserahmen des Gens 5'-terminal um 120
Basenpaare verlangerte. Diese fir ein putatives Protein mit nunmehr maximal 306
Aminosauren codierende Sequenz wurde von Blattner etal. (1997) bestéatigt und der

Genlocus wurde mit ydeD (GenBank-Nummer: AE000250) bezeichnet.

1.1. Nachweis des ydeD-Genprodukts

Zu Beginn dieser Arbeit sollte die grundséatzliche Frage geklart werden, ob ydeD in ein
Genprodukt exprimiert wird und ob sich dieses in der Zelle nachweisen laft. Dazu wurde das
T7-Promotor/Polymerase-System von Tabor und Richardson (1985) gewahlt, mit dessen
Hilfe man ein gewlnschtes Gen selektiv in vivo exprimieren und das Genprodukt mit

[3°S]-Methionin markieren und somit nachweisen kann.
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1.1.1. Klonierung des ydeD-Gens in die Expressionsvektoren pT7-5und pT7-6

Um das ydeD-Gen unter die Kontrolle des T7-®10-Promotors zu bringen, wurde ein 1,05 kb
langes EcoRI/BamHI-Fragment aus dem Plasmid pKP294, das ydeD inklusive seiner 64
stromaufwarts gelegenen Basenpaare enthalt, in die multiple Klonierungsstelle des ebenfalls
EcoRI/BamHI-geschnittenen Expressionsvektors pT7-5 ligiert. Dabei wurde das ydeD-Gen in
korrekter Orientierung hinter den T7-®10-Promotor inseriert (pT7-50rf306, Abb. 3). Um die
Abhangigkeit der Synthese des Genprodukts von seiner korrekten Lage zum T7-®10-
Promotor zu zeigen, wurde das gleiche EcoRI/BamHI-Fragment in den Vektor pT7-6 kloniert.
In diesem Konstrukt liegt ydeD in inverser Orientierung relativ zum T7-®10-Promotor vor
(pT7-60rf306, Abb. 3).

<1>10|_> ydeD bla
pT7-501306 - —DT-—M —
EcoRl BamHI Xbal
<1>10|_> ydeD bla
pT7-60rf306 - —D7r_ﬂ A—
Xbal BamH| ECORI

Abbildung 3: Schematische Darstellung der ydeD-Expressionsvektoren pT7-50rf306
und pT7-60rf306.

1.1.2. Spezifische Markierung des YdeD-Proteins mit [**S]-Methionin

Die spezifische in vivo-Markierung des ydeD-Genprodukts erfolgte im Stamm K38, der mit
den Vektoren pT7-50rf306 bzw. pT7-60rf306 transformiert worden war. Dieser Stamm
enthielt auRBerdem das flr die selektive Genexpression nétige Plasmid pGP1-2, mit dem
hitze-induzierbaren Gen fir die T7-RNA-Polymerase. Als Negativkontrolle fir die ydeD-
Expression wurde der "leere" Grundvektor pT7-5 verwendet, wahrend als System-
Positivkontrolle der Vektor pT7-4 diente, bei dem das Gen der 3-Laktamase (bla) in korrekter
Orientierung zum T7-®10-Promotor liegt. Dementsprechend konnte das markierte bla-
Genprodukt in zwei Formen, der 31 kDa-Bande (unprozessierter Vorlaufer) und der
29 kDa-Bande (prozessiertes Endprodukt) nachgewiesen werden (Tabor und Richardson,
1985; Abb. 4).

Die Zellen wurden nach der Markierung mit [*>S]-Methionin in Probenpuffer (Laemmli, 1970)
resuspendiert und die anschlielende Denaturierung der Proteine erfolgte einerseits durch

10 min Inkubation bei 95 °C und andererseits durch 30 min Inkubation bei 37 °C.
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Wahrend bei den Negativkontrollanséatzen pT7-60rf306 und pT7-5 keine spezifische
Synthese und Markierung eines Proteins erfolgte, war im Falle von pT7-50rf306 nach
schonender Denaturierung der Proteine bei 37 °C eine distinkte Bande auf Hohe von etwa
23 kDa zu beobachten (Abb. 4). Ein Aufkochen der Probe hingegen bewirkte offensichtlich
eine Aggregation des Proteins, was sich bei der Elektrophorese in der Ausbildung eines

hochmolekularen Schmiers zeigte.

e

B-Laktamase

31 kDa
29 kDa

ﬁ —YdeD

L — p————. —————"

°C 95 37 95 37 95 37 95 37

pT7-4 pT7-6 pT7-5 pT7-5
orf306 orf306

Abbildung 4: Expression des ydeD-Gens mit dem T7-Promotor/Polymerase-System.

Je 10 pl Zell-Lysat von [*S]-Methionin-markierten Zellen wurden nach Denaturierung bei
unterschiedlichen Temperaturen tber ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die
markierten Proteine wurden durch anschlie3ende Autoradiographie sichtbar gemacht.

Die von der Primarsequenz abgeleitete Molekilmasse fur ein ydeD-Genprodukt mit maximal
306 Aminosauren betragt etwa 33 kDa. Das YdeD-Protein wandert aber im SDS-
Polyacrylamidgel auf einer Hohe von ca. 23 kDa. Auf dieses aberrante Laufverhalten sowie
auf das temperaturabhangige Denaturierungsverhalten von YdeD wird in Abschnitt 2

ausfiihrlicher Bezug genommen.

1.2. Bestimmung des Translationsstartcodons des ydeD-Gens
Die Analyse der DNA-Sequenz im Bereich des potentiellen Initiationscodons des ydeD-Gens
offenbarte neben dem ATG-Startcodon von orf306, dem langstmdglichen Leserahmen von

ydeD, ein weiteres putatives Startcodon im selben Leseraster sieben Basentripletts weiter
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stromabwarts. Dieses "zweite" ATG besitzt eine putative ribosomale Bindestelle
(AGGCGGT) (Shine und Dalgarno, 1974), die mit der entsprechenden E. coli-Konsensus-
sequenz (AGGAGGT) wesentlich besser Ubereinstimmt, als die Sequenz stromaufwarts des
ersten in Frage kommenden ATG (Abb. 5A).

Um die Frage nach dem eigentlichen Translationsstart zu klaren, wurden zundchst die
beiden potentiellen Startcodons von ydeD jeweils spezifisch derart mutiert, daf’ sie von den
Ribosomen nicht mehr als Translationsinitiationscodons zu erkennen waren. Hierfur wurde
mittels inverser PCR, unter Verwendung der Oligonukleotide TD4 und TD5 fur das erste
Startcodon bzw. TD6 und TD7 fir das zweite Startcodon, das entsprechende ATG in ein
ATC umgewandelt, wobei das Plasmid pT7-50rf306 als Matrize diente. Die Sequenzierung
der auf diese Weise mutierten ydeD-Allele bestétigte die korrekte Einfihrung der jeweiligen
Punktmutation. Die resultierenden Plasmide wurden mit pATC1 und pATC2 bezeichnet
(Abb. 5A).

A

pT7-50rf306 (wt): 1 RBS 2

5-T7®10 - (N)go - GATTGCTTACAAAAG ATG AAATTC AGA GGC GGT/AGA ATG TCG CGA AAA-3'
M K F R G G R M S R K ..

pATC1:

5-T7®10 - (N)go - GATTGCTTACAAAAG ATC AAATTC AGA GGC GGT AGA ATG TCG CGA AAA-3'
M S R K ..

pATC2:
5-T7®10 - (N)go - GATTGCTTACAAAAG ATG AAATTC AGA GGC GGT AGA ATC TCG CGA AAA-3'
M K F R G G R I S R K ..
B 1 2 3
kDa Abbildung 5: A. DNA-Sequenz der Translations-Start-
b u iJ region des ydeD-Gens. Die beiden putativen Start-
: codons des wt-ydeD-Gens in pT7-50rf306 sind unter-
strichen, die potentielle Ribosomen-Bindestelle (RBS) ist
5 durch einen Kasten markiert. AuRerdem sind die DNA-
97 | : Sequenzen der Translations-Startregionen der mutierten
85 — i ; ydeD-Allele in pATC1 und pATC2 dargestellt. Die abge-
55 —| e SlEd leitete N-terminale Proteinsequenz ist unter dem je-
39 — e weiligen Konstrukt angegeben. B. Expression verschie-
33— : dener ydeD-Allele. Proteine wurden nach der in vivo-
27 —| Bl Markierung mit [**S]-Methionin fiir 30 min bei 37 °C
YdeD denaturiert und nach Auftrennung in einem 12,5% SDS-
Polyacrylamidgel (je 10 pl Zell-Lysat) durch Autoradio-
gt graphie sichtbar gemacht. Spur 1: pT7-50rf306, Spur 2:
Sy G pATC1, Spur 3: pATC2.
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Die spezifische Synthese und die radioaktive Markierung der verschiedenen YdeD-Varianten
erfolgte wieder mit Hilfe des bereits beschriebenen Systems (s. Abschnitt 1.1.2.), wobei nun
als ydeD-Expressionsvektoren neben pT7-50rf306 auch die Derivate pATC1 und pATC2
verwendet wurden. Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abbildung 5B dargestellt:
Wahrend im Falle von pATC1 weiterhin ein Produkt auf HOhe des wt-YdeD-Proteins zu
beobachten ist (Spur 2), fehlt diese Bande bei pATC2 (Spur 3). Nur in letzterem Fall konnte
offensichtlich aufgrund der in das zweite Startcodon eingefiihrten Punktmutation keine
effiziente Translationsinitiation mehr erfolgen. Aus der Beobachtung, dafl3 die Mutation des
ersten ATG keinerlei Auswirkung auf die Expression von ydeD hat, ist zu schlie3en, daf es
sich dabei nicht um ein von der Zelle genutztes Codon handelt. Das wiederum bedeutet, daf3
das zweite ATG den einzigen Translationsstart des ydeD-Gens darstellt, was mit der
Erwartung aufgrund der besseren ribosomalen Bindestelle (Abb. 5A) gut Ubereinstimmt.
Somit umfaldt der offene Leserahmen ydeD 897 Basenpaare und codiert flr ein Protein mit
299 Aminosauren und einer Molektlmasse von 32,3 kDa (s. auch Abb. 25, Abschnitt 8.2.1.).

2. YdeD ist ein integrales Membranprotein

2.1. Bestimmung der zellularen Lokalisation des YdeD-Proteins

Wie in Abschnitt 1.1.2. beschrieben, zeigte YdeD im SDS-haltigen Probenpuffer ein
temperaturabhéngiges Denaturierungsverhalten sowie ein aberrantes Laufverhalten im SDS-
Polyacrylamidgel. Dies sind Eigenschaften, die man haufig bei extrem hydrophoben
Proteinen findet (Suppmann und Sawers, 1994; Larson et al., 1982; Pandan et al., 1983).
Dal} es sich bei YdeD tatsachlich um ein auf3erst hydrophobes Protein handelt, wird anhand
seiner Aminosaurezusammensetzung deutlich: YdeD enthédlt rund 72 % aliphatische,
aromatische und andere nicht-polare Aminoséuren, was die Vermutung nahelegte, dal3 es
sich dabei um ein membrangebundenes und nicht um ein l6sliches, cytoplasmatisches
Protein handelt.

Eine Analyse der Proteinsequenz mit Hilfe des Algorithmus von Kyte und Doolittle (1982) zur
besonderen Darstellung hydrophober Doméanen von YdeD bestarkte diese Annahme
(Abb. 6A): Der Hydropathieplot zeigt fur das YdeD-Protein neun bis zehn potentielle
Transmembranbereiche an, was dafir spricht, da es sich um ein integrales Membran-

protein handelt.

Diese Voruberlegungen zur zellularen Lokalisation von YdeD sollten im folgenden nun auch
experimentell untersucht werden. Dazu wurde das Protein erneut spezifisch radioaktiv
markiert, wobei pT7-50rf306 wiederum als ydeD-Expressionsvektor diente. Nach dem

Aufbruch der [**S]-Methionin-markierten Zellen durch Ultraschallbehandlung folgten mehrere
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Zentrifugationsschritte bei unterschiedlicher Beschleunigung zur Abtrennung der membran-
gebundenen von den cytoplasmatischen Proteinen (s. Material und Methoden, Abschnitt
4.1.4)). Aliquots der einzelnen Fraktionen, Uberstéande und Sedimente, wurden im SDS-
Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf das Vorhandensein von YdeD

analysiert.
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A, | | .
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Al IERYANAYS
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Aminosaurerest
B 1 2 3 4 5 6
kDa
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97 —
85—
55—
39—
33—
27 —
YdeD — NW e
19— :

Abbildung 6: A. Hydropathieplot von YdeD nach Kyte und Doolittle. Fir die Berechnung
des Hydrophobizitatsprofils wurde eine Fenstergrof3e von neun vorgegeben. Auf3erdem sind
die konservierten (®) und nicht-konservierten (0) Positionen (s. Abb. 7) aller geladenen
Aminosauren von YdeD eingezeichnet. B. Zellulare Lokalisation von YdeD. Die verschie-
denen Fraktionen (je 15 pl) der differentiellen Zentrifugation wurden Uber ein 10% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, wobei das radioaktiv-markierte YdeD-Protein nach Autoradio-
graphie des Gels detektiert werden konnte. Spuren 1 und 2: P30 und S30; Spuren 3 und 4:
P100 und S100; Spuren 5 und 6: P100kc, und S100¢c hach der KCI-Behandlung.

Wie in Abbildung 6B dargestellt, zeigt YdeD bei dieser differentiellen Zentrifugation das
typische Verteilungsmuster fur ein Membranprotein. Es ist sowohl im Sediment (P30) als

auch im Uberstand (S30) des Zentrifugationsschritts bei 30.000 g vorhanden (Spuren 1 und
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2), aber es findet sich vollstandig im Niederschlag nach Zentrifugation bei 100.000 g (P100,
Spur 3). Bei dieser Beschleunigung sedimentieren Membranvesikel mit den darin einge-
betteten und daran anhaftenden Proteinen.

Zur Unterscheidung, ob es sich bei YdeD um ein integrales Membranprotein handelt, oder ob
es nur lose als peripheres Protein der Membran anhaftet, wurde der YdeD-haltige P100 in
Gegenwart von 1M KCI inkubiert und im Anschluf3 daran erneut bei 100.000 g zentrifugiert.
Durch die hohe KCI-Konzentration werden die ionischen Wechselwirkungen zwischen den
peripheren mit den integralen Membranproteinen gestort, wodurch periphere Proteine von
der Membran abgeldst werden und somit bei der erneuten Zentrifugation nicht mehr
sedimentieren. Wie zu beobachten (Spuren 5 und 6), 1aRt sich YdeD aber offensichtlich nicht
durch diese Behandlung von der Membran ab- oder herauslésen, was den Schluf3 zulafit,
dal es sich um ein integrales Membranprotein handelt.

Ob YdeD allerdings in der cytoplasmatischen oder in der au3eren Membran lokalisiert ist,
kann durch dieses Experiment nicht entschieden werden, da bei der Aufarbeitung der Zellen
keine Trennung der beiden Membrantypen erfolgte. Allerdings besitzt der N-Terminus von
YdeD nicht die charakteristischen Merkmale der Signalsequenz von sekretierten Proteinen
(Pugsley, 1993), so daf? angenommen werden darf, daf? YdeD in der cytoplasmatischen und

nicht in der aulReren Membran lokalisiert ist.

