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wAber man verlangt vom Forscher, dass er Beweise liefert,
wenn es sich zum Beispiel um die Entdeckung eines groffen Berges handelt,

verlangt man, dass er grofie Steine mitbringt. “
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Kurzzusammenfassung

Die Stressantwort von Corynebacterium glutamicum auf verschiedene abiotische Faktoren
wurde physiologisch und biochemisch untersucht. Bei tiefen externen pH-Werten und unter
hyperosmotischen Bedingungen ist Kalium fiir das optimale Wachstum von C. glutamicum
essentiell. Bei niedrigen pH-Werten kommt es durch die endogene Produktion von H,O, zu
oxidativem Stress, und die Limitation der Aktivitdt der Cystathionin-f-Lyase fiihrt zu einer
Storung der Thiolhomdostase, was das Wachstum der Zellen einschriankt. Kalium ist unter
sauren Bedingungen flir die Stimulation der Atmungskettenaktivitit essentiell. Unter
hyperosmotischen Bedingungen wird Kalium in groen Mengen intern akkumuliert, wo es
essentiell zum Pool der Osmolyte beitrdgt. Kalium ist dabei fiir die induzierte osmoregulierte
Expression der Gene betP und proP notwendig.

Der kaliumspezifische Kanal CglK fungiert in C. glutamicum sowohl bei niedrigen pH-
Werten, als auch bei Osmostress als Hauptaufnahmesystem fiir Kalium, wéhrend der putative
sekundér aktive Kup-Transporter keine Funktion hat. Die mRNA von ¢g/K wird in ein
membranintegriertes CglK-Protein und zusidtzlich in ein cytoplasmatisches KTN-Protein
translatiert. Die Analyse der Funktion von CglK wurde in C. glutamicum- und E. coli-Zellen
durchgefiihrt, wobei in Proteoliposomen und in E. coli-Sphéroplasten elektrophysiologische
Untersuchungen moglich waren. Die C-terminalen KTN-Dominen von CgIK sind fiir dessen
SchlieBung essentiell, wihrend die separaten KTN-Proteine an der vollstindigen Offnung und
moglicherweise an einer pH-Wert abhingigen Regulation des Kanals beteiligt sind.

Die Kaliumaufnahme iiber den CglK-Kanal ist fiir C. glutamicum unter habitatdhnlichen
Bedingungen fiir das Wachstum und die Aminosaureproduktion ausreichend. Unter extremen
Stressbedingungen in Verbindung mit einer Kaliumlimitation hat die heterologe Expression
eines aktiven Kaliumtransporters einen positiven Effekt auf die Stressresistenz der

C. glutamicum-Zellen.
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Abstract

The response towards abiotic stress of Corynebacterium glutamicum was examined on a
physiological and biochemical level. Acidic conditions cause oxidative stress by increased
H,0; levels. The limited activity of the cystathionine-p-lyase AecD impairs thiol homeostasis,
resulting in reduced cell growth. Potassium is required for stimulating respiratory chain
activity at low pH. Under hyperosmotic conditions high potassium concentrations are
intracellularly accumulated contributing to the total osmolyte pool. Potassium is also essential
for induction of the osmoregulated genes betP and proP.

In C. glutamicum the potassium channel CglK is the main uptake system for potassium at low
pH values, as well as under osmotic stress. The putative secondary transporter Kup has no
function. The mRNA of cg/K is translated as a membrane-integrated protein and, additionally,
as a cytoplasmic KTN-protein. Potassium translocation activity of CgIK was shown in vivo by
complementation of potassium deficient C. glutamicum and E. coli cells. Furthermore, CgIK
functionality was shown in vitro by electrophysiological measurements of proteoliposoms and
E. coli spheroplasts, containing the channel protein. The C-terminal KTN domains of CglK
are essential for channel closing, whereas the separate KTN proteins are involved in full
opening and probably in pH dependent channel regulation.

Under conditions similar to the natural habitat of C. glutamicum, potassium uptake via the
CglK channel is sufficient for growth and amino acid production. Under conditions of
extreme stress, combined with potassium deficiency, the heterologous expression of an active
potassium KtrAB transporter has a beneficial effect on stress resistance of C. glutamicum

cells.
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Einleitung

1 Einleitung

Bakterien, die nahezu alle Habitate der Erde besiedeln, sind héufig schwankenden
Umweltbedingungen ausgesetzt. Daher besitzen sie vielfiltige und koordinierte
Regulationsmechanismen, um auf verdnderte Umweltparameter zu reagieren und eine innere
Homdostase der Zelle zu gewdhrleisten. Als einer der bedeutendsten Mikroorganismen bei
der biotechnologischen Herstellung von Aminosduren gilt das Gram-positive Bodenbakterium
Corynebacterium glutamicum. Die Zuordnung zu den Corynebakterien ist auf das
keulenformige Aussehen (coryne = Keule) zuriickzufiihren, wobei es sich bei C. glutamicum
um ein nicht-pathogenes, unbewegliches und nicht-sporulierendes Bakterium handelt.
Zusammen mit den pathogenen Stimmen C. diphtheriae, C. jeikeium, Mycobacterium
tuberculosis und M. leprae wird C. glutamicum den mycolsdurehaltigen Actinomyceten
zugeordnet (Minnikin, 1982; Stackebrandt et al., 1997). Seit seiner Entdeckung als natiirlicher
Glutamat-Produzent im Jahre 1957 (Abe et al., 1967) hat C. glutamicum weltweite Bedeutung
fiir die fermentative Produktion von L-Glutamat und L-Lysin im industriellen Mafistab
erlangt (Leuchtenberger ef al., 2005). Absatz finden diese Produkte sowohl in der
Nahrungsmittel-, als auch in der Futtermittelindustrie. Im natiirlichen Habitat, aber auch
wiahrend der Produktfermentation sind die Zellen unterschiedlichen Stressfaktoren, wie lokal
schwankenden externen pH-Werten und hohen externen Osmolalititen ausgesetzt, die die
intrazelluliren Bedingungen verdndern und daher die Produktionsrate beeinflussen kdnnen.
Das Verstindnis der unterschiedlichen Stressantworten von C. glutamicum mit den
dazugehorigen zelluldren Mechanismen ist daher von biotechnologischem Interesse fiir die
Produktion, kann aber auch modellartige Erkenntnisse fiir die wesentlich aufwendiger zu

