4H'/ 2¢ oH'f 2

o000

e A
| oo [ TR

NADH + H’ NAD®

Modifikationen der Atmungskette in Corynebacterium glutamicum
und Rolle des Flavohdmoproteins Hmp

Laura Platzen

=
©
<
=]
@
£
@
£
5]
2
N
=
S
<
£
©
T
T
-
Rl
2
=)
=
=

A 0LICH

FORSCHUNGSZENTRUM




Forschungszentrum Jilich GmbH
Institut fur Bio-und Geowissenschaften
Biotechnologie (IBG-1)

Modifikationen der Atmungskette in
Corynebacterium glutamicum und Rolle
des Flavohamoproteins Hmp

Laura Platzen

Schriften des Forschungszentrums Jilich
Reihe Gesundheit/Health Band/Volume68

ISSN 1866-1785 ISBN 978-3-89336-931-7



INHALTSVERZEICHNIS

1
2
3

31
3.2

51
5.2
5.3
54
55

Summary

Zusammenfassung
BiNTBITUNG oot e e e e s a e e e aaa s 3
Die aerobe Atmungskette von Corynebacterium glutamicum............cccccoeveeeiiiinnnes 3
Die anaerobe Atmungskette von Corynebacterium glutamicum............ccccceeeeiinnnns 6
Ziele der Arbeit
Material und Methoden

Bakterienstimme
V221 0] (=] o TP P PP PP PPN 14
(@] 1o o] a1 14 [=To) (o [ PP TO PRSP

LOSUNGEN ...oeviiiiiieiiiieee e
Mikrobiologische Methoden ...

5.5.1 Kultivierung von BaKterien .............eeiiiiiiiiiiiiii et

5.6

ANalytisChe MethOAEN..........oiiiiiii e

5.6.1 Bestimmung des pPH-WEeIES ..........ooiiiiiiiiiii e

5.6.2 Bestimmung der Nitritkonzentration

5.6.3 Bestimmung organischer Sauren und Glucosekonzentration mittels HPLC ....22
5.6.4 Bestimmung von Aminosauren mittels UHPLC.............ccccooiiiiiiiieii e 23

5.7

Molekularbiologische Methoden.............cuuviiiieiiiiii e 23

5.7.1 Isolierung von NUKIEINSAUIEN...........oiiiiiiiiiiiiiae e

5.7.2 Polymerasekettenreaktion

5.7.3 DNA-SEQUENZANGIYSE.....uviiiieeiieiiiiiiieeeeeeiiiett e e e e e st e e e e e s ssibar e e e e e s sesaraeeeeas

5.7.4 DNA-Agarose-GeleleKtrophoreSe ..........ooouuuieiiiiiiiiiiiiiiee e 26
5.7.5 RNA-Agarose-GeleleKtrophoreSe ..........coocuveiiieeiiiiiiiiiiie e 26
5.7.6 Nukleinsédure-Konzentrationsbestimmung............ooocuiiiiiiiiniiiiiiiee e 27

5.7.7 Klonierungen

5.7.8 Transformation VON BaKteriEN ............oovvvviiiiiiieice e 31
B5.7.9  gRT-PCR ...ttt ettt e et e e et e e s er e e e st e e e enee e e s anneeeeanteeeeenee 33
5.7.10 DNA-Microarray-TeChNOIOGIE........uuuiiiiiiiiiiiiiiee et 34

5.8

5.8.1 Zellaufschluss

BiochemisChe MEethOUEN...........ooiiiiieeee et 37

5.8.2 Praparation von Zellmembranen aus C. glutamicum .............cccccceeeerriiinennen.n. 38

5.8.3 Protein-KonzentrationsShestimmuNg .........cccueeiieiiiiiiiiiie e
5.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese..........cccceeeiviiiiiiieeeiiiiiiiieee e
5.8.5 Analyse vOn CYtOCNIOMEN .......ccuuiiiiiie ettt e e e e sarre e
5.8.6 MALDI-TOF-Massenspektrometrie ....................