2.2.  Einordnung von YdeD in eine neue Familie von Membranproteinen

Eine BLAST-Suche nach Proteinen mit Ahnlichkeiten zur YdeD-Primarsequenz ergab, daR
YdeD zur PecM-Familie gehort, welche eine Reihe von hypothetischen Membranproteinen
umfaldt (http://www.expasy.ch/cgi-bin/lists?upflist.txt). Bei PecM, dem bisher einzigen zumin-
dest ansatzweise charakterisierten Mitglied und Namensgeber dieser Familie, handelt es
sich um ein Membranprotein mit der putativen Funktion eines Signalrezeptors und Trans-
duktors bei der Expressionsregulation verschiedener Virulenzgene von Erwinia chrysanthemi
(Reverchon et al., 1994). Die Sequenzibereinstimmung zwischen YdeD und PecM betragt
etwa 22%. Die hochste Ahnlichkeit mit ca. 70% Sequenzidentitat findet man jedoch zwischen
YdeD und einer Teilsequenz von OrfA des mar-locus von Salmonella typhimurium (Sulavik
et al., 1997). Ein hypothetisches Protein (DR0135, GenBank-Nummer: AE0C01876) des
jungst sequenzierten Gram-positiven Bakteriums Deinococcus radiodurans (White et al.,
1999) zeigt 41% Sequenzidentitat zu YdeD (Abb. 7). Die nachstbesten Homologien findet
man bei den zwei putativen Proteinen, YoaV und YvbV, von Bacillus subtilis (GenBank-
Nummern: AF027868 bzw. 299121) und AF0266 von Archaeoglobus fulgidus (SWISSPROT-
Nummer: 029973) (Abb. 7). Alle zeigen Sequenzidentitaten von 25-28% und Sequenz-
ahnlichkeiten von ca. 45% zu YdeD.
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Eine genauere Analyse ergab, dal} speziell die Positionen von geladenen Aminosauren in
YdeD konserviert sind (Abbn. 6A und 7), was auf ihre entscheidende Funktion fiir die
Topologie des Proteins in der Membran und/oder ihre mogliche Beteiligung an der Bindung

und dem Transport von geladenen Molekilen wie z. B. Aminosauren hindeutet.

v v v
YdeD E.c. --------- MSRKDGVLAL LVVVWIEL NFVVI [QVGL HNMP[HEM_AGL gFM_VA- - FPAI F 49
DRO135 D.r MSASAPASPLNARSLGLALLI TLIWWeVNFVVI VAGASHEI VAAL RFLLAA- - FPAVL 58
YoaV B.s. ---------- MVKVMLGI | SVTLIeYTWA Gl HDI P{gllL FSCGL[RLFI GAVPLFLI L 50
YvbV B.s. ----- MKQLPKTRTALLLAFLVI MW&VNWPLS LAYSPg®l FAGI RTLI GGLLLVI VA 55
AF0266 A.f. ----------- MKKW VLALTVTHUWELAFTAI [QYSVRFLS[EI Al ASLIRFAI ANTLFAVI | 49
v
YdeD E.c FVARPKVPLN- LLLGYGLTI SFAQFAFLFCAI NFEeM - - PACLASILVLQAQAFETI MLGA 105
DRO135 D.r FVPRPTI AP- RLLWGYGLAVGVMQFGLLYLAI QL{€M- - - SAE! LLMOTQAFZTALLAA 114
YoaV B.s FI QRKKLSI QKEHLKSYI | MSLLMA GYMGI LTY[EMOFVDSEKTNVLVYTMPI VISH 110
YbV B.s LPRI HKLRL- KETWPI YLVSALLNI TLFYGLQTI [€LNYLPA€L FSAI VFFQPVLMGVFSW 114
AF0266 A.f | LGKR- | KW KDL- PKVFALGlI FGVSVYHVFLNL[EEVYI SS€ I SLAPI VLI LSA 106
\AS v
YdeD E.c. FTFGSRLHGKQLAEI ALAI HeVLVLI EDS- LNGOQHVAM. GFM. TRAIZVAF SITACGNI FNK 164
DRO135 D.r. RFFGEKVMPWQAAEI TLA- HEGMALI GLT- - AGHDVPFFPLLL T[RTEVAL I SNL - 170
YoaV B.s. FSLNEKMNVYKTMELVCGLHELLFI FGKEMLNI DQSALFGELC Al SIGI ANVFS[L 170
YvbV B.s. LW.GSESMFVMKVI L] LGFAEeVAVI SAAGF- - GGHI SVI GVLLANGSRVSHALGTVYM&K 172
AF0266 A.f. | FLRERI TYSKVVEI | | AFLIeVVVI SEPSYANI YGI ALV- M\WSTVAIRAI YTTFGKSLLS- 164
v v
YdeD E.c | MSHSTRPAVMSLVI WSALI Pl | PEFVASLI LDGSATM HSLVTI DMTTI LELMYLAFVA 224
DRO135 D.r - - - ASPQANGFGLVVWSALI PPI LLAGLTAGWGPVMQT L THSDWKFWAAVL LGN 227
YoaV B.s QFK- - - HI DI | HMNAVHL MMGAV VFSFI FEAVPSA- - - - - EWT'YQA LLENGLLS 222
YbV B.s - - TGS- RVDSI WWALQLTI GSV | SGFWIESFSAI - - - - - QWTAPFI TSLL[® SVFV 224
AF0266 A.f. ------ KYNPI TLTSNAMVLGSI - YPFLPDSI RSL- - - - - GGDLNLI G8l V@ Gl FS 211
v
YdeD E.c. I l\-/EYGI GTLL GRYETWRVAPL SLL VEIVGLASAAL L 284
DRO135 D.r. €FGl WSGLI QORHAASIRVAPL SLL VW GTLASALAF 287
YoaV B.s. GFTFVVIIFWLNQI (ESKASMAL M-V|2¥ AL FFGWL 282
YvbV B.s. | ALJeW VEFTLVGSGHREKVASYTFLI [ | SI VASSI F 284
AF0266 A.f. MIFAeYLARYYFLEKEEISRASVFLLAI [EYVSLLAGNI L 271
\
YdeD E.c NVFGL RWRKAVKVGS 299
DRO135 D.r HVF GGRWARGAASQGL GRAQAEGRET YPPDNADGL EDR 325
YoaV B.s NTFTFSRRKV 292
YbV B.s VNTKSKAQKAAAI GI NEKAAQ 305
AF0266 A.f VVRK- R 276

Abbildung 7: Sequenzvergleich von YdeD mit Mitgliedern der PecM-Familie. Identische
Aminoséauren sind schwarz unterlegt, wenn sie in mindestens vier Sequenzen konserviert
sind. Hinsichtlich ihrer Struktur oder Grof3e &hnliche Aminoséuren sind grau-schattiert
dargestellt, wenn sie in mindestens drei Sequenzen vorhanden sind. Die Pfeile markieren die
Positionen der konservierten geladenen Reste in YdeD. A. f., Archaeoglobus fulgidus; B. s.,
Bacillus subtilis; D. r., Deinococcus radiodurans; E. c., Escherichia coli.
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3. Phéanotypische Charakterisierung eines E. coli-Wildtypstammes bei
YdeD-Uberproduktion

Die Bestimmung der zellularen Lokalisation des YdeD-Proteins lie3 eine erste Vermutung

Uber dessen Aktivitat im Cystein-Fermentationsproze3 zu: YdeD kdnnte als integrales

Membranprotein moglicherweise am Efflux des Cysteins beteiligt sein und so zu einer ver-

besserten Ausbeute fihren. Diese These wurde im weiteren Verlauf durch eine Reihe von

physiologisch ausgerichteten Experimenten untersucht.

3.1. Cystein-Exkretion bei YdeD-Uberproduktion in einem E. coli-Wildtypstamm

Die Uberexpression des ydeD-Gens in einem Cystein-Produktionsstamm, bei dem die
Cystein-Biosynthese dereguliert ist, fuhrt zu einer deutlichen Steigerung der Cystein-
Ausbeute. Um nun den physiologischen Beitrag des Membranproteins YdeD in diesem
Prozel3 eindeutig identifizieren zu koénnen, mufite dieses komplexe System mdglichst
vereinfacht werden. Dazu bot es sich an, den Effekt der YdeD-Uberproduktion in einem
Wildtypstamm von E. coli, dessen Cystein-Biosynthese normal reguliert ist und der dement-
sprechend auch kein Cystein ausscheidet, ndher zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde der E. coli-Wildtypstamm W3110 mit dem ydeD-Expressionsvektor
pKP291 transformiert. Auf diesem Plasmid mit mittlerer Kopienzahl (ca. 15-20 pro Zelle)
befindet sich das ydeD-Gen unter der Kontrolle des konstitutiven P1 Promotors von gapA
(Charpentier und Branlant, 1994), dem Gen fur die D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydro-
genase von E. coli. Als Kontrolle diente W3110 mit dem leeren Grundvektor pACYC184-LH.
Um zu untersuchen, ob die ydeD-Uberexpression auch in einem Wildtypstamm einen
melRbaren Phanotyp besitzt, wurde der YdeD-uberproduzierende Stamm W3110 pKP291
zunachst jeweils hinsichtlich des Wachstums sowie der Cystein-Exkretion mit dem
Kontrollstamm verglichen. Dazu war dem SM1-Minimalsalzmedium, das auch 10% LB-
Medium (v/v) enthielt, noch wahlweise Thiosulfat zugesetzt worden, da dies zumindest im
Produktionsstamm zu einer verbesserten Cystein-Ausbeute fiuhrt (T. Maier, Consortium,
persodnliche Mitteilung).

Die Kontrollkulturen zeigten sehr gutes und von der verfigbaren Schwefel-Quelle (S-Quelle)
unabhangiges Wachstum (Abb. 8A). Die maximale Zelldichte des YdeD-Uberproduzierenden
Stammes lag hingegen merklich niedriger als bei den Kontrollkulturen und es war auf3erdem
eine deutliche Abhangigkeit des Wachstums von der S-Quelle zu beobachten. Mit Thiosulfat
als zusatzlicher S-Quelle konnte das schlechte Wachstum mit Sulfat als primérer S-Quelle

deutlich verbessert werden.
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Abbildung 8: Wachstum (A) und Cystein-Exkretion (B) des E. coli-Wildtypstammes
W3110 bei YdeD-Uberproduktion. Die Anzucht der Zellen mit dem Plasmid pKP291
(gefullte Symbole) bzw. pACYC184-LH (offene Symbole) erfolgte zunachst in LB-Medium.
Diese Kulturen wurden in der spéat-exponentiellen Phase 1:500.000 in SM1-Medium mit 10%
LB-Anteil und wahlweise zugesetztem Thiosulfat (8 mM) Ubergeimpft. Die Cystein-Bestim-
mung erfolgte mit dem sauren Ninhydrinreagenz.

Eine Analyse der Kulturiiberstande mit dem sauren Ninhydrinreagenz zum spezifischen
Nachweis von Cystein zeigte, daf} YdeD-uUberproduzierende Wildtypzellen offensichtlich
betrachtliche Mengen dieser Aminosaure (> 70 mg/l) ausscheiden kdénnen (Abb. 8B). Auch
hier war ein Unterschied zwischen den mit Sulfat und den mit Thiosulfat gewachsenen
Kulturen zu beobachten. Bezieht man allerdings die Cystein-Konzentration auf die jeweilige
Zelldichte, erhalt man fur beide Kulturen etwa vergleichbare Werte, was bedeutet, dal3
primar das Wachstum und nur sekundér die Cystein-Exkretion bei YdeD-Uberproduktion von
der S-Quelle abhangt. In den Kulturiiberstdnden der Kontrollzellen war wie erwartet zu

keinem Zeitpunkt des Wachstums Cystein nachweisbar.

Vergleichbare Ergebnisse beziglich Wachstum und Cystein-Exkretion wurden auch mit
anderen E. coli-Wildtypstammen wie MC4100 und KL19 bei ydeD-Uberxpression erzielt. Hier
war ebenfalls eindeutig Cystein im Kulturiberstand nachweisbar, allerdings lag die maximale
Cystein-Konzentration etwa um den Faktor 2 bzw. 4 niedriger als bei W3110 (Daten nicht
gezeigt).
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3.2. Abhéangigkeit des Wachstums von der Schwefel-Quelle

Nachdem im vorher beschriebenen Experiment beobachtet worden war, daf} offenbar der
Reduktionszustand des Schwefels in der angebotenen S-Quelle einen entscheidenden
Einflul auf das Wachstum von YdeD-Uberproduzierenden Zellen hat, wurde das Wachs-
tumsverhalten nochmals etwas eingehender untersucht, wobei diesmal das Spektrum der
verschiedenen S-Quellen erweitert wurde. Dabei war mit Ausnahme eines Ansatzes auf den
Zusatz von 10% LB-Medium verzichtet worden, um unter genau definierten Bedingungen die
Abhangigkeit des Wachstums von der S-Quelle testen zu kénnen.

Im Falle von Sulfat als einziger S-Quelle, in der der Schwefel in seiner héchstmdglichen
Oxidationsstufe (+VI) vorliegt, war Gberhaupt kein Wachstum zu beobachten (Abb. 9). Wurde
Schwefel in einem reduzierteren Zustand, beispielsweise in Form von Thiosulfat oder schon
organisch gebunden im Methionin, angeboten, flhrte dies zu einer méRigen Verbesserung
des Wachstums. Wurden dagegen Thiosulfat und Methionin gemeinsam gefittert, konnte
das Wachstum nahezu vollstandig wiederhergestellt werden. Derselbe Effekt war auch nach
Supplementierung mit Cystin zu beobachten. Cystin kann intrazellular zu Cystein reduziert
werden und stellt dann in dieser Form den primaren S-Donor fir weitere S-haltige
Verbindungen der Zelle dar (Ubersicht in Kredich, 1996). Auch der Zusatz von LB-Medium
konnte das Wachstum zumindest etwas fordern (vgl. Abb. 8A), da im Pepton-Anteil ebenfalls
die Aminoséuren Methionin (ca. 50 mg/g Pepton) und Cystin (ca. 2,5 mg/g Pepton) enthalten
sind. Besonders aber der Cystin-Gehalt im LB-supplementierten SM1-Medium lag mit 0,01
mM deutlich niedriger als im Vergleich zu dem Ansatz, in dem reines Cystin als ergdnzende

S-Quelle (ad 0,5 mM) zugesetzt wurde.

L e Abbildung 9: Wachstum von W3110
F -~ Thiosulfat pKP291 in Minimalmedium mit ver-
|-+~ Methionin schiedenen S-Quellen. Eine in LB-
H|-—- Meth. + Thios. Medium angezogene Vorkultur wurde in
|- Cystin der exponentiellen Phase geerntet und

@ 10%18 in SM1-Medium mit Sulfat als basaler S-

Quelle Uberimpft. In verschiedenen

o§ Ansatzen erfolgte der Zusatz von wahl-
®) weise Thiosulfat (1,6 mM), Methionin
(0,66 mM), Cystin (0,5 mM) oder LB-
Medium (10%) als erganzende S-
Quelle.
0.1

0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit [h]
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3.3. Induktionsstatus des Cystein-Regulons bei YdeD-Uberproduktion

Die beschriebene Abh&ngigkeit des Wachstums von der Qualitat der verfigbaren S-Quelle
und das Vorhandensein von Cystein im Medium deuteten daraufhin, daR die Uberproduktion
von YdeD in irgendeiner Form den normalerweise ausgeglichenen Schwefelmetabolismus
der Zellen beeinflu3t. Der Befund, dal3 mit Sulfat als einziger S-Quelle das Wachstum nicht
maglich war, mit reduzierten S-Verbindungen hingegen schon, lie3 vermuten, dal’ die Zellen
den Sulfat-Schwefel nicht ausreichend zu Sulfid reduzieren kdnnen. Dies wiederum kdnnte
an einer mangelnden Induktion der Gene des Cystein-Regulons durch den Transkriptions-
aktivator CysB liegen (vgl. Einleitung, Abschnitt 3.2.1.). Wenn diese Annahme richtig ist, so
sollte der Austausch des cysB-Gens gegen ein mutiertes Allel, das eine konstitutive
Induktion des Cystein-Regulons bewirkt und damit zu einem dauerhaft exprimierten Sulfat-

Reduktionsweg fuhrt, das Wachstum mit Sulfat ermdglichen bzw. verbessern kénnen.

3.3.1. Wachstum bei unterschiedlicher Induktion des Cystein-Regulons

Um die oben genannte Hypothese zu testen, wurde der Stamm BTM149 verwendet, der
anstelle des Wildtypgens das mutierte cysB-Allel cysB® tragt. Im Unterschied zum Wildtyp-
CysB des E. coli-Stammes MC4100 ist im CysB®-Protein von BTM149 der Threonin-Rest an
Position 149 gegen ein Methionin ausgetauscht; diese Mutation wandelt das CysB-Protein
von S. typhimurium bekanntermafen in einen konstitutiven, nicht mehr von der S-Quelle
abhangigen Transkriptionsaktivator des Cystein-Regulons um (Colyer und Kredich, 1994).
Dal3 dies auch fur das CysB-Protein von E. coli zutrifft, wird anhand der Daten von Tabelle 7
(s. Abschnitt 3.3.2.) deutlich.

Im folgenden Experiment wurde der CysB°-Stamm BTM149 mit dem ansonsten isogenen
CysB-Wildtypstamm MC4100 hinsichtlich seines Wachstumsverhaltens bei YdeD-Uber-
produktion in Medien mit verschiedenen S-Quellen verglichen.

Dabei verhielt sich BTM149 pKP291 auch mit Sulfat als primérer S-Quelle in allen Wachs-
tumsphasen genau wie bei Supplementation mit Thiosulfat oder Cystin (Abb. 10A). Dem-
gegenlber zeigte der CysB-Wildtypstamm MC4100 pKP291 bei Wachstum auf Sulfat ein
auffalliges Verhalten (Abb. 10B): In den ersten Stunden nach Uberimpfen von LB-Voll-
medium in das SM1-Medium wuchsen die Zellen noch vergleichbar gut wie in den Anzuchten
mit Thiosulfat oder Cystin. Dann allerdings verlangsamte sich das Wachstum deutlich und es
war Uber mehrere Stunden kaum eine Zunahme der Zellmasse zu beobachten. Nach
weiterer Inkubation erreichte die Kultur dann aber schlief3lich eine Zelldichte, die mit der von

auf Thiosulfat bzw. Cystin gewachsenen Kulturen vergleichbar war.
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Parallel zu den oben beschriebenen Anzuchten wurde als Kontrolle auch das Wachstum der
Stdmme MC4100 und BTM149 auf den verschiedenen S-Quellen jeweils ohne YdeD-
Uberproduktion (mit pACYC184-LH) verglichen. Bei beiden Stammen war aber kein
Unterschied im Wachstumsverhalten beziiglich der S-Quelle oder der verschiedenen cysB-
Allele zu beobachten (Abb. 10A und B).

10 ¢ 10 ¢
r |-0— —@— Sulfat % r |[-O—-@— Sulfat /)7
[ |- ¥ Thiosulfat . [ |-+ ¥ Thiosulfat o
+ |+ -m Cystin o7 + |- Cystin -
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Abbildung 10: Abhangigkeit des Wachstums von der S-Quelle von Stdmmen mit
verschiedenen cysB-Allelen. Kulturen der Stamme BTM149 (A) und MC4100 (B) mit den
Plasmiden pKP291 (gefillte Symbole) bzw. pACYC184-LH (offene Symbole) wurden
zunéachst in LB-Medium angezogen, in der exponentiellen Phase geerntet und dann in SM1-
Medium (inklusive 10% LB-Anteil), das wahlweise noch mit Thiosulfat (1,6 mM) oder Cystin
(0,5 mM) supplementiert worden war, tberimpft.

Durch den Befund, dal3 YdeD-Uberproduzierende Zellen mit Hilfe des konstitutiven
Transkriptionsaktivators CysB° auf Sulfat ebenso gut wachsen kénnen wie auf Thiosulfat
oder Cystin, wurde die eingangs aufgestellte These bestétigt: Die Ursache fir das schlechte
Wachstum auf Sulfat von YdeD-uberproduzierenden CysB-Wildtypzellen liegt offenbar in der
unzureichenden Induktion des Cystein-Regulons und der daraus resultierenden mangelnden

Fahigkeit zur Reduktion von Sulfat.

3.3.2. Bestimmung des Induktionsstatus' des Cystein-Regulons
Die Beobachtung, daR bei YdeD-Uberproduktion das Cystein-Regulon in Wildtypstammen
fur das Wachstum mit Sulfat nicht ausreichend induziert ist, sollte mit dem folgenden

Experiment noch etwas detaillierter untersucht und vor allem quantifiziert werden. Zu diesem
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Zweck wurde eine cysK'-'lacZ-Translationsfusion verwendet, da mit diesem Konstrukt eine
exakte Messung des Induktionsniveaus eines zentralen und damit reprasentativen Gens des
Cystein-Regulons méglich war. Diese Reportergen-Fusion war in die A-Integrationsstelle des
Chromosoms der Stamme MC4100 und BTM149 eingefuhrt worden (Dal3ler et al., 2000).

Die resultierenden Stamme MC4100:AKZL300 und BTM149::AKZL300 wurden mit den
Plasmiden pKP291 bzw. pACYC184-LH transformiert; nach Anzucht in SM1-Medium, das
wie im vorhergehenden Wachstumsexperiment (s. Abschnitt 3.3.1.) verschiedene S-Quellen

enthielt, erfolgte die Bestimmung der -Galaktosidase-Aktivitat (Tab. 7).

Tabelle 7: EinfluR der YdeD-Uberproduktion auf das Expressionsniveau einer

cysK'-'lacZ-Fusion

[-Galaktosidase-Aktivitat [Miller-Einheiten]
Schwefel-Quelle

Stamm / Plasmid Relevanter Genotyp Sulfat Thiosulfat Cystin

Chromosom?/ Plasmid

MC4100::AKZL300 / cysB™ /- 3000 +230 1310+50 570 +40
PACYC184-LH

MC4100::AKZL300 / cysB™ /ydeD 380+20° 660 + 30 500 + 30
pKP291

BTM149::AKZL300 / cysB° / - 2910 +200 2600 + 190 2880 + 370°
PACYC184-LH

BTM149:AKZL300 / cysB® / ydeD 2060 + 170 2720 +470 2630 + 60°
pKP291

Die Anzucht erfolgte genau wie in der Legende von Abbildung 10 beschrieben, wobei die

Zellen wahrend des exponentiellen Wachstums (ODgy 0,6 - 0,9) flr die Messung der

B-Galaktosidase-Aktivitdt geerntet wurden. Es sind jeweils die Durchschnittswerte + Stan-

dardabweichung von drei unabhangigen Experimenten gezeigt.

a. Sowohl MC4100::AKZL300 als auch BTM149::AKZL300 tragen eine Kopie des ydeD-
Wildtyp-Allels auf dem Chromosom.

b. Die Zellen wurden bei einer ODgy von 0,25 - 0,4 geerntet als noch deutliches Wachstum
meRbar war.

c. Mittelwert von nur 2 Experimenten.

Wie erwartet, ist in den CysB-Wildtypzellen ohne YdeD-Uberproduktion die Expression der
Reportergen-Fusion bei Wachstum auf Sulfat am hdchsten (Wheldrake, 1967), woraus man
schlieRen kann, dal3 unter diesen Bedingungen das Cystein-Regulon allgemein und damit
auch die Expression der Gene, die fur das Sulfat-Aufnahmesystem (cysPTWA und sbp) und
die Sulfat-Reduktionsmaschinerie (cysDNC und cysJIH) codieren, stark induziert sind. Bei

Wachstum auf Cystin ist das Cystein-Regulon kaum induziert, was darauf beruht, dal3 die
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Serintransacetylase (Cysk) durch Cystein gehemmt wird (Denk und Bdck, 1987) und damit
der Acetylserin-Spiegel in der Zelle fur eine effektive Induktion zu gering ist. Thiosulfat
bewirkt Gber den Regulationsmechanismus der Anti-Induktion (Hryniewicz und Kredich,
1991) eine intermedidre Expression der cysK'-'lacZ-Fusion.

Die Uberproduktion von YdeD fiihrt bei den CysB-Wildtypzellen teilweise zu einer
dramatischen Reduktion der Induktion des Cystein-Regulons: Das Expressionsniveau der
Reportergen-Fusion liegt hier im Vergleich zu den Kontrollzellen bei Wachstum mit Sulfat
etwa achtfach, mit Thiosulfat etwa zweifach niedriger (Tab. 7).

In den CysB®-Stammen ist das Cystein-Regulon immer voll induziert (vergleichbar mit dem
Niveau des CysB-Wildtypstammes auf Sulfat) und damit unabhangig sowohl von der
S-Quelle als auch von der YdeD-Uberproduktion, dhnlich wie es fiir einen entsprechenden

Stamm von S. typhimurium beschrieben wurde (Colyer und Kredich, 1994).

Durch dieses Experiment wurde die Hypothese, dall das Cystein-Regulon in CysB-
Wildtypstammen bei YdeD-Uberproduktion nicht induziert ist (s. Abschnitt 3.3.1.), bestatigt.
Die Ursache hierfir ist offenbar ein intrazellularer N-Acetylserin (NAS)-Mangel dieser Zellen,
was daran deutlich wird, daf® in den Zellen der Stamme BTM149 und BTM149::AKZL300, in
denen das mutierte CysB°-Protein nicht mehr auf den Coinduktor N-Acetylserin angewiesen

ist, das Cystein-Regulon auch trotz YdeD-Uberproduktion induziert werden kann.

3.3.3. Zeitlicher Verlauf der Induktion des Cystein-Regulons

Es war beobachtet worden, dal3 YdeD-Uberproduzierende Wildtypzellen, bei Kultivierung mit
Sulfat und 10% LB-Medium als einzigen S-Quellen, nach einer zwischenzeitlichen lag-
Phase, in der das Cystein-Regulon aufgrund des NAS-Mangels nicht induziert ist (s. Tab. 7),
wieder zu wachsen begannen (s. Abb. 10B). Dies setzt allerdings die Fahigkeit zur Sulfat-
Reduktion voraus, was wiederum bedeutet, dal das Cystein-Regulon zu einem spateren
Zeitpunkt wieder induziert gewesen sein muf3. Um diese These zu prifen, wurde der
Induktionsstatus des Regulons wéahrend verschiedener Wachstumsphasen bestimmt.
Kulturen von MC4100::AKZL300 pKP291 wurden entweder mit Sulfat, Thiosulfat oder Cystin
angezogen und der zeitliche Verlauf der Expression der cysK'-'lacZ-Fusion in den verschie-
denen Wachstumsphasen verfolgt. Wie schon in Tabelle 7 dargestellt, liegt das Induktions-
niveau bei Wachstum mit Sulfat zundchst noch niedriger als bei Wachstum mit Thiosulfat
oder Cystin (Abb. 11). Nach 23 h aber, einem Zeitpunkt, zu dem die auf Sulfat gewachsene
Kultur eine mit den anderen Kulturen vergleichbare Zelldichte erreicht hatte, lag die Induktion
des Cystein-Regulons nun um etwa den Faktor vier héher als in der zwischenzeitlichen lag-

Phase. Dieser Wert (ca. 1300 Miller-Einheiten) entspricht etwa dem Induktionsniveau von auf
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Thiosulfat gewachsenen Wildtypzellen ohne YdeD-Uberproduktion (s. Tab. 7) und ist offen-

bar fur eine effiziente Sulfat-Reduktion ausreichend.
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Abbildung 11: Induktionsstatus des Cystein-Regulons im zeitlichen Verlauf. Kulturen
des Stammes MC4100::AKZL300 pKP291 wurden wie in der Legende zu Abbildung 10
beschrieben in SM1-Medium mit verschiedenen S-Quellen angezogen. Die Bestimmung der
B-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte in verschiedenen Phasen des Wachstums.

4, Exkretion verschiedener Metabolite des Cystein-Stoffwechsels

4.1. Nachweis von O-Acetylserin und N-Acetylserin im Medium

Der aufgrund voriger Ergebnisse postulierte intrazellulare NAS-Mangel bei YdeD-
Uberproduktion kénnte zwei mogliche Ursachen haben: Die erste ist, da der NAS-Spiegel
wegen einer hohen intrazellularen Cystein-Konzentration, durch die die O-Acetylserin (OAS)-
Bildung gehemmt wirde, sehr niedrig ist. Diese Mdglichkeit ist aber unwahrscheinlich, da
eine Supplementation mit Cystin den Wachstumsdefekt auf Sulfat wieder beheben kann (s.
Abb. 9). Die zweite - wahrscheinlichere - Erklarung ist, dal? die Uberproduktion des Mem-
branproteins YdeD neben der Cystein-Exkretion zusatzlich noch zur Ausscheidung von
O- und/oder N-Acetylserin fuhrt.

Um diese These zu prifen wurde das Kulturmedium nach Wachstum von Yde-
Uberproduzierenden Zellen in SM1-Medium mit Hilfe eines Aminosaure-Analysators auf

seinen Aminosaure-Gehalt untersucht.
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Abbildung 12: Analyse von Kulturiberstanden von W3110 pKP291 (A) und W3110
pACYC184-LH (B) mit einem Aminosaure-Analysator. Je 20 ml SM1-Minimalmedium
inklusive Thiosulfat (1,6 mM) und Methionin (0,66 mM) wurden mit in LB-Medium
angezogenen Vorkulturen auf eine ODgy von 0,02 (W3110 pKP291) bzw. 0,002 (W3110
PACYC184-LH) angeimpft und anschlieRend bei 30 °C inkubiert. Die Uberstande von
frihstationaren Kulturen (22-26 h nach Beimpfen) wurden 1:4 mit Auftragspuffer verdinnt
und dann auf die Saule des Aminosaure-Analysators aufgetragen. Das supplementierte
Methionin war in der Kultur von W3110 pKP291 zum Zeitpunkt der Analyse noch nicht
vollstandig verbraucht.
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Das Elutionsprofil zeigt eine Substanz, die exakt an der Position von authentischem OAS
eluiert (Abb. 12A). Um zu bestatigen, dald es sich dabei tatsachlich um diese Verbindung
handelte, wurde der Kulturiberstand zunachst einer Behandlung unter alkalischen
Bedingungen unterzogen (30 min pH 8,5) und erneut analysiert. Nach dieser Behandlung
war die auf Hohe von OAS eluierende Verbindung vollstéandig verschwunden (Daten nicht
gezeigt). Dies kann dadurch erklart werden, dal’ sich OAS bei diesem pH-Wert sehr schnell
zu NAS umlagert (Kredich und Tomkins, 1966) und NAS nicht mit mehr Ninhydrin reagieren
kann. Wurde der Kulturiberstand dagegen einer sauren Hydrolyse unterzogen (4 n HCI bei
100 °C fur 2 h), eine Bedingung, bei der die Acetylgruppe sowohl von OAS als auch von
NAS abgespalten wird, war nun ein deutliches Signal auf Héhe von authentischem Serin zu
beobachten. Die daraus abgeleitete Serin-Konzentration war etwa doppelt so hoch wie zu
erwarten, wenn nur OAS in der Probe vorhanden gewesen ware. Das bedeutet, daR neben
OAS auch NAS im unbehandelten Kulturiiberstand vorhanden gewesen sein muf3. Fir beide
Verbindungen wurde eine Konzentration im Medium von etwa 1 mM errechnet.

Durch diesen eindeutigen Nachweis von OAS und NAS im Medium von YdeD-
Uberproduzierenden Zellen wurde die Hypothese, dald die unzureichende Induktion des
Cystein-Regulons durch die Gbermafige Exkretion von OAS und/oder NAS verursacht wird,

untermauert.

AuBer OAS waren noch weitere ninhydrin-reaktive Verbindungen im Kulturiiberstand von
W3110 pKP291 vorhanden (Abb. 12A), die im Medium von Kontrollzellen nicht nachweisbar
waren (Abb. 12B). Dabei handelt es sich offenbar um Substanzen, die ebenfalls spezifisch
bei Uberproduktion von YdeD ausgeschieden werden. Auf die Art und Menge dieser
Verbindungen wird in Abschnitt 6 naher eingegangen. Die Exkretion von Glutaminséaure,
Valin und Alanin erfolgte unabhéngig von der YdeD-Uberproduktion (Abb. 12 und Abb. 23,
Abschnitt 6.2.).

4.2. Nachweis der 2-Methyl-2,4-Thiazolidindicarbonsdure im Medium

Obwohl Cystein im Kulturiberstand von W3110 pKP291 eindeutig mit dem sauren Ninhydrin-
Reagenz nachgewiesen werden konnte, war mit Hilfe des Aminosaure-Analysators weder
freies Cystein noch Cystin zu detektieren. Das kénnte daran liegen, dal3 sowohl Cystein als
auch Cystin in der Lage sind, jeweils spontan mit dem Thiosulfat des Mediums zu
Cysteinsulfonsaure bzw. Cysteinthiosulfonséaure zu reagieren (Szczepkowski, 1958). Beide
Cysteinderivate wirden aufgrund ihrer negativen Nettoladung nicht mehr an die Kationen-
austauscher-Matrix binden und mit dem Durchlauf eluieren.

Um nun genaueren Aufschluf? Gber die Form, in der das Cystein im Kulturiberstand vorlag,

zu bekommen, wurde eine Fermenteranzucht von W3110 pKP291 durchgefihrt, da aufgrund
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der hoheren Zelldichte im Fermenter grofRere Produktausbeuten erzielt werden konnten, was
die Analytik erleichterte.
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Abbildung 13: A. Analyse des Kulturiuberstandes von W3110 pKP291 mittels HPLC.
Die Anzucht im Fermenter erfolgte in SM1-Medium, das mit LB-Medium (10%), Thiosulfat
(8 mM) und Thiamin (0,5 mg/l) supplementiert worden war (Daliler et al., 2000). Die
Abbildung zeigt das Elutionsprofil des Kulturiiberstandes (1 ul) nach 24 h Fermentation nach
Auftrennung Uber eine HPLC-Saule (Luna 5 p C 18(2)) mit anschlieBender Detektion bei
200 nm. Die bei 4-6 min eluierenden Substanzen konnten nicht identifiziert werden.

B. Schematische Darstellung der Thiazolidin-Bildung aus Cystein und Pyruvat.
Zunachst entsteht als Zwischenprodukt ein Hemithioketal, das dann nach Wasserabspaltung
in die 2-Methyl-2,4-Thiazolidindicarbonséaure Ubergeht (Schubert, 1937).

Das Elutionsprofil der HPLC-Analyse zeigt zwei bei 12 bzw. 14 min eluierende Verbindungen
(CP1 bzw. CP2), die nach Cochromatographie mit authentischen Reinsubstanzen als die
beiden Isomere der 2-Methyl-2,4-Thiazolidindicarbonsaure (Thiazolidin) identifiziert werden
konnten (Abb. 13A). Thiazolidin ist das relativ stabile Kondensationsprodukt einer spontanen
Reaktion von Cystein mit Pyruvat (Schubert, 1937; Abb. 13B). Eine Quantifizierung der
beiden Thiazolidin-lIsomere ergab in Summe 1,15 g/l, was einem Cystein-Wert von 0,73 g/l

entspricht. Dieser Wert stimmt gut mit dem im Ninhydrin-Test bestimmten Cystein-Wert von
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0,7 g/l Uberein, was zeigt, dal3 das Cystein vollstandig im Thiazolidin gebunden vorlag.
Dieser Befund liefert die Erklarung, warum bei der spezifischen Analyse auf freie Amino-
gruppen im Aminoséure-Analysator weder Cystein noch Cystin nachweisbar waren, da im
Thiazolidin die freie Aminogruppe des Cysteins blockiert ist. Unter den verhaltnismafig
harschen Bedingungen des spezifischen Cystein-Bestimmungstests (Kochen bei stark
saurem pH-Wert in Gegenwart von Ninhydrin) wurde das Cystein jedoch aus dem Thiazolidin

wieder freigesetzt und konnte somit nachgewiesen werden.

Die Frage, wo die Thiazolidin-Bildung erfolgte, ob bereits in der Zelle, oder erst extrazellular,
was theoretisch aufgrund des dort vorhandenen Pyruvats (Abb. 13A) auch denkbar ware,
konnte nicht geklart werden. Deshalb wird im weiteren Verlauf bei der Verwendung des
Begriffs "Cystein-Exkretion" auch immer die Mdglichkeit einer Thiazolidin-Exkretion mitein-

geschlossen.

Neben dem Thiazolidin und den organischen S&uren Acetat und Pyruvat war auf3erdem
noch NAS (ca. 5 mM) nachweisbar, aber im Gegensatz zu den Anzuchten im Schuttelkolben
kein OAS (Abb. 13A). Der Grund hierfir ist, da3 wahrend der Fermentation der pH-Wert
konstant bei etwa 7 gehalten wurde, wahrend er in der Schiittelkolbenanzucht auf Werte von
4,5-5 absank. Unter letzteren Bedingungen ist OAS wesentlich stabiler gegen die irreversible
Umlagerung zu NAS. Es ist aber unwahrscheinlich, daf3 es sich bei NAS um ein direktes
Exkretionsprodukt handelt. Vielmehr ist anzunehmen, dal NAS erst sekundér im Medium
durch Umlagerung aus dem ausgeschiedenen OAS entstanden ist. Diese Vermutung wird
dadurch untermauert, dafl unter geeigneten Fermentationsbedingungen (pH 6) das
ausgeschiedene OAS stabilisiert wird und so die Bildung von NAS deutlich reduziert werden

kann (T. Maier, persénliche Mitteilung).