5.8.7 Bestimmung von Sauerstoffverbrauchsraten




6 Bl gONiS SO i 42

6.1 Konstruktion und Charakterisierung eines C. glutamicum-Stammes mit verstérkter

Expression des Cytochrom-bc;i-aas-Superkomplexes ........ccc.eeeveeeiiiiiiiieneeeninnnines 42

6.1.1 Konstruktion des Stammes C. glutamicum SCP"S...........c.cccevveveeveveeeeeraennans 42

6.1.2 Wachstum des Stammes C. glutamicum SCP™............cccoovevveeveeieieeeeeeaennns 42

6.1.3 Untersuchungen zum Einfluss der Promotoraustausche auf das Transkriptom .45
6.1.4 Untersuchung der Atmungsrate des Stammes SC™'s...................

6.1.5 Untersuchungen zum Cytochrom-Gehalt des Stammes SCP"

6.1.6 Der Einfluss der erhdhten Menge Cytochrom-bc;-aasz-Superkomplex auf die

Lysinproduktion des Lysin-Produktionsstammes DM1945 ............cccccooiiivineenen. 55

6.2 Einfluss einer verdnderten Expressionsstarke der FiFo-ATP-Synthase-Gene - der

SAMM PuiF1Fo v 56

6.3  Versuche zur heterologen Expression der Cytochrom-cbbs-Oxidase aus

B. japonicum in C. glutamiCum ...........coiiieiiiiiiiiiiee e 61

6.4  Versuche zur Etablierung der anaeroben Nitrat-Ammonifikation in C. glutamicum 65

6.4.1 Das anaerobe Wachstum von C. glutamiCum ...........cccceeiviiiiiiieaei e 65

6.4.2 Versuche zur Expression der Gene fiir die dissimilatorische Nitritreduktase Nrf

aus W. succinogenes in C. glutamiCum ..........cccccviiieeiiiiiiieeree e e 66

6.4.3 Heterologe Expression der assimilatorischen Nitritreduktase Nir aus

ML SIMEGIMALIS ... eeeeee e ettt ettt ettt e e e e et e e e e e e e e anbbee e e e e e e e annnneeeeeas 68

6.5 Einfluss von Nitrat und Nitrit auf das aerobe Wachstum und die globale

Genexpression von C. gIUtamiCUM .........ooiciviiiirie e iiiiieer e e s essive e e e e e e s sarraeeeee e e 70

6.5.1 Einfluss von Nitrat und Nitrit auf das aerobe Wachstum...............c.cccoeiien. 70

6.5.2 Einfluss von Nitrat und Nitrit auf die globale Genexpression ...............cccuueee... 72

6.6 Untersuchungen zur Rolle des Flavohdmoproteins Hmp ... 75

7 DISKUSSION ettt et e e e e e et e e e e e e e e nnnreeeaeas 81

7.1 Der Einfluss einer erhthten Produktion des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes

AUF C. GIULAIMICUIM ..ottt e e et e e e e e e enebeeeeaee e ns 81

7.2 Der native Promotor der Gene der F;Fo-ATP-Synthase scheint geeignet fir

biotechnologische ANWENAUNGEN ........ccoiiiiiiiiiiie e 84

7.3  Versuch der heterologen Expression der Cytochrom-cbbs-Oxidase aus B.

L= o] 11U o o U PSPPSR 86

7.4 Die heterologe Expression der Nitritreduktase Nrf aus Wolinella succinogenes und

Nir aus Mycobacterium SMEegMALS ........c..uviiiiieeiiiiiiiei e e e e e e seens 88

7.5 Der Einfluss von Nitrat und Nitrit auf C. glutamicum ............cccccceiiiiiiee s 89

7.6 Das Flavohdmoprotein Hmp in C. glutamicum ist in die Antwort auf nitrosativen

SIESS INVOIVIEI ...t 90

8 LiteraturverzeiChnis ... 93

9 1Y a1 = 14 o P RPPT SO 103

9.1 Erganzende ABDIlAUNGEN .......c.oviiiiiiiii e 103

9.2 V] (o] =T 4 (=] o RO TSP SRR 104

9.3 Erganzende Tabellen ... 114



Gesundheit/Health , .
Band/Volume 68 ’ JUL'CH

ISBN 978-3-89336-931-7 FORSCHUNGSZENTRUM



	und Rolle des Flavohämoproteins Hmp
	Schriften des Forschungszentrums Jülich