4.3. Zusammenhang zwischen der Exkretion von O-Acetylserin und Cystein

4.3.1. Zeitlicher Verlauf der O-Acetylserin- und Cystein-Exkretion

Im Kulturiberstand von YdeD-Uberproduzierenden Zellen sind unter geeigneten Anzucht-
bedingungen gleichzeitig OAS und Cystein nachweisbar. Nachdem beide Verbindungen im
Stoffwechsel eng miteinander verknipft sind (OAS ist in der Cystein-Biosynthese die direkte
Vorstufe von Cystein), ergab sich die Frage, ob méglicherweise auch die Exkretion beider
Verbindungen in einem kausalen Zusammenhang steht.

Um dies zu klaren, wurde der zeitliche Verlauf der OAS- und der Cystein-Exkretion detailliert
aufgelost. Dazu wurde der Stamm W3110 pKP291 in SM1-Medium in Schittelkdlbchen
kultiviert und es wurden regelméaflig Proben fir die Bestimmung von OAS und Cystein im
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Kulturiberstand entnommen. Wie Abbildung 14 zeigt, erfolgte schon wahrend des exponen-
tiellen Wachstums eine massive Exkretion von OAS, wobei Maximalwerte von ca. 1 mM
erreicht wurden. Genau ab dem Zeitpunkt des Ubergangs in die stationdre Phase begann
allerdings die OAS-Menge im Medium wieder zu sinken. Gleichzeitig mit der Abnahme von
OAS war aber eine Zunahme von Cystein im Medium zu beobachten. Cystein, das in der
logarithmischen Phase zuvor nicht nachweisbar gewesen war, erreichte schlieRlich eine

Maximalkonzentration von etwa 0,4 mM.
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4.3.2. Zusammenhang zwischen der Wiederaufnahme von O-Acetylserin oder
N-Acetylserin mit der Cystein-Exkretion

Auf die Frage, warum die OAS-Menge im Medium wieder abnimmt, gibt es zwei mdgliche
Antworten: Erstens, OAS lagert sich rasch zu NAS um und ist somit dem Nachweis mit
Ninhydrin nicht mehr zugénglich, oder zweitens, OAS wird von den Zellen wieder
aufgenommen.

Die Ursache fur die Abnahme von OAS wurde wie folgt untersucht: Die Zellen wurden etwa
zum Zeitpunkt der maximalen OAS-Konzentration im Medium (Ubergang in die stationare
Phase) durch Zentrifugation entfernt und der nahezu zellfreie Kulturiberstand wurde
anschlieRend weiterinkubiert und auf OAS hin analysiert. Dabei ergab sich eine OAS-
Abnahmerate von ca. 2-3% / h bei einem konstant bleibenden pH-Wert von 6-6,5. Die OAS-
Abnahmerate im Medium in Anwesenheit von Zellen betrug dagegen zwischen 12-17 %/ h,
obwohl mit zunehmender Inkubationsdauer der pH-Wert bis auf 5 absank, wodurch OAS

gegen die Umlagerung zu NAS noch weiter stabilisiert wurde. Damit war geklart, daf3 die
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OAS-Abnahme im Medium in erster Linie eine Folge der Wiederaufnahme in die Zellen war

und nur zu einem geringen Anteil auf der Umlagerung zu NAS beruhte.

Da die Cystein-Exkretion erst ab dem Zeitpunkt der OAS-Wiederaufnahme erfolgte, lag die
Vermutung nahe, dal} beide Prozesse offenbar physiologisch eng miteinander verknipft
sind, etwa derart, da das wiederaufgenommene OAS in der Zelle sofort mit dem
vorhandenen Thiosulfat zu Cystein umgesetzt und dieses danach ausgeschieden wird. Somit
ware die primare Ausschleusung und anschlieRende Wiederaufnahme von OAS lberhaupt
erst die Voraussetzung daftr, dal3 diese Zellen Cystein ausscheiden.

Diese These konnte durch weitere Experimente untermauert werden. Wurde einer Kultur von
W3110 pKP291 beispielsweise in der logarithmischen Wachstumsphase oder zu Beginn der
frihstationaren Phase noch zusatzlich externes OAS angeboten, erfolgte eine deutlich
starkere Cystein-Exkretion als ohne diesen Zusatz (Abb. 15), was zeigt, dal das

wiederaufgenommene OAS zu Cystein umgesetzt werden kann.
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Durch ein vermehrtes externes OAS-Angebot konnte aber nicht nur die Cystein-Ausbeute,
sondern auch die maximale Cystein-Exkretionsrate gesteigert werden (Tab. 8). Das
bedeutet, dal’ unter diesen Bedingungen die Verfligbarkeit von OAS der limitierende Faktor

bei der Cystein-Synthese und -Exkretion war.
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Tabelle 8: Cystein-Exkretionsrate von W3110 pKP291 nach Supplementierung der

Kultur mit unterschiedlichen O-Acetylserin-Mengen

externer OAS-Zusatz [mM] - 28 5%

maximale Cystein-
Exkretionsrate [mM/h] 0,12 0,23 0,35

a. Zum Zeitpunkt der OAS-Supplementation war im Medium bereits von den Zellen
ausgeschiedenes OAS (ca. 0,7 mM) vorhanden.

Betrachtet man den Verlauf der OAS-Aufnahme (s. Abb. 14), fallen zwei Dinge auf: a) es
wird mehr OAS verbraucht als Cystein ausgeschieden wird und b) OAS wird nicht vollstéandig
reabsorbiert, was umso deutlicher wird, wenn OAS (5 mM) noch zusétzlich supplementiert
wurde (ca. 4 mM Rest-OAS im Medium nach 38 h).

Der im Vergleich zur Cystein-Bildung grof3ere OAS-Verbrauch ist dadurch zu erklaren, daf3
sich OAS extrazellular wie intrazellular allméhlich zu NAS umlagert und somit fiir die Cystein-
Biosynthese als Vorlaufer-Molekll nicht mehr zur Verflgung steht. Desweiteren erfolgte
auch noch nach Beginn der OAS-Wiederaufnahme eine Zunahme an Zellmasse, wofir das
gebildete Cystein bendtigt wurde.

Warum OAS nicht vollstandig zu Cystein umgesetzt wurde, ist unklar, wobei ein Mangel an
reduziertem Schwefel als Ursache ausgeschlossen werden konnte: Eine Kultur, der in der
frihstationaren Phase neben OAS auch noch weiteres Thiosulfat (0,4 g/l) zugesetzt wurde,

produzierte nicht mehr Cystein als ohne diese zusatzliche Schwefel-Supplementation.

Ein Zusatz von DL-NAS (6 mM) brachte hingegen nur eine minimale Steigerung der Cystein-
Ausbeute (Daten nicht gezeigt), was vermutlich mehrere Grinde hat: a) NAS wird deutlich
schlechter in die Zellen aufgenommen als OAS (Ostrowski und Kredich, 1989), und b) die
Umwandlung von NAS in OAS ist nur unter extrem sauren Bedingungen moglich (Narita,
1959), was bedeutet, dal3 NAS nicht als Vorstufe fur die Cystein-Biosynthese dienen kann.
Die geringe, aber signifikante Steigerung der Cystein-Ausbeute nach NAS-Zugabe ist
wahrscheinlich darauf zurtickzufihren, dafd durch NAS das Cystein-Regulon starker induziert
wird, was eine erhthte O-Acetylserin-Sulfhydrylase-Aktivitat und damit einen schnelleren

Schwefel-Einbau zur Folge hat.

4.3.3. Cystein-Exkretion nach O-Acetylserin-Supplementation ohne
YdeD-Uberproduktion
In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, wie sich ein Wildtypstamm ohne YdeD-

Uberproduktion nach Zugabe von OAS verhélt. Diese Zellen enthalten zwar eine chromo-
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somale Kopie des ydeD-Gens, scheiden aber normalerweise weder OAS noch Cystein aus
(s. Abbn. 8B und 12B).

Auch hier hatte die externe OAS-Zugabe eine deutlich mel3bare Cystein-Exkretion zur Folge
(Abb. 16). Dabei fallt aber auf, dal trotz des vergleichbaren OAS-Angebots deutlich weniger
Cystein gebildet wurde (ca. 0,4 mM Cystein bei 5mM OAS) als bei den YdeD-
Uberproduzierenden Zellen (ca. 1 mM bei 5 mM OAS). Das Ausmald der Cystein-Exkretion
war aber - ahnlich wie bei W3110 pKP291 - von der angebotenen OAS-Menge abhéngig. Im
Unterschied zu den YdeD-uberproduzierenden Zellen war aber zu beobachten, dal3 das
Wachstum von W3110 pACYC184-LH durch OAS dosisabhéngig beeintrachtigt wurde.
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Y—Y v Y . = bildung 12 beschrieben in SM1-

- OO0 0~

o = | Medium plus Thiosulfat und Methio-
' nin. Zum markierten Zeitpunkt
wurde die Kultur gedrittelt und zwei
Aliquots mit den jeweils angezeig-
ten Mengen OAS supplementiert.
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Das Ergebnis, daR Zellen ohne YdeD-Uberproduktion nach OAS-Supplementation ebenfalls
Cystein ausscheiden, zeigt deutlich, daf3 der wesentliche Beitrag von YdeD zur Cystein-
Produktion in der primaren Ausschleusung und der anschlieRenden Wiederaufnahme von
OAS liegt.

5. In vivo-Transportstudien mit potentiellen Substraten von YdeD

Bei Uberproduktion des YdeD-Proteins von E. coli-Wildtypzellen findet man im Medium
verschiedene Metabolite des Cystein-Stoffwechsels (Cystein, gebunden im Thiazolidin; OAS;
NAS) und einige weitere Aminoséauren, die im Kulturiberstand von Kontrollzellen nicht
nachweisbar sind (s. Abb. 12). Der Befund, dal} es sich bei YdeD um ein integrales
Membranprotein handelt, legte die Vermutung nahe, daf} die Exkretion der verschiedenen
Verbindungen die Folge einer Export-Aktivitdt von YdeD sein kdnnten. Diese potentielle

Aktivitat wurde durch in vivo-Transportstudien mit verschiedenen radioaktiv-markierten
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Aminoséauren an ruhenden Zellen naher getestet, da mit diesem sensitiven System der Flux

der Verbindungen sehr genau verfolgt werden kann.

Die einfachste Mdglichkeit zu untersuchen, ob YdeD an bestimmten Transportprozessen
beteiligt ist, bestand darin, die Aufnahmerate verschiedener Substanzen von YdeD-
Uberproduzierenden Zellen mit der entsprechenden Aufnahmerate von Kontrollzellen zu
vergleichen. Dabei waren mehrere Szenarien vorstellbar: Erstens, es besteht kein
Unterschied in der Aufnahmerate, was bedeuten wirde, da3 YdeD offensichlich nicht an
dem Transport der entsprechenden Substanz beteiligt ist (Abb. 17A). Zweitens, die
Aufnahmerate ist nach YdeD-Uberproduktion gréRer als bei den Kontrollzellen, was
bedeutet, dal3 YdeD wahrscheinlich ein Aufnahmesystem fiur diese Verbindung darstellt
(Abb. 17B). Die dritte Moglichkeit besteht darin, daR die YdeD-Uberproduktion zu einer
verminderten Nettoaufnahmerate fuhrt, was ein gutes Indiz dafir ware, daR die
entsprechende Verbindung sofort nach Aufnahme in die Zelle durch eine Export-Aktivitat von
YdeD wieder ausgeschleust wird (Abb. 17C).

Abbildung 17: Modelle fur eine mogliche Beteiligung von YdeD an Transport-
prozessen. A. YdeD ist weder an der Aufnahme noch am Efflux der Verbindung beteiligt. B.
YdeD stellt ein Aufnahmesystem flr die entsprechende Verbindung dar. C. YdeD vermittelt
den Efflux der Verbindung. **C-AS steht dabei fiir eine beliebige [**C]-markierte Aminosaure.

5.1. Aufnahme von [*C]-Cystin

Zunéchst wurde der Transport von [**C]-Cystin untersucht. Dazu wurden die Zellen in der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet und zweimal mit einem Puffer, der Chloramphe-
nicol enthielt, gewaschen. Chloramphenicol diente dazu, die Proteinbiosynthese der Zelle zu
blockieren, damit bei den in vivo-Transportversuchen die radioaktiv-markierten Aminosauren

nicht in Proteine inkorporiert werden, sondern als freie Molekiile in der Zelle vorliegen. Dies
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wiederum ist eine wesentliche Voraussetzung dafir, dald es auch wieder zu einem Export
dieser Verbindungen kommen kann (vgl. Abb. 17C).
Die gewaschenen Zellen wurden dann in entsprechender Verdinnung direkt in den

Transportversuch eingesetzt (s. Material und Methoden, Abschnitt 5.3.).

Das Ergebnis des Cystin-Aufnahmeexperiments stellte sich wie folgt dar: Die Zellen zeigten
nach YdeD-Uberproduktion eine deutlich langsamere Initialrate bei der Nettoaufnahme von
Cystin als die Kontrollzellen (Abb. 18A), was sich gut mit dem in Modell C (Abb. 17)
dargestellten Szenario beschreiben lafRt. Demnach wirde Cystin zwar zunachst von den
YdeD-lberproduzierenden Zellen mit derselben Rate wie von den Kontrollzellen
aufgenommen, aber sofort durch die Export-Aktivitdt von YdeD wieder ausgeschieden
werden. Dabei ist es allerdings wahrscheinlich, dal3 das Cystin in der Zelle aufgrund des
hohen Reduktionspotentials zuerst mit Hilfe von Thioredoxin oder Glutathion zu Cystein

reduziert (Funane et al., 1987) und in dieser Form wieder ausgeschleust wird.
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Abbildung 18: In vivo-Transport von [**C]-Cystin. Die Anzucht der Stamme MC4100 (A)
und BTM149 (B), jeweils mit den Plasmiden pKP291 bzw. pACYC184-LH, erfolgte in SM1-
Medium mit Thiosulfat (1,6 mM) und 10% LB-Anteil. Die Aufnahme wurde durch Zugabe von
0,2 uCi [**C]-Cystin ad 50 pM (spezifische Aktivitat: 13,3 pCi/umol) gestartet. Von einer
Probe einer noch unmarkierten Zellsuspension wurde jeweils der Proteingehalt bestimmt.

Eine weitere Erklarung fir die drastisch verminderte Cystin-Aufnahmerate der YdeD-
Uberproduzierenden Zellen kénnte jedoch sein, daR entweder speziell das Cystin-

Aufnahmesystem oder Membrantransportprozesse allgemein bei YdeD-Uberproduktion
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beeintrachtigt sind. Wie im folgenden dargestellt, konnte aber gezeigt werden, daf} beide
Maoglichkeiten unwahrscheinlich sind.

Bekanntermal3en besitzt E. coli zwei Aufnahmesysteme fir Cystin (Leive und Davis, 1965).
Dabei besitzt das spezifische System eine hohe Affinitat fir Cystin (K, =2 x 10° M),
wahrend das allgemeine System, das neben Cystin auch noch a,e-Diaminopimelinsdure
transportiert, einen deutlich niedrigeren K,-Wert von 3 x 10”7 M aufweist (Berger und Heppel,
1972). Die Substratbindung erfolgt in beiden Systemen Uber periplasmatische Bindeproteine.
Obwohl die Regulation der Expression dieser Systeme noch nicht im Detail bekannt ist, gibt
es Hinweise dafir, dal3 zumindest das allgemeine Cystin-Aufnahmesystem Teil des Cystein-
Regulons ist und dal3 somit seine Synthese in Abhangigkeit von der S-Quelle reguliert wird.
Wie aus vorhergehenden Versuchen bekannt, war unter den speziellen Anzuchtbedingungen
fur das Cystin-Aufnahmeexperiment (SM1-Medium mit Thiosulfat und 10% LB-Medium) zum
Zeitpunkt der Ernte das Cystein-Regulon der YdeD-uiberproduzierenden Zellen nur etwa halb
so stark induziert, wie bei den Kontrollzellen (vgl. Tab. 7). Als Folge davon war vermutlich ein
Cystin-Aufnahmesystem nicht in dem Umfang vorhanden wie bei den Kontrollzellen. Dal3 die
verminderte Cystin-Nettoaufnahme bei YdeD-uberproduzierenden Zellen aber dennoch nicht
die Folge des Mangels an einem Aufnahmesystem war, konnte dadurch untermauert
werden, daR sich fur CysB®-Zellen, bei denen auch trotz YdeD-Uberproduktion das Cystein-
Regulon vergleichbar stark induziert ist, ein &hnliches Bild ergab, wie fir den CysB-
Wildtypstamm MC4100 (Abb. 18B).

Um zu untersuchen, ob moglicherweise eine allgemeine Beeintrachtigung von Membran-
transportprozessen durch YdeD die Ursache fir die langsamere Cystin-Aufnahme war,
wurde exemplarisch die Aufnahme von Phenylalanin getestet. Phenylalanin ist eine von
Cystin strukturell deutlich verschiedene Aminosdure und wurde zudem nie im
Kulturiberstand von YdeD-Uberproduzierenden Zellen nachgewiesen, was bedeutet, dafd
Phenylalanin offenbar kein Substrat fur YdeD darstellit.

Fur Phenylalanin gibt es ebenfalls mehrere Transportsysteme. Dabei codiert das aroP-Gen
fur das allgemeine Aufnahmesystem fir aromatische Aminosauren (Brown, 1970) und das
pheP-Gen fir das phenylalanin-spezifische System (Pietal., 1991). Der Transport von
Phenylalanin wird in beiden Systemen von der protonenmotorischen Kraft angetrieben
(Pittard, 1996). Die Beteiligung des azaB-Genprodukts am Transport von aromatischen
Aminosauren ist noch unklar (Williams et al., 1980).

Das Resultat des Transportversuchs mit Phenylalanin laf3t sich gut mit Hilfe des in Abbildung
17 dargestellten Modells A interpretieren, was bedeutet, daf3 YdeD an diesem Transport-
prozel3 offenbar nicht beteiligt ist und ihn auch nicht signifikant negativ beeinflu3t (Abb. 19).
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Daraus ist abzuleiten, daR bei YdeD-Uberproduktion wahrscheinlich auch andere Transport-

vorgange nicht nennenswert beeintrachtigt sind.

10 Abbildung 19: In vivo-Transport von
o pACYC184-LH [**C]-Phenylalanin. Die Anzucht des
Stammes MC4100 pKP291 bzw.

8 [ | —e— pKP291 PACYC184-LH erfolgte wie in der

Legende zu Abbildung 18 beschrie-
ben. Die Aufnahme wurde durch Zu-
gabe von 0,2 puCi [*C]-Phenylalanin
ad 100 pM (spezifische Aktivitat: 6,6
pCi/umol) gestartet.
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5.2. Aufnahme von [*C]-O-Acetylserin
Nachdem Zellen bei YdeD-Uberproduktion auch OAS ausscheiden, sollte die Beteiligung von
YdeD am OAS-Transport dhnlich wie fur Cystin mit Hilfe von in vivo-Aufnahmeexperimenten

untersucht werden.

Da radioaktiv-markiertes OAS nicht kommerziell erhaltlich ist, wurde [**C]-OAS zunachst aus
[*C]-Serin und Eisessig hergestellt. Die Umsetzung wurde mittels Diinnschichtchromato-
graphie und anschlieBender Autoradiographie Uberprift. Die densitometrische Quanti-
fizierung ergab eine Ausbeute von ca. 95 % [**C]-OAS mit begleitenden Verunreinigungen in

Form von nicht-umgesetzten [**C]-Serin und gebildetem [**C]-NAS von je 2-3 %.

Uber die OAS-Aufnahme von E. coli ist bisher nichts bekannt. Da OAS aber eine bedeutende
Rolle in der Cystein-Biosynthese spielt, ware es durchaus denkbar, dal} ein potentielles
OAS-Aufnahmesystem ein Teil des Cystein-Regulons ist. Um aber schon a priori auszu-
schlieRen, dall die OAS-Aufnahme durch unterschiedlich starke Induktion des Cystein-
Regulons beeinfluldt wird, erfolgte die Anzucht in SM1-Medium mit Cystin als zuséatzlicher
S-Quelle. Unter diesen Bedingungen ist das Cystein-Regulon in YdeD-Uberproduzierenden
Zellen etwa vergleichbar stark induziert wie in den Kontrollzellen (s. Tab. 7).

Die initiale OAS-Aufnahmerate war bei YdeD-Uberproduktion deutlich niedriger als bei den

Kontrollzellen (Abb. 20), was ahnlich wie bei dem Transportexperiment mit Cystin dadurch
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erklart werden konnte, daf? das aufgenommene OAS durch die Aktivitat des YdeD-Proteins
sofort wieder aus der Zelle ausgeschleust wird, was eine langsamere OAS-Nettoaufnahme
zur Folge hétte (vgl. Modell C in Abb. 17).

6 Abbildung 20: In vivo-Transport
von [*C]-O-Acetylserin. Die An-
5 | zucht des Stammes W3110 pKP291

bzw. pACYC184-LH erfolgte in SM1-
Medium mit Cystin (0,5 mM) als
4 r zuséatzlicher S-Quelle. Die Aufnahme
wurde durch Zugabe von 0,2 pCi
[**C]-O-Acetylserin ad 100 pM (spezi-
fische Aktivitat: 6,6 uCi/umol) ge-

O-Acetylserin-Aufnahme [nmol/mg Protein]
w

startet.
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6. Analyse weiterer Exkretionsprodukte bei YdeD-Uberproduktion

Bei der Analyse des Mediums auf den Gehalt verschiedener Aminosauren nach Wachstum
von YdeD-uberproduzierenden Zellen wurden neben OAS noch weitere ninhydrin-reaktive
Verbindungen detektiert. Neben den Aminosauren Glutaminsédure und Valin, die bei den
Kontrollzellen ebenfalls nachgewiesen werden konnten, waren aber vor allem die bei
35.24 min, 40.31 min und 89.83 min eluierenden Substanzen von Interesse, da sie
offensichtlich nur bei YdeD-Uberproduktion ausgeschieden wurden (s. Abb. 12).

Eine Analyse durch Cochromatographie mit authentischen Referenzverbindungen erbrachte,
da sich das Signal bei 35.24 min aus moglicherweise Asparagin und Glutamin
zusammensetzte, da das Elutionsverhalten dieser Substanzen auf der Saule des
Aminosaure-Analysators nicht zu unterscheiden war. Deshalb wurde zur genauen
Differenzierung eine andere Analysemethode angewendet: Nach der Derivatisierung der
aminogruppen-haltigen Verbindungen des Kulturiberstandes mit o-Phthalaldehyd (OPA)
erfolgte eine chromatographische Auftrennung Uber eine Reverse-Phase/HPLC-Saule
(C. Gaebert, Consortium). Mittels dieser Analyse konnte eindeutig nachgewiesen werden,
daf} sowohl Asparagin als auch Glutamin in der Probe enthalten waren (Abb. 21).

AuBerdem konnte noch Homoserin als eine spezifisch von YdeD-uberproduzierenden Zellen
ausgeschiedene Verbindung identifiziert werden (Abb. 21; Verbindung bei 40,31 min bei
Analyse mit dem Aminosaure-Analysator in Abb. 12A).
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Die bei 89,83 min eluierende Substanz (vgl. Abb. 12A) konnte trotz Verwendung aller 20
proteinogenen Aminoséuren, verschiedener Aminosaurederivate und Aminozucker als
Referenzen nicht eindeutig bestimmt werden. Entsprechend dem Retentionsverhalten kdnnte
es sich um eine positiv geladene Aminosaure handeln, da sie zu einem &hnlichen Zeitpunkt

wie Lysin und Arginin eluiert.
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Abbildung 21: Reverse-Phase/HPLC-Trennung von OPA-derivatisierten Aminosauren.
Nach 24 h Wachstum von W3110 pKP291 (Anzucht wie in Legende zu Abbildung 12 be-
schrieben) wurde der Kulturiiberstand (100 pl) mit OPA-Reagenz (1 pl) versetzt und 1 pl
wurde davon automatisch auf die Saule aufgespritzt. Die Detektion der fluoreszierenden
Verbindungen erfolgte bei 338 nm. Bei den Verbindungen bei 9.540 min und 12.063 min
handelt es sich um verschiedene OPA-Derivate von NHs.

6.1. Verlauf der Exkretion von Asparagin und Glutamin

Die Exkretion von Asparagin und Glutamin war aus zweierlei Hinsicht von besonderem
Interesse. Erstens wurden diese Aminosauren wie OAS spezifisch von YdeD-
Uberproduzierenden Zellen ausgeschieden und zweitens erfolgte dies bereits wahrend des
exponentiellen Wachstums, einer Phase, in der die Zellen normalerweise einen
ausgeglichenen und aufeinander abgestimmten Aminosaurestoffwechsel haben.

Betrachtet man nun die Exkretion von Asparagin und Glutamin wéhrend verschiedener
Wachstumsphasen, kann man fur beide Verbindungen einen &ahnlichen Verlauf erkennen

(Abb. 22). In der exponentiellen Phase erfolgte die starkste Exkretion, die sich aber schon in
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der frihstationdren Phase verlangsamte und im Falle von Glutamin kam es zu diesem
Zeitpunkt sogar schon zur Wiederaufnahme in die Zelle. Im weiteren Verlauf wurde Glutamin
schlielich vollstandig reabsorbiert und auch Asparagin wurde zumindest teilweise
wiederaufgenommen. Glutamin erreichte eine Maximalkonzentrationen im Medium von etwa

1,2 mM, Asparagin etwa 3,2 mM.
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Abbildung 22: Verlauf der Asparagin- und Glutamin-Exkretion bei YdeD-Uber-
produktion. Die Bestimmung des Asparagin- und Glutamin-Gehalts im Medium von YdeD-
Uberproduzierenden Zellen erfolgte nach Derivatisierung der Aminosauren mit OPA
(vgl. Abb. 21). Dazu wurden Uberstande derselben Kultur wie in der Legende zu Ab-
bildung 14 beschrieben verwendet.

6.2. Exkretionsprodukte der spatstationédren Phase

Die in den Abbildungen 12A und 21 gezeigten Elutionsprofile beschreiben die Situation in der
logarithmischen und frihstationaren Wachstumsphase von YdeD-lUberproduzierenden
Zellen. In der spatstationdren Phase anderte sich dann die Zusammensetzung der im
Medium vorhandenen Verbindungen nochmals deutlich (Abb. 23). Der Asparagin- und
Glutamin-Gehalt war merklich gesunken. Zuséatzlich war nun Asparaginsaure vorhanden, die
wahrscheinlich mittels einer der Asparaginasen von E. coli (Campball et al., 1967) aus dem

zuvor ausgeschiedenen und reabsorbierten Asparagin gebildet wurde.

Eine weitere Verbindung, die in dieser Phase allerdings auch bei den Kontrollzellen zu finden
war, ist die y-Aminobuttersdure (GABA). GABA kann aus Glutaminsdure mit Hilfe der
Glutaminsaure-Decarboxylase gebildet werden, damit die Zellen unter sauren Bedingungen

einen physiologisch vertraglichen pH-Wert aufrechterhalten kbnnen (Smith et al., 1992).
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Spezifisch fur YdeD-Uberproduzierende Zellen unter den gegebenen Anzuchtbedingungen
war dagegen das Vorhandensein von a-Aminobuttersdure (ABA), welche aus a-Ketobutyrat
in einer von der Transaminase C (avtA-Genprodukt) katalysierten Reaktion gebildet wird
(Rudman und Meister, 1953). Diese Reaktion dient bekanntermaf3en der Entgiftung von
o-Ketobutyrat, das bei tbermafiger Akkumulation toxisch wird, da es als Pyruvat-Analogon
wirken kann (Barak et al., 1987). Unter den gegebenen Bedingungen verhinderte vermutlich
das in hoher Konzentration vorhandene Valin (ca. 5 mM) als effektiver Inhibitor der
Acetohydroxysaure-Synthasen | und Ill die weitere Metabolisierung von a-Ketobutyrat zu
Isoleucin (Leavitt und Umbarger, 1962), was schlief3lich zur Akkumulation von a-Ketobutyrat
fuhrte.
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Abbildung 23: Analyse des Mediums einer spatstationaren Kultur von YdeD-
uberproduzierenden Zellen. Gezeigt ist das Elutionsprofil des Kulturiiberstandes von
W3110 pkP291 aus Abbildung 12A nach 39 h Wachstum. Die Aufarbeitung und Analyse der
Probe erfolgte mittels des Aminosaure-Analysators wie in der Legende zu Abbildung 12
beschrieben.

6.3. Wachstum nach Supplementation mit aliphatischen Aminosauren

In friheren Experimenten war beobachtet worden, dald sich YdeD-uberproduzierende Zellen
bei Wachstum in LB-Vollmedium weder in der Wachstumsrate noch in dem maximalen
Zellertrag von den Kontrollzellen unterschieden (Daten nicht gezeigt). Dagegen war fur das
Wachstum von YdeD-uberproduzierenden Zellen in Minimalsalzmedium die Supplementation

mit reduzierten S-Verbindungen eine unerlaf3liche Voraussetzung (s. Abb. 9). Dennoch
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konnte selbst nach Zugabe von Cystin nie die maximale Zelldichte, die von den
Kontrollzellen erreicht wurde, erzielt werden (s. Abb. 10).

Ein Mangel an Glukose, die in allen Experimenten als Kohlenstoff-Quelle diente, konnte
ausgeschlossen werden, da selbst nach 38 h Inkubation noch mehr als 3 g/l im Medium
nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu hatten die Kontrollzellen die Glukose schon deutlich
friher vollstandig verbraucht.

Die Beobachtung, daf3 YdeD-uberproduzierende Zellen nicht nur OAS und Cystein, sondern
auch noch eine Reihe anderer Aminosauren ausscheiden, lie3 vermuten, daf? die Ursache
fur diesen Wachstumsdefekt méglicherweise im zusatzlichen Mangel einer oder mehrerer
Aminosauren zu suchen war. Deshalb wurden erneut Wachstumsexperimente durchgefihrt,
bei denen das SM1-Medium nun zusatzlich zu den S-Quellen Thiosulfat und Methionin noch
mit weiteren Aminosauren, entweder einzeln oder in Kombination, supplementiert worden
war.

Dabei fiel auf, dal’3 der Zusatz von Verbindungen, die von YdeD-lberproduzierenden Zellen
ausgeschieden werden, wie beispielsweise Asparagin, Glutamin oder ABA, den Zellertrag
nicht wesentlich verbessern konnte (Daten nicht gezeigt).

Durch die gemeinsame Supplementation der zwei aliphatischen Aminosauren Isoleucin und
Leucin konnten jedoch Zellertrdge, die mit denen der Kontrollzellen vergleichbar waren,
erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Eine ahnliche Beobachtung war auch bei dem Cystein-
Produktionsstamm gemacht worden: Auch hier kann das Wachstum in Minimalmedium durch
Supplementation mit Methionin, Leucin und Isoleucin verbessert werden (T. Maier, person-

liche Mitteilung).

7. Azaserin-Resistenz bei YdeD-Uberproduktion

Azaserin, ein Aminosaurederivat und Strukturanalogon von OAS (Hulanika et al., 1979) und
Glutamin (Buchanan, 1982), wirkt als Inhibitor einiger glutamin-abhéangiger Enzyme in der
Purin-Synthese und ist unter bestimmten Anzuchtbedingungen schon bei geringer
Konzentration toxisch (Williams und Tritz, 1977). Deshalb war es interessant, die Wirkung

von Azaserin auf YdeD-Uberproduzierende Zellen zu untersuchen.

Zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Azaserin wurde das
Wachstum des Stammes W3110 pKP291 bzw. pACYC184-LH entweder in LB-Medium oder
in SM1-Minimalmedium in Gegenwart verschiedener Azaserin-Konzentrationen getestet.

YdeD-uberproduzierende Zellen zeigten sowohl in Vollimedium als auch in Minimalmedium
eine signifikant hthere Resistenz gegen Azaserin als die Kontrollzellen (Tab. 9). Die
allgemein hohere Resistenz im Vollmedium la3t sich dadurch erklaren, dal3 der toxische
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Effekt von Azaserin durch die Présenz verschiedener Aminosauren verringert werden kann
(Williams und Tritz, 1977).

Tabelle 9: EinfluR der YdeD-Uberproduktion auf die Azaserin-Resistenz

MHK von Azaserin (mM)

Stamm / Plasmid LB-Medium SM1-Medium?
W3110 pACYC184-LH 1,3 0,5
W3110 pKP291 (ydeD) > 2,6 1,0

a. Das SM1-Medium enthielt neben Thiosulfat noch 10 % LB-Medium (v/v).

Azaserin gelangt vermutlich mittels des allgemeinen Aufnahmesystems fir aromatische
Aminoséauren AroP in die Zelle (Williams et al., 1980). Da gezeigt werden konnte, dal3 die
Aufnahme der aromatischen Aminosaure Phenylalanin durch die YdeD-Uberproduktion nicht
beeinflul3t wird (s. Abb. 19), darf man annehmen, dal} die Ursache fur die erh6hte Resistenz
der YdeD-uUberproduzierenden Zellen nicht auf einer verminderten Azaserin-Aufnahme

beruhte.

Azaserin stellt aufgrund seiner Ahnlichkeit zu OAS auch ein gutes Substrat fur die beiden
O-Acetylserin-Sulfhydrylasen CysK und CysM dar (Hulanika et al., 1979). Dabei kann
Azaserin mit Sulfid zu Cystein und Diazoessigsaure umgesetzt werden, wobei letztere
Verbindung fir die Zellen toxisch ist (Hulanika et al., 1979).

Da in YdeD-uberproduzierenden Zellen das Cystein-Regulon nicht so stark induziert ist wie
bei den Kontrollzellen, kénnte die Ursache fir eine erhdhte Resistenz gegen Azaserin in der
schwacheren Expression der cyskK- und cysM-Gene liegen, was wiederum eine verminderte
Diazoessigsaure-Bildung zur Folge hatte. Um dies auszuschlieBen, wurde die Azaserin-
Resistenz der cysK-cysM-Doppelmutante W3110AKM untersucht, da hier die Bildung der
toxischen Diazoessigsdure grundsatzlich nicht mehr moglich war.

Fur diesen Ansatz war der Stamm W3110AKM auf3erdem noch mit dem Plasmid pTG29
transformiert worden, einem Derivat von pKP291, das neben dem ydeD-Gen auch noch das
cyseX-Allel unter der Kontrolle des nativen cysE-Promotors enthalt (Winterhalter und
Leinfelder, 1997). Das cyseEX-Gen codiert fur eine Serin-Transacetylase, die nicht mehr
durch Cystein gehemmt werden kann, was eine deregulierte und damit verstarkte OAS-
Synthese zur Folge hat. Unter der Annahme, dafl3 diese Zellen somit einen hdheren internen
OAS-Spiegel besitzen als Zellen ohne das zusétzliche cysEX-Allel, mifte dies auch
Auswirkungen auf die Resistenz gegen Azaserin haben. Wenn das postulierte Modell mit

YdeD als Exporter von verschiedenen Aminosauren und Azaserin richtig ist, sollte OAS bei
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héherer Konzentration verstarkt mit Azaserin um den YdeD-vermittelten Efflux konkurrieren,
was zu einem verminderten Azaserin-Export und damit zu einer erhdhten Azaserin-
Sensitivitat fuhren wiirde. Um diese These zu testen, wurde die Azaserin-Resistenz in
analoger Weise zu dem oben beschriebenen Verfahren untersucht.

Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abbildung 24 dargestellt. Es konnte zwar keine
eindeutige MHK bestimmt werden, da alle Stamme selbst bei 1 mM Azaserin noch
Wachstum zeigten, dennoch war mit steigender Azaserin-Konzentration ein deutlicher Unter-
schied in der maximal erreichten Zelldichte zwischen den Stdmmen zu beobachten. Dabei
war der Stamm mit pKP291 (ydeD) erneut deutlich resistenter als die Kontrolle mit
pACYC184-LH, was bedeutet, daR die erhdhte Azaserin-Resistenz in YdeD-Uber-
produzierenden Zellen nicht durch eine verminderte Diazoessigsaure-Bildung verursacht
wurde. Der Stamm mit pTG29 (ydeD, cysEX) zeigte ein intermedidres Resistenzniveau, was
gut mit der oben vorgeschlagenen Hypothese Ubereinstimmt, dal3 die Azaserin-Sensitivitét

mit einem hdheren internen OAS-Spiegel wieder steigt.
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Abbildung 24: Azaserin-Resistenz von W3110AKM bei YdeD-Uberproduktion. Die
Anzucht erfolgte in SM1-Medium, das mit 2% LB-Medium und 0,5 mM Cystin supplementiert
worden war.
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8. Anséatze zur Charakterisierung der Funktion von YdeD in Wildtypzellen

Neben der Charakterisierung der physiologischen Folgen, die durch eine artifizielle
Uberproduktion von YdeD hervorgerufen werden, sollte desweiteren die natirliche Funktion
des ydeD-Genprodukts in einem E. coli-Wildtypstamm untersucht werden. Ware diese
Funktion bekannt, kdnnte man mdglicherweise die Aktivitat des Proteins gezielt im Hinblick
auf den Cystein-Fermentationsprozel3 verandern.

Fur die Analyse der natirlichen Funktion von YdeD wurden zwei prinzipiell verschiedene
Wege beschritten. Zum einen wurde der Phéanotyp einer chromosomalen ydeD-Mutante
untersucht und zum anderen sollte die Regulation der Expression des ydeD-Gens mit Hilfe
einer Reportergen-Fusion charakterisiert werden. Dadurch bekédme man Einblick in die
Bedingungen, unter denen das YdeD-Protein gebildet wird, woraus wiederum eine mégliche

physiologische Funktion fir YdeD abgeleitet werden kénnte.

8.1. Phanotypische Charakterisierung einer ydeD-Insertionsmutante

Bei der Konstruktion der chromosomalen ydeD-Mutante V324A299 wurde das ydeD-Gen des
Stammes V324 (recD’) durch Insertion einer Kanamycin-Resistenzkassette in die einzige
Mlul-Schnittstelle des Gens zerstort (Daliler et al., 2000). Da die Charakterisierung dieser
ydeD-Mutante aber in einem Stamm mit einem definierten genetischen Hintergrund erfolgen
sollte, wurde zunachst das zerstdrte ydeD-Allel mittels P1-Transduktion (Miller, 1992) aus
V324A299 in den Stamm MC4100 Ubertragen. Durch PCR-Analyse unter Verwendung der
Oligonukleotide TD17 und TD18 wurde der korrekte Austausch des ydeD-Wildtypallels
gegen das ydeD::kan-Allel bestétigt. Der resultierende Stamm wurde mit MC4100A299

bezeichnet.

Auf der Suche nach einem mef3baren Phanotyp der ydeD-Mutante MC4100A299 wurde das
Wachstumsverhalten unter verschiedenen Bedingungen getestet und mit dem ydeD-Wildtyp
verglichen. Neben dem normalen Wachstum in LB-Vollmedium und in M9-Minimalsalz-
medium unter aeroben wie anaeroben Bedingungen, wurde auch das Verhalten bei
plotzlicher Einwirkung eines externen Stref3faktors untersucht. Dazu wurde beispielsweise
die Inkubationstemperatur unvermittelt von 37 °C auf 21 °C abgesenkt oder auf 44 °C ange-
hoben.

In anderen Versuchen wurden die Zellen in ein Medium mit einer sehr hohen oder einer sehr
geringen K*- oder Na'-lonen-Konzentration tberfiihrt und somit einem osmotischen Schock
ausgesetzt, um zu Uberprifen, ob YdeD ahnlich wie postulierte oder bekannte Transporter
(Meury, 1988; Jebbar et al., 1992) oder mechanosensitive Membrankandale (Schleyer et al.,

1993; Cui et al., 1995; Berrier et al., 1992) mdglichweise an der Osmoregulation beteiligt ist.
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Desweiteren wurde untersucht, ob YdeD nicht nur bei artifizieller Uberproduktion, sondern
auch unter Wildtypbedingungen, eventuell als eine Art Entgiftungssystem an der Exkretion
von Metaboliten des Cystein-Stoffwechsels beteiligt ist. Der Bedarf fur einen solchen
Entgiftungsmechnismus ware z. B. in einer Situation gegeben, wenn den Zellen nach einer
Phase des S-Mangels unvermittelt eine gute S-Quelle wie Sulfat oder Thiosulfat zur
Verfligung steht, was eine rapide Cystein-Synthese zur Folge hatte (Ubersicht in Kredich,
1996). Entsprechend dieser Uberlegung sollte eine ydeD-Mutante bei einem Wechsel der
S-Quelle von beispielsweise Djenkolat zu Sulfat oder Thiosulfat einen deutlichen Nachteil
haben, da ihr das potentielle Entgiftungssystem fehlt. Ahnliches gilt auch fiir ein unver-

mitteltes Angebot von OAS in hoher Konzentration.

In allen Versuchen konnte jedoch kein Unterschied im Wachstumsverhalten zwischen der
ydeD-Mutante und dem Wildtyp festgestellt werden (Daten nicht gezeigt), was vermuten laf3t,
daB - zumindest unter den getesteten Laborbedingungen - das YdeD-Protein nicht essentiell

fur das Zellwachstum ist.

8.2 Charakterisierung der ydeD-Expression mittels einer Reportergen-Fusion

Eine weitere Moglichkeit zur Analyse der natirlichen Funktion eines unbekannten Proteins
besteht darin, Bedingungen zu identifizieren, unter denen das entsprechende Gen verstarkt
exprimiert wird. Um die Expression des ydeD-Gens zu untersuchen, wurden ydeD-lacZ-

Fusionen verwendet.

8.2.1. Konstruktion einer transkriptionellen und einer translationalen lacZ-Fusion mit
der Promotorregion von ydeD

Zunachst wurde mittels PCR unter Verwendung der Oligonukleotide TD24 und TD25 und der
chromosomalen DNA von MC4100 als Matrize ein 215 bp langes DNA-Fragment amplifiziert,
das sich Uber den putativen Promotorbereich des ydeD-Gens von Position -194 bis +21
relativ zu dessen Translationsstart erstreckt (Abb. 25). Dabei setzte das Oligonukleotid TD24
direkt am Startcodon des ydeF-Gens an, das relativ zum ydeD-Gen in inverser Orientierung
auf dem Chromosom liegt. Uber die in den Oligonukleotiden enthaltenen Restriktionsschnitt-
stellen fur EcoRI (TD24) und BamHI (TD25) wurde das Fragment in die ebenfalls mit
EcoRI/BamHI geschnittenen Vektoren pRS551 und pRS552 (Simons et al., 1989) kloniert.
Im Falle von pRS551 entstand dabei eine Transkriptionsfusion zwischen der ydeD-
Promotorregion und dem vollstandigen lacZ-Gen inklusive dessen Ribosomenbindestelle,
was bedeutet, dal3 die Expression des lacZ-Gens nur Uber die Transskriptionseffizienz des
ydeD-Promotors reguliert wird. Das resultierende Plasmid wurde mit pTK299 bezeichnet. Im
Falle von pRS552 entstand eine Translationsfusion, bei der das 5'-terminal trunkierte lacZ-
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Gen (es fehlen die ersten acht Codons) im korrekten Leseraster hinter die ersten sieben
Codons des ydeD-Gens gesetzt worden war. Bei dem Fusionsplasmid pTL299 ist die
Expression des lacZ-Gens nicht nur von der Transkriptionseffizienz des ydeD-Promotors,
sondern auch von der Starke der Translationsstartsignale des ydeD-Gens abhangig. Durch
Sequenzanalyse mit Hilfe des Oligonukleotids REG7B wurde die Richtigkeit der klonierten

Sequenzen bestatigt.

TD24
GAGCGTCGTA GGGATAAGIT CATTTGICTG TCCGGCAGIG

CGITTCGITA
-----

TGTTTTGITT TAGAGATGTA AAGAAATAGC ATGGCAAAAA TCCGAAGTAT 100

AGCGACTTAT TTGCGCATTA ATGCCGICGIT AACCGGCGAC

-35 -10
ACTGITAAAG AAAAGTAAAT TCAGCTAAGTI TGATTGCTTA
TD25

AATTCAGAGG CGGTAGAATG T AT T

AAATTTTGIG GITCATCAAAG

TAACGAATCA

CAAAAGATGA 200

GGECCCTACTG

GIAGIGGICG TATGGGEGEECT TGGEGECTTCA 300

TAACATGCCA
TTCCGGCTAT
CTGGGGTATG
TGCCATTAAC
CACAGCECGTT
CTGCATGCCA
GGTGITAATC
TTATGTTGAC
AATAAAAAGA
AATCTGGAGC
TTCTCGATGG
ACCACCATCT
TTATGGGATC
CACCGITATC

CCGCTGATGC
CTTTTTTGIC
GATTAACCAT
TTCGGTATGC
TTTTACTATC
AACAATTGEC
GAAGATAGTC
CCTGGCGCECA
TCATGTCGCA
GCTTTAATCC
TTCCGCAACC
TGICTCTGAT
TGEEEGACGT
GITACTGGTG

TGECCGEGITT GCCCTTTATG
GCACGACCGA AAGTACCACT
CAGITTTGCG CAGITTGCTT
CTGCTGGACT GECTTCECTG
ATGCTTGECG CGTTTACTTT
GGGGATCGCC TTAGCGATTT
TGAACGGTCA GCATGIGECG
GCATTTAGIT GGECGIGTGG
CTCAACGCGT CCGGECGGTGA
CAATCATTCC CTTCTTTGIT
ATGATTCACA GICTGGITAC
GTATCTGECG TTTGTGGCGA
TACTGGGACG CTATGAAACC
CCCGTAGTAG GACTGGCAAG

CTGGICGCTT
GAATTTGCTG
TTCTTTTTTG
GIGTTACAGG
CGGGEGAGCGA
TTGECGTACT
ATGCTCGCECT
CAACATCTTC
TGTCGCTGGT
GCCTCCCTGA
TATCGATATG
CAATTGITGG
TGECCEETTG
TGCGGECACTA

400

500

600

700

800

900

1000

TTGTTGGATG AACGCTTAAC
TATGACCGGEG CTGTATATCA

GGGTCTGCAA TTTTTAGGTG
ATGTATTTGG CTTGCGGTGG

CGGTIGCTCAT

CGTAAAGCGG 1100

TAAAGGTGGG AAGTTAATAA

---(ydeD- Ende

(IJCOCGAGA.T GI'CGGEGECCA GAACAAACTA
_— . —

Abbildung 25: DNA-Sequenz des ydeD-Gens und der stromaufwérts gelegenen
Region. Das Start- und Stoppcodon des ydeD-Gens ist jeweils fettgedruckt dargestellt.
Durch diinne Uberstreichungen ist jeweils die -35-Box und die -10-Box mit der besten
Homologie zur Konsensussequenz von ¢'’-Promotoren angedeutet. Der schattierte Bereich
enthdlt die Terminatorregion von ydeD, eine palindromische GC-reiche Sequenz
(unterstrichen; die beiden Ovale markieren dabei die Spiegelebene) gefolgt von einer AT-
reichen Sequenz. Die beiden fettgedruckten Uberstreichungen markieren die Paarungs-
bereiche der Oligonukleotide TD24 und TD25, die fur die Amplifizierung der putativen
Promotorregion des ydeD-Gens verwendet wurden. Desweiteren ist der Start des Gens ydeF
markiert.
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8.2.2. Integration der ydeD-lacZ-Fusionen in das Chromosom von E. coli MC4100

Um mit der ydeD-Promotorregion hinsichtlich ihrer Kopienzahl pro Zelle méglichst nahe an
der Wildtypsituation zu sein und um Effekte zu vermeiden, die moglicherweise durch eine
unterschiedliche Kopienzahl der Plasmide unter verschiedenen Bedingungen hervorgerufen
werden konnten, wurden die ydeD-lacZ-Fusionen auf das Chromosom des Stammes
MC4100 (lacZ’) gebracht. Diese Integration erfolgte mit Hilfe des Phagen A in die
A-Integrationsstelle des E. coli-Chromosoms. Dazu wurden die mit pTK299 bzw. pTL299
transformierten Zellen von MC4100 mit ARS45 (Simons etal., 1989) infiziert. Die
resultierenden Phagenlysate wurden zur Transduktion von E. coli MC1061 verwendet. Nach
Reinigung der Phagenlinien mittels Selektion der Transduktanten auf ihre Kanamycin-
Resistenz bzw. ihre lacZ-Aktiviat auf MacConkey-Indikatorplatten wurden die integrierten
Phagen wieder aus dem Chromosom freigesetzt. Die auf diese Weise gereinigten
rekombinanten Phagenlinien ATK299 und ATL299 dienten nun zur Infizierung von MC4100-
Zellen. Die resultierenden Stamme M41TK bzw. M41TL tragen die chromosomal integrierten

Fusionen.

8.2.3. Effekt des Transkriptionsaktivators MarA auf die Expression einer ydeD'-lacZ-
Fusion

Der von Cohen et al. (1993) beschriebene mar-locus von E. coli, in dessen unmittelbarer
Nachbarschaft das ydeD-Gen lokalisiert ist (s. Einleitung, Abb. 2), enthalt unter anderem das
Gen fiir den Transkriptionsaktivator MarA. Eine Uberexpression des marA-Gens fiihrt zum
Phanotyp der multiplen Antibiotika-Resistenz (Gambino et al., 1993). Dabei reguliert das
MarA-Protein die Expression einer Vielzahl von Genen (Jair et al., 1995), darunter auch die
des AcrAB-Systems (Okusu et al., 1996), das als Efflux-Pumpe fir eine Reihe von
Antibiotika fungiert und den Zellen damit eine gewisse Resistenz verleiht.

Da das ydeD-Gen zum einen in direkter Nachbarschaft des mar-locus' liegt und zum anderen
fur ein Membranprotein codiert, das am Efflux verschiedener Verbindungen beteiligt ist,
stellte sich als erstes die Frage, ob die Expression von ydeD nicht auch durch den
Transkriptionsaktivator MarA reguliert wird. Um diese Hypothese zu testen, wurde das marA-
Gen zunachst kloniert und dann dessen Effekt auf die Expression der ydeD'-lacZ-

Transkriptionsfusion untersucht.

Das marA-Gen wurde mittels PCR unter Verwendung der Oligonukleotide TD20 (enthélt eine
BamHI-Schnittstelle) und TD21 und der chromosomalen DNA von MC4100 als Matrize
amplifiziert. Nach Restriktion des 0,74 kb langen Fragments mit BamHI und Pvull erfolgte die
Ligation mit dem 3,8 kb-Fragment des BamHI/Nrul-geschnittenen Vektors pBR322, wobei

die Tetracyclin-Resistenzdeterminante des Vektors zerstért wurde. Die Expression des
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marA-Gens wird in diesem Konstrukt (pMarA) von dem starken konstitutiven Promotor des
Tetracyclin-Resistenzgens initiiert (Gambino et al., 1993). Fur Kontrollzwecke wurde die
Tetracyclin-Resistenzdeterminante von pBR322 durch Deletion eines internen EcoRV/Nrul-
Fragments (0,79 kb) inaktiviert. Zellen, die das Plasmid pMarA enthielten, waren fahig, im
Unterschied zu den Kontrollzellen mit dem Plasmid pBRAtet, in Gegenwart von
Chloramphenicol (10 pg/ml) zu wachsen. Aufgrund dieser zusatzlichen Chloramphenicol-
Resistenz wurde bestatigt, da? das marA-Gen im Konstrukt pMarA funktionell exprimiert

wird.

Um den Einflu3 des MarA-Proteins auf die Expression der ydeD-lacZ-Fusionen zu testen,
wurden die Stamme M41TK und M41TL jeweils mit den Plasmiden pMarA bzw. pBRAtet
transformiert. Die Messung der [-Galaktosidase-Aktivitat von exponentiell wachsenden
Zellen erfolgte nach Anzucht in LB-Medium, wobei jedoch kein signifikanter Unterschied im
Expressionsniveau der ydeD'-lacZ-Transkriptionsfusion zwischen den MarA-Uberprodu-
zenten und den Kontrollzellen festzustellen war. Die [-Galaktosidase-Aktivitdten lagen
gleichermalf3en bei etwa 80 Miller-Einheiten. Daraus muf3 man schlie3en, dalR die Expression

des ydeD-Gens nicht vom Transkriptionsaktivator MarA abhéngig ist.

Bei der Bestimmung der Expression der ydeD'-'lacZ-Translationsfusion konnten aber - unab-
hangig von der MarA-Uberprodukion - nur B-Galaktosidase-Aktivititen mit maximal ein bis
zwei Miller-Einheiten gemessen werden. Aus diesem Grund erfolgten alle weiteren Studien
mit dem Stamm M41TK, bei dem deutlich héhere Aktivitdten nachweisbar waren.

Die Ursache dafir, daf3 die Transkriptionsfusion merklich héhere B-Galaktosidase-Aktivitaten
lieferte als die Translationsfusion, liegt vermutlich in der unterschiedlichen Shine-Dalgarno-
Sequenz der jeweiligen Konstrukte. Dabei stellt nicht nur die Basenabfolge dieser Sequenz,
sondern auch deren Abstand zum Startcodon eine kritische GroRRe fur die Expressions-
effizienz eines Gens dar. Bei der Transkriptionsfusion liegt die Ribosomenbindestelle sieben
Basenpaare stromaufwarts des Startcodons des lacZ-Gens und stimmt so mit dem Kon-
sensusabstand gut Uberein (Steitz, 1979). Im Unterschied dazu betragt der Abstand
zwischen der putativen Ribosomenbindestelle und dem Startcodon des chimaren ydeD'-
'lacZ-Gens bei der Translationsfusion nur drei Basenpaare (s. Abschnitte 1.2. und 8.2.1.),

weshalb dieses Translationsstartsignal offensichtlich nur eine schwache Expression zulafit.

8.2.4. Expression des ydeD-Gens unter verschiedenen Anzuchtbedingungen
Aufgrund der Erkenntnis, dal3 die Expression des ydeD-Gens nicht von MarA reguliert wird,
wurde im weiteren Verlauf getestet, ob die Expression moglicherweise durch andere

Faktoren oder bestimmte Wachstumsbedingungen beeinfluf3t wird.
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Da die Uberproduktion des YdeD-Proteins aufgrund des damit verbundenen Efflux von OAS
und Cystein erhebliche Auswirkungen auf den Schwefelmetabolismus hat, wurde untersucht,
ob die Expression des ydeD-Gens als Teil des Cystein-Regulons in Abh&ngigkeit von der
S-Quelle reguliert wird. Dazu wurde der Stamm M41TK mit den Plasmiden pACYC184-LH
(Kontrolle) oder pHC58 bzw. pHC59 transformiert. Diese Plasmide sind Derivate von
pPACYC184-LH, wobei pHC58 das Wildtyp-cysB-Allel enthalt, wahrend pHC59 das Gen fir
den konstitutiven Aktivator CysB® tragt. In beiden Konstrukten wird das jeweilige cysB-Gen
konstitutiv exprimiert (T. Maier, personliche Mitteilung).

Die Anzucht dieser Stamme erfolgte in SM1-Medium, das neben 10% LB-Anteil wahlweise
noch mit Thiosulfat oder Cystin supplementiert worden war (vgl. Abb. 10). Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied in der Expressionsstarke der ydeD'-lacZ-Fusion beobachtet
werden. Auf allen S-Quellen und unabhangig von der Prasenz der verschiedenen cysB-Allele
wurden B-Galaktosidase-Aktivitdten von 60-75 Miller-Einheiten gemessen, was bedeutet,

dal3 das ydeD-Gen offensichtlich nicht Teil des Cystein-Regulons ist.

Um zu testen, ob ein Uberangebot der Hauptexkretionsprodukte Asparagin, Glutamin und
OAS die Bildung des Efflux-Proteins YdeD induzieren kann, erfolgte die Anzucht von M41TK
in SM1-Minimalmedium, dem die genannten Aminosduren einzeln oder in Kombination
(jeweils ad 2 mM) zugesetzt worden waren. Auch hier konnte in keinem Fall eine signifikante
Veranderung der ydeD-Expression im Vergleich zur Kontrolle ohne Supplemente nachge-

wiesen werden.

Vergleicht man allerdings die ydeD-Expression von Zellen, die entweder in SM1-Medium
oder LB-Medium angezogen worden waren, ist ein signifikanter Unterschied festzustellen: In
Minimalmedium ist die Expression der ydeD'-lacZ-Fusion etwa doppelt so stark (150 Miller-
Einheiten) wie in Vollmedium (70 Miller-Einheiten).

Dieses Ergebnis lalt vermuten, dal? das ydeD-Gen mdglicherweise in Abhangigkeit von der
Wachstumsrate exprimiert wird oder dal3 die Verflugbarbeit bestimmter Komponenten im

Medium die ydeD-Expression beeinfluf3t.
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D. DISKUSSION

Die Sequenzierung von inzwischen fast 30 bakteriellen Genomen erbrachte, dafd
offensichtlich eine Vielzahl der Gensequenzen fir putative Transmembranproteine codiert
(Saier, 2000; Aleshin et al., 1999). Von einem Grof3teil dieser Membranproteine ist bekannt
oder es wird zumindest fur sie postuliert, dal® sie an der Aufnahme von Verbindungen in die
Zelle beteiligt sind (Pao et al., 1998). Transportsysteme, die den Efflux von Molekulen
vermitteln, sind dagegen weniger gut charakterisiert (Harley und Saier, 2000), obwohl auch
sie eine wichtige Funktion in der Zelle haben. So sind beispielsweise verschiedene
Exportsysteme fir toxische Verbindungen wie Schwermetalle, Antibiotika oder Losungsmittel
bekannt, die den Zellen als Entgiftungsmechanismen dienen und ihnen dadurch eine hohere
Resistenz verleihen (Silver, 1996; Okusu et al., 1996, White et al., 1997).

Seit einigen Jahren haufen sich nun aber auch Berichte tber Effluxsysteme fur normale
Metabolite des Zellstoffwechsels wie Aminosauren und Zucker. Beispiele fir Aminoséaure-
Transporter sind dabei das LysE-Protein von Corynebacterium glutamicum, das am Export
von Lysin beteiligt ist (Vrljic et al., 1996) und die Proteine der RhtB-Familie in E. coli, die den
Efflux von Homoserin, Homoserinlacton, Threonin und anderen Aminosdauren vermitteln
(Zakataeva et al., 1999). Diese Exporter gehdren alle zu einer relativ einheitlichen Familie
von Membranproteinen (Aleshin et al., 1999). Fur E. coli wurden desweiteren mehrere
Zucker-Effluxsysteme beschrieben, wie der Arabinose-Exporter YdeA (Bost et al., 1999)
sowie die Transporter SetA und SetB, die den Efflux von Glucose, Lactose sowie
verschiedener Glucoside und Galactoside vermitteln (Liu et al., 1999b).

Im Gegensatz zu Exportsystemen fir toxische Verbindungen, bei denen die physiologische
Funktion auf der Hand liegt, ist der Efflux wichtiger zellularer Metabolite durch spezifische
Transporter oder Kanale in vielen Fallen noch nicht verstanden (Buettner et al., 1973; Liu
et al., 1999a; Zakataeva et al., 1999).

1. YdeD, ein neuartiges Effluxsystem fir Aminosauren

Bei dem Versuch, die Produktionsleistung eines Cystein-Produktionsstammes von E. coli zu
verbessern, war ein bis dato nicht-charakterisierter offener Leserahmen identifiziert worden,
der bei Uberexpression die Cystein-Ausbeute deutlich steigern konnte. Dabei handelte es
sich um den ydeD-Genlocus bei min 34 des E. coli-Chromosoms.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, daR das ydeD-Gen fir ein integrales
Membranprotein codiert, das am Efflux von bestimmten Aminosauren beteiligt ist. Ein
Primarsequenz-Vergleich erbrachte, dal YdeD jedoch nicht in die bekannte LysE/RhtB-
Familie von Aminosaure-Exportern eingeordnet werden kann (Aleshin et al., 1999). Vielmehr

ist YdeD der erste umfassend charakterisierte Vertreter der PecM-Familie, die mit mehr als
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40 Mitgliedern eine Vielzahl von putativen Effluxsystemen fiir Aminosauren oder deren
Derivate umfal3t (http://www.expasy.ch/cgi-bin/lists?upflist.txt). Die ubiquitare Verbreitung
von Proteinen der PecM-Familie bei Gram-negativen und Gram-positiven Eubakterien sowie
bei Cyanobakterien und im Reich der Archaea weist auf eine wichtige Funktion dieser
potentiellen Effluxsysteme unter den verschiedensten Lebensbedingungen dieser Organis-

mengruppen hin.
2. Physiologische Konsequenzen der YdeD-Uberproduktion

2.1. Exponentielle Wachstumsphase

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, daR die Uberproduktion von YdeD in Stammen mit einer
deregulierten Cystein-Biosynthese zu einer deutlichen Steigerung der Cystein- und
N-Acetylserin (NAS)-Produktion fiihrt (Winterhalter und Leinfelder, 1997). Uberraschender-
weise stellte sich nun heraus, daR auch E. coli-Wildtypstamme bei YdeD-Uberproduktion
eine Reihe von Aminosauren ausscheiden, die man normalerweise nicht im Medium dieser
Zellen findet. O-Acetylserin (OAS), Asparagin und Glutamin waren die Hauptexkretions-
produkte wahrend der exponentiellen Wachstumsphase, was eine direkte Beteiligung von
YdeD an deren Efflux nahelegt (Abb. 26).

Thiazolidin Asparagin

?
Glutamin

Thiazolidin /1
T

&
Pyruvat <—— Pyruvat Homoserin

Cystein O-Acetylserin

?
Thiazolidin <—
) Homoserin

Cystein

O-Acetylserin — N-Acetylserin

Abbildung 26: Schematische Darstellung einer E. coli-Zelle bei YdeD-Uberproduktion.
Die Hauptexkretionsprodukte wéahrend der exponentiellen Wachstumsphase sind hervor-
gehoben. Prozesse, deren Ablauf oder Lokalisation noch unklar ist, wurden entsprechend
kenntlich gemacht.
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Fur die Zellen hatte dieser YdeD-vermittelte Aminosdure-Efflux einige gravierende
physiologische Konsequenzen, die allerdings ausschlie3lich auf den Ubermafigen Export
von OAS zuriickgefiihrt werden konnten. OAS erflllt in der Zelle zwei wesentliche Aufgaben:
Erstens dient es als direkter Vorlaufer von Cystein und zweitens entsteht daraus in einer rein
chemischen Reaktion der Induktor des Cystein-Regulons, namlich NAS. Ein intrazellularer
OAS-Mangel zieht demnach aus zwei Grinden einen Cystein-Mangel nach sich, was
wiederum zu einem Wachstumsdefekt in Minimalmedium fuhrt.

Die Messung des Induktionsstatus' des Cystein-Regulons erbrachte, dal3 bei YdeD-
Uberproduktion durch den OAS-Efflux und dem daraus resultierenden intrazellularen NAS-
Mangel das Cystein-Regulon nicht induziert und damit die Fahigkeit zur Sulfat-Reduktion
stark beeintrachtigt war. Nachdem Thiosulfat aber direkt als S-Donor im letzten Schritt der
Cystein-Biosynthese dienen kann, war der Schwefeleinbau und damit ein zumindest
mafiges Wachstum auch bei einem nicht- oder nur schwach-induzierten Cystein-Regulon
maglich.

Zur Wiederherstellung der vollen Wachstumsfahigkeit war jedoch die zusatzliche Supple-
mentation von Methionin nétig. Dies ist dadurch zu erklaren, daf? OAS auch die metabolische
Vorstufe fur Cystein darstellt und daf3 durch den OAS-Mangel der grof3e Cystein-Bedarf der
Zelle vor allem fur die Methionin-Biosynthese nur unzureichend gedeckt werden konnte. Von
drei Cystein-Molekilen werden namlich fast zwei der Methionin-Synthese zugefuhrt
(Neidhardt et al., 1990). Der intrazellulare Cystein-Mangel konnte logischerweise aber auch

durch Supplementation allein mit Cystin wieder behoben werden.

Eine weitere Aminosaure, die neben den bereits genannten ebenfalls schon in der frihen
Wachstumsphase in das Medium ausgeschieden wurde, ist Homoserin (Abb. 26). Diese
Verbindung wurde aber wahrscheinlich nicht direkt durch YdeD, sondern durch den
Homoserin-Exporter RhtB ausgeschleust (Zakataeva et al., 1999), und zwar als sekundare
Folge einer anderen Exportaktiviat von YdeD: Aufgrund des YdeD-vermittelten OAS-Efflux’
mufte das Medium wie beschrieben mit Methionin supplementiert werden. Der Zusatz von
Methionin, einem Inhibitor der Homoserin-Transsuccinylase MetA (Abb. 27) (Savin et al.,
1972), bewirkt aber, da die Bildung von O-Succinylhomoserin gedrosselt wird und es so
zunachst zur Akkumulation und schlie3lich zur Exkretion von Homoserin kam. Dal3 die unter
den gleichen Bedingungen kultivierten Kontrollzellen kein Homoserin ausschieden, ist
dadurch zu erklaren, dal3 hier die Homoserin-Bildung durch das in ausreichender Menge
selbst synthetisierte Cystein reguliert wird. Durch seine Aktivitat als Inhibitor der Homoserin-
Dehydrogenase ThrA (Datta, 1967) verhinderte das Cystein die Ubermé&Rige Akkumulation
von Homoserin (Abb. 27).
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der regulatorischen Rolle von Cystein im
Aminosaure-Stoffwechsel. Die Hemmung einzelner Enzyme durch Cystein und Methionin
ist durch gepunktete Linien dargestellt.

2.2.  Frihstationdre Wachstumsphase

Mit dem Ubergang in die stationdre Phase begannen YdeD-iiberproduzierende Zellen die
spezifische Exkretion von Cystein. Es konnte gezeigt werden, daf} dieser Cystein-Efflux eng
mit der Wiederaufnahme des zuvor ausgeschiedenen OAS gekoppelt ist. Der Befund, dal’
die Zellen das OAS wieder aufnehmen, erklart nun, warum das zunachst nicht-induzierte
Cystein-Regulon in der spateren Phase wieder angeschaltet werden konnte.

Dabei liegt die Ursache fur die Reabsorption von OAS hdchstwahrscheinlich in einer
Verringerung der Wachstumsrate. Dies wiederum fiihrt zu einem geringeren Aminosaure-
Bedarf fur die Proteinsynthese und entsprechend haufen sich diese Verbindungen
vortbergehend in der Zelle an. Da die Serin-Transacetylase CysE einer duf3erst effektiven
Feedback-Inhibition durch Cystein unterliegt (K; = 1,1 uM; Kredich und Tomkins, 1966), wird
die OAS-Synthese abrupt gestoppt. Vorhandenes OAS wird jedoch weiter zu Cystein
umgesetzt, so daf’ der intrazellulare OAS-Spiegel derart absinkt, da’ keine Exkretion mehr
erfolgen kann und es zu einer Nettoaufnahme des zuvor extrazellular akkumulierten OAS
kommit.

Das nun unreguliert gebildete Cystein hemmt neben CysE nun auch die Homoserin-
Dehydrogenase ThrA (Datta, 1967) und die Threonin-Deaminase IlIVA (Harris, 1981),
wodurch die Bildung essentieller Intermediate des Isoleucin-Biosynthesewegs (Homoserin
und a-Ketobutyrat) verhindert wird (Abb. 27) (Harris und Lui, 1981). Deshalb konnte das
Wachstum durch zusétzliche Supplementation von Isoleucin und Leucin verbessert werden.
Dieser Befund deckt sich mit der Beobachtung von Mclver und Tapsall (1987), die zeigten,
dal3 der Wachstumsdefekt bei ibermafiig angebotenem Cystein durch gemeinsame Zugabe

der drei verzweigtkettigen Aminosduren behoben werden kann.
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Die Ursache fur die urspringliche Verringerung der Wachstumsrate kénnte entweder im
Mangel eines bestimmten Metaboliten liegen oder aber in der Gbermafligen Akkumulation
von Homoserin. BekanntermalRen kann aus Homoserin und Homoserin-Phosphat jeweils
Homoserinlacton gebildet werden (Abb. 27), was wiederum ein Signalmolekul fir den Eintritt
in die stationare Phase darstellt (Jakubowski und Goldman, 1992; Huisman und Kolter,
1994).

Die Frage, in welcher Form das Cystein von den Zellen ausgeschieden wird, kann nicht
eindeutig beantwortet werden. Dabei sind prinzipiell drei Moglichkeiten denkbar: Cystein wird
ausgeschleust a) als freie Aminosaure, b) gebunden im Thiazolidin und c) in Form von
Cystin. Das hohe Reduktionspotential in der Zelle spricht allerdings dagegen, dal’ es schon
dort zur Bildung von Cystin kommt, so daf} diese Transportform wohl ausscheidet. Die
intrazellulare Bildung von Thiazolidin wéare dagegen durchaus denkbar, da im Cytoplasma
sowohl Pyruvat als auch Cystein in ausreichender Menge vorliegen und auf nicht-
enzymatische Weise miteinander reagieren kénnen (Abb. 26) (Sullivan und Hess, 1937). Die
Thiazolidin-Bildung in der Zelle konnte einen in situ-Schutzmechanismus gegen die
Uubermalige Prasenz freier Sulfhydryl-Gruppen darstellen (Wlodek et al., 1993), wenn
Cystein plotzlich unreguliert gebildet oder im Uberschuf® angeboten wird.

Da jedoch im Kulturiiberstand von E. coli unter den gegebenen Anzuchtbedingungen,
unabhangig von einer YdeD-Uberproduktion, auch eine groRe Menge freies Pyruvat zu
finden war, wére eine extrazellulare Thiazolidin-Bildung ebenfalls denkbar, was allerdings die
Préasenz von freiem Cystein im Medium voraussetzen wirde (Abb. 26). Die These, dal3 die
Zellen das Cystein als freie Aminoséaure ausscheiden, wird dadurch gestitzt, dal3 unter
geeigneten Fermentationsbedingungen im Kulturlberstand des Cystein-Produktions-
stammes kaum Thiazolidin nachweisbar ist. Hier liegt das Cystein aufgrund der starken
Beluftung wahrend der Fermentation Uberwiegend in seiner oxidierten Form als Cystin vor

(T. Maier, personliche Mitteilung).

3. Substrate fur YdeD

Neben der OAS-Exkretion wahrend der exponentiellen Wachstumsphase sprechen auch die
in vivo-Transportversuche mit [**C]-OAS eindeutig dafiir, daR es sich bei YdeD um ein
Effluxsystem fur diese Aminosdure handelt. Vergleicht man nun OAS mit Asparagin und
Glutamin, zwei weiteren spezifischen Exkretionsprodukten wahrend der exponentiellen
Phase, so sind bei OAS und Glutamin einerseits und bei Glutamin und Asparagin
andererseits strukturelle Ahnlichkeiten in der Seitenkette festzustellen (Abb. 28). Daher ist es
naheliegend, dald vermutlich alle drei Aminoséduren von YdeD als Substrate erkannt und

transportiert werden konnen. Auch die erhohte Resistenz von YdeD-uberproduzierenden



67

Zellen gegenuliber Azaserin, dem Strukturanalogon von OAS und Glutamin (Abb. 28), palf3t
gut in das Bild, daf3 YdeD ein Effluxsystem fur OAS und strukturell verwandte Verbindungen
darstellt. Ein ahnlich breites Substratspektrum charakterisiert auch den Aminoséure-Exporter
RhtB (Zakataeva et al., 1999) und das Zucker-Effluxsystem SetA (Liu et al., 1999b) von
E. coli.

O-Acetylserin Glutamin Asparagin Azaserin

Abbildung 28: Raumliche Darstellung von O-Acetylserin und strukturell verwandter
Verbindungen. Farbcode der Atome: C (turkis), O (rot), N (blau), H (weil3).

Nachdem Asparagin von allen spezifisch durch YdeD ausgeschiedenen Aminosauren die
hdchste Konzentration im Medium erreicht, wére es denkbar, dal3 es sich dabei um das

bevorzugte Substrat von YdeD handelt.

4. Rolle von YdeD in der Cystein-Produktion

Der Befund, dafd es erst nach Wiederaufnahme von OAS zur Exkretion von Cystein kommt,
deutet daraufhin, dalR der zentrale Beitrag von YdeD zur Cystein-Produktion in der primaren
Ausschleusung von OAS liegt. Dies wurde ferner daran deutlich, daf? Wildtypzellen auch
ohne YdeD-Uberproduktion nach externer Zugabe von OAS in der Lage waren, Cystein
auszuscheiden. Dennoch darf daraus nicht zwangslaufig abgeleitet werden, daf? YdeD
ausschlief3lich indirekt Gber den priméaren OAS-Export an der Cystein-Produktion beteiligt ist.
Denn dadurch, daf3 durch den Efflux von OAS den Zellen zunachst der Vorlaufer fur die
Cystein-Synthese fehlt, kann es wahrend dieser Phase logischerweise noch nicht zur
Cystein-Exkretion kommen.

Bei den in vivo-Transportstudien hatte die Uberproduktion von YdeD eine verminderte
Cystin-Nettoaufnahme zur Folge, was ahnlich wie bei OAS durch einen erhdhten, YdeD-
vermittelten Efflux von Cystein erklart werden koénnte. Allerdings war bei diesen

Transportversuchen auch beobachtet worden, daR Aminosduren wie Threonin und Isoleucin,
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die nicht von YdeD-uberproduzierenden Zellen ausgeschieden werden, ebenfalls mit
verminderter Rate aufgenommen wurden (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund dieser noch widersprichlichen Ergebnisse ist zum gegenwartigen Zeitpunkt keine
eindeutige Aussage dartiber mdglich, ob YdeD nur indirekt Giber den OAS-Export oder doch
auch unmittelbar am Efflux von Cystein beteiligt ist (Abb. 26). Diese Frage laft sich nur
durch Transportstudien an invertierten Membranvesikeln klaren, da mit diesem System der
in vivo-Efflux einer Substanz direkt als in vitro-Aufnahme gemessen werden kann (Rosen
und Tsuchiya, 1979).

Aus der Beobachtung, dalR eine ydeD-Insertionsmutante des Cystein-Produktionsstammes
weiterhin genausoviel Cystein produziert wie der entsprechende ydeD-Wildtyp (Daten nicht
gezeigt), muld man schlieen, dalR YdeD, wenn es denn direkt am Cystein-Efflux beteiligt ist,
zumindest nicht das einzige Cystein-Exkretionssystem in E. coli darstellt. Diese Vermutung
wird dadurch untermauert, dal noch zwei weitere unbekannte putative Membranproteine
identifiziert werden konnten, die die Cystein-Ausbeute des Produktionsstammes deutlich
verbessern (T. Maier, personliche Mitteilung). Aufgrund der engen Kopplung der Cystein-
Exkretion mit der OAS-Aufnahme ware fir den Cystein-Export ein OAS/Cystein-Antiport-
Mechanismus mittels eines dieser putativen Effluxsysteme denkbar. Die Voraussetzungen
fur diesen speziellen Transport-Mechanismus, namlich die stéchiometrische Umwandlung
des Substrats in das Produkt sowie eine strukturelle Ahnlichkeit beider Verbindungen, wéren

zumindest gegeben (Poolman, 1990).

Der beschriebene Efflux von Cystein stellt einen elementaren Mechanismus zur Entgiftung
dieser Aminosdure dar, da eine UbermafRige Akkumulation fur die Zellen toxisch ist
(Sarensen und Pedersen, 1991; Delaney et al., 1992). E. coli besitzt zwar mit der L-Cystein-
Desulfhydrase (Guarneros und Ortega, 1970) und der L-Tryptophanase (Snell, 1975) zwei
Enzyme flr den Abbau von L-Cystein zu Pyruvat, Ammonium und Sulfid, allerdings spielt
diese Art der Entsorgung der Aminosaure unter den gegebenen Bedingungen wohl nur eine
untergeordnete Rolle: Die Synthese der L-Tryptophanase wird namlich nur in Gegenwart von
L-Tryptophan induziert (Snell, 1975) und unterliegt zudem der Katabolitrepression durch
Glukose (Happold und Hoyle, 1936). Die Bildung der L-Cystein-Desulfhydrase erfolgt eben-
falls nicht konstitutiv, sondern sie wird erst durch L-Cystein oder L-Cystin induziert, wobei die
maximale L-Cystein-Desulfhydrase-Aktivitat in E. coli nur etwa 20% im Vergleich zu der in
S. typhimurium betrégt (Guarneros und Ortega, 1970). Desweiteren ware eine uberméalige
Desulfhydrierung des unter den gegebenen Bedingungen in grof3er Menge gebildeten
Cysteins problematisch, da das entstehende Sulfid schon in geringer Konzentration toxisch
ist, indem es eine Vielzahl von Enzymen hemmt (Dixon und Webb, 1964). Deshalb stellt der
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Efflux von Cystein im Vergleich zum Abbau dieser Aminoséure den bevorzugten Entgiftungs-

mechanismus dar.

5. Rolle von YdeD im Wildtyp

5.1. Expression des ydeD-Gens

Mit Hilfe einer Reportergen-Fusion konnte gezeigt werden, dal3 das ydeD-Gen nur aul3erst
schwach exprimiert wird. Betrachtet man allerdings die Promotor-Region des ydeD-Gens, ist
dieses Resultat nicht Uberraschend, da die putativen -35 und -10-Regionen (TTAAAG bzw.
TAAGTT) nur geringe Homologie zu den entsprechenden Konsensussequenzen von
o’°-Promotoren (TTGACA bzw. TATAAT) aufweisen (s. Abb. 25).

Fur das in der Nachbarschaft des mar-locus liegende ydeA-Gen (s. Abb. 2), das fir ein
Arabinose-Exportsystem codiert (Bost et al., 1999), wurde ebenfalls nur ein &uferst
schwacher Promoter identifiziert. Auch fir die set-Gene von E. coli, die flr verschiedene
Zucker-Effluxsysteme codieren, konnte nur eine schwache Expression unter den

standardmé&Rigen Kultivierungsbedingungen festgestellt werden (Liu et al., 1999b).

Die Expression der Gene vieler bakterieller Effluxsysteme wird durch ihre Substrate induziert
(Paulsen et al., 1996b, Liu et al., 1999b). Die bei YdeD-Uberproduktion auftretenden Haupt-
exkretionsprodukte Asparagin, Glutamin und OAS waren aber nicht in der Lage, die ydeD-
Expression nennenswert zu beeinflussen. Daher ist nicht auszuschlieen, dal’ der richtige
niedermolekulare Induktor erst noch identifiziert werden muf3.

Fur das ydeA-Gen wurde mit Hilfe eines DNA-Macroarrays nachgewiesen, dall dessen
Expression durch den Transkriptionsaktivator MarA moduliert werden kann, wobei MarA eine
ca. zwei- bis vierfache Steigerung der Expression bewirkte (Barbosa und Levy, 2000). Ein
Einfluld von MarA auf die Expression des ydeD-Gens war in jenem Ansatz jedoch nicht zu
beobachten, wodurch wiederum das Ergebnis der vorliegenden Arbeit bestatigt wurde.
Dennoch erscheint es plausibel, dal3 fur ydeD ebenfalls ein Transkriptionsaktivator existiert,
dessen molekulare Natur allerdings noch einer experimentellen Identifizierung bedarf.

Die schwache Modulation der ydeD-Expression in Abhangigkeit von der Nahrstoff-
verfugbarkeit unterliegt moglicherweise einer allgemeinen Regulation und erinnert entfernt
an die Expression einiger Gene, die im Rahmen des globalen Regelkreises der stringenten
Kontrolle reguliert werden (Quay und Oxender, 1979; Stephens et al., 1975). Auch diese
Gene werden bei ausreichender Versorgung mit Aminosauren nur schwach, bei einem
Mangel jedoch verstarkt exprimiert. Der physiologische Sinn einer verstarkten Produktion
des Aminosaure-Effluxsystems YdeD unter Aminosaure-Mangelbedingungen ist allerdings

nicht offensichtlich.
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Wie die verschiedenen Beispiele von Metaboliten-Effluxsystemen zeigen, ist offenbar die
schwach-konstitutive bzw. in engen Grenzen regulierte Expression der entsprechenden
Gene ein allgemeines Prinzip, das die Zellen vor einem tbermafigen Verlust an wertvollen
Metaboliten bewahrt. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich dies eindrucksvoll daran, daf}
ydeD im Wildtyp nur &uferst schwach exprimiert wurde und dal3 die artifizielle
Uberexpression des Gens eine massive OAS-Exkretion zur Folge hatte, weshalb das

Wachstum in Minimalmedium nicht mehr mdglich war.

5.2. YdeD-Mutante

Die ydeD-Insertionsmutante zeigte unter allen getesteten Bedingungen keinen besonderen
Phanotyp. Eine d@hnliche Beobachtung war auch fir Mutanten von ydeA (Bost et al., 1999)
bzw. von setA, setB und setC (Liu et al., 1999b) gemacht worden. Offensichtlich ist ydeD
unter Laborbedingungen nicht essentiell fir das Wachstum von E. coli. Méglicherweise
wurden nur noch nicht die geeigneten StreRbedingungen identifiziert, unter denen ydeD’-
Zellen einen Vorteil gegenuber der Mutante haben. Eine andere Erklarung wére, dal3 ydeD
im Wildtyp unter allen Bedingungen nur so schwach exprimiert wird, dal’ die biochemische
Konsequenz unterhalb der MelR3barkeitsgrenze liegt und so sein Fehlen in der Mutante nicht

auffallt.

6. Offene Fragen

Uber den genauen Mechanismus, wie der spezifische Aminosaure-Efflux bei E. coli durch
das Membranprotein YdeD vermittelt wird, laft sich zum gegenwartigen Zeitpunkt nur
spekulieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen jedoch nahe, daf} es sich bei dem YdeD-
Protein, entsprechend der Carrier-Hypothese von Kramer (1994b), um einen Kanal oder
Exporter handelt, durch den selektiv verschiedene Aminosauren ausgeschieden werden
kénnen. Ob es sich dabei nun um eine osmotisch kontrollierte Pore (Luntz et al., 1986) oder
einen energiegetriebenen Transporter (Broer und Kramer, 1991a; Brder und Kramer, 1991b)
handelt, ist derzeit noch unklar. Diese Frage mufte jedoch durch in vitro-Transport-

experimente mit invertierten Membranvesikeln zu klaren sein.

Auch die Frage nach der physiologischen Funktion des Aminosaure-Effluxsystems YdeD
mufl3 noch offen bleiben. Es waére jedoch denkbar, dafl YdeD eine Art Entgiftungs-
mechanismus fur bestimmte Aminosauren oder deren Derivate darstellt und dadurch den
Zellen das Wachstum oder das Uberleben unter bestimmten StreRbedingungen erméglicht.
Nachdem Cystein schon in geringer Konzentration das Wachstum von E. coli hemmt

(Serensen und Pedersen, 1991; Delaney et al., 1992), konnte ein Effluxsystem fur OAS einer
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UberméRigen intrazellularen Akkumulation von Cystein entgegenwirken und somit die Zelle
vor einer Vergiftung schiitzen.

Fur den Lysin-Exporter Lys von C. glutamicum konnte eine essentielle Rolle bei der
Entgiftung von Lysin nach Wachstum auf lysin-reichen Peptiden nachgewiesen werden
(Eggeling und Sahm, 1999; Vrljic et al., 1996). Da C. glutamicum Lysin nicht verwerten kann,
wird auf diese Weise eine Vergiftung mit dieser Aminosaure verhindert. Ob YdeD in E. coli
eine ahnliche Funktion bei Wachstum auf Peptiden oder Aminosaure-Gemischen mit unaus-
gewogener Zusammensetzung Ubernimmt, ist allerdings fraglich, da die Hauptexkretions-
produkte entweder als Kohlenstoff- und/oder als Stickstoff-Quelle verwertet werden kénnen
(Asparagin, Glutamin) (Hartman, 1973; Willis und Woolfolk, 1974; Masters und Hong, 1981)

oder wie im Falle von OAS gar nicht Bestandteil von Peptiden sind.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Der bei einem Genbank-Screening identifizierte Genlocus ydeD kann bei Uberexpression die
Ausbeute eines Cystein-Produktionsstammes von Escherichia coli deutlich verbessern. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, das bisher unbekannte ydeD-Gen moglichst umfassend in
seiner Biochemie und Physiologie zu charakterisieren, um damit einen Beitrag zur Steige-

rung der Cystein-Produktion zu liefern. Folgende Ergebnisse wurden dabei erhalten:

1. Es konnte gezeigt werden, dal} es sich bei dem ydeD-Genprodukt um ein integrales
Membranprotein handelt, das zu einer neuen Familie von putativen Effluxsystemen

gehort. Desweiteren wurde das Translationsstartcodon des Gens eindeutig bestimmt.

2. Die Uberproduktion von YdeD fihrte in Wildtypstammen von E. coli dazu, daR das
Wachstum in Minimalmedium erst nach Supplementation mit Thiosulfat und Methionin
maglich war. Es wurde gezeigt, daf3 die Ursache fir die Unfahigkeit zur Sulfat-Reduktion
in einem intrazellularen N-Acetylserin-Mangel lag, der wiederum auf eine Ubermafige
O-Acetylserin (OAS)-Exkretion zurtickgefihrt werden konnte.

In einer spateren Wachstumsphase erfolgte die Wiederaufnahme des zuvor
ausgeschiedenen OAS, welches in der Zelle zu Cystein umgesetzt und anschlieRend
wieder ausgeschieden wurde. Somit war gezeigt, da3 der entscheidende Beitrag des
ydeD-Genprodukts zur Cystein-Produktion in der primaren Exkretion von OAS liegt.

Die Frage, wie das Cystein nun ausgeschleust wird, ob als freie Aminosaure oder
gebunden in der 2-Methyl-2,4-Thiazolidindicarbonsaure, der Form, in der das Cystein im

Medium nachgewiesen wurde, muf3te allerdings offen bleiben.

3. Bei der Analyse des Mediums nach Wachstum von YdeD-Uberproduzierenden Zellen
wurden neben OAS und Cystein noch Asparagin und Glutamin als weitere spezifische
Exkretionsprodukte identifiziert. Dieses Ergebnis sowie die strukturellen Ahnlichkeiten bei
OAS, Glutamin und Asparagin, den Hauptexkretionsprodukten wéahrend der exponen-
tiellen Wachstumsphase, legen nahe, dal3 es sich bei YdeD um einen Kanal oder einen
energiegetriebenen Exporter fir diese Verbindungen handelt. Ob auch Cystein ein
direktes Substrat fur YdeD darstellt, wird diskutiert.

4. Eine ydeD-Mutante zeigte keinen signifikanten Phanotyp, woraus man schlie3en muf3,
dal das Gen - zumindest unter den getesteten Bedingungen - nicht essentiell fur E. coli

ist.
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5. Uber die mégliche physiologische Funktion des ydeD-Genprodukts kann derzeit nur
spekuliert werden, allerdings erscheint eine YdeD-vermittelte Aminosaure-Exkretion als

Entgiftungsmechanismus unter bestimmten Stre3bedingungen durchaus plausibel.
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