untersuchenden, verwandten Humanpathogene liefern.

1.1 Bedeutung von Kalium in der bakteriellen Stressanpassung

Obwohl Metallionen, wie Kalium, Natrium, Magnesium und Calcium nur einen geringen
prozentualen Anteil der Trockenmasse der Zelle darstellen, sind sie fiir viele zelluldre
Prozesse essentiell. Kalium ist das zweithdufigste alkalische Kation in der Natur und stellt in
bakteriellen Zellen das Hauptkation dar, wobei es auch als Hauptosmolyt fungiert
(Stumpe et al., 1996). Die Kaliumkonzentration betrdgt in den meisten Bakterien mehrere
hundert Millimolar, wiahrend die zelluliren Makromolekiile an den Zustand des hohen

Kaliumgehaltes adaptiert sind, und auch von hoheren Kaliumkonzentrationen nur geringfiigig
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beeintrachtigt werden (Kuo et al., 2005). In Prokaryoten tibernimmt Kalium unterschiedliche
Aufgaben, unter anderem fungiert es als osmotisches Solut im Rahmen der Regulation des
Zellvolumens und ist flir die Regulation des internen pH-Wertes essentiell (Booth, 1985;
Epstein, 2003). Dabei tibernimmt Kalium eine essentielle Funktion als sekundidrer Messenger
bei der Aktivierung von intrazelluldren Enzymen (Suelter, 1970). Desweiteren befindet sich
jeweils im aktiven Zentrum der Ribosomen ein Kaliumion (Nissen ef al., 2000). Wozu neben
der allgemeinen Bedeutung von Kalium in der Zelle ein erhohter Bedarf bei unterschiedlichen

Stressbedingungen ausgelost wird, ist weitgehend ungeklart.

1.1.1 Bakterielle Anpassung an niedrige externe pH-Werte

Ein fiir das bakterielle Leben in einem bestimmten Milieu entscheidender Parameter ist der
externe pH-Wert, der den Zellstoffwechsel, aber auch die Loslichkeit von Néhrstoffen und
Spurenelementen beeinflusst. Die Féhigkeit eines Organismus seinen internen pH-Wert
unabhingig von Schwankungen des externen pH-Wertes auf einem konstanten Niveau zu
halten, wird als pH-Homdoostase bezeichnet und ist entscheidend fiir die Funktionalitdt und
Stabilitit der zelluliren Enzyme. Der interne pH-Wert der meisten Bakterien ist neutral bis
leicht alkalisch (Booth, 1985). In E. coli-Zellen wird der interne pH-Wert bei externen pH-
Werten von 5 bis 9 zwischen 7,4 und 7,8 aufrechterhalten (Slonczewski und Foster, 1996).
Der Bereich der pH-Homdostase von C. glutamicum ist hingegen kleiner, bei externen pH-
Werten zwischen 6 und 9 betragen die internen pH-Werte 7 bis 8,3 (Follmann ef al., 2009b).
Zu den generellen Mechanismen, die zur Anpassung von Bakterien an niedrige externe pH-
Werte zihlen, gehoren die protonenundurchlissige Cytoplasmamembran und die
Pufferkapazitit des Cytoplasmas (Booth, 1985). Diese Pufferkapazitit wird durch
Nukleinsduren und den Aminosédureseitenketten der Proteine bedingt, die bei einem internen
pH-Wert von 7,0 50-100 nmol H" pro pH-Einheit und mg Zellprotein betrigt. Desweiteren
werden in Reaktion auf Sdurestress in bakteriellen Zellen die Chaperon- und DNA-Reparatur-
Aktivitdt, sowie der Protonenexport zum Schutz wichtiger zellulirer Komponenten, erhoht
(Cotter und Hill, 2003). Umfassende Genom- und Transkriptomanalysen von bei niedrigem,
im Vergleich zu neutralem pH-Wert kultivierten C. glutamicum-Zellen zeigten fiir eine
Vielzahl von Genen einen verdnderten mRNA-Gehalt, deren codierte Proteine ebenfalls in
abweichender Peptidanzahl vorkamen (Follmann et al., 2009b). Unter
Saurestressbedingungen wurde in C. glutamicum wiahrend der Langzeitanpassung an Laktat
die Induktion der Eisenaufnahme detektiert (Jakob ef al.,2007). In anderen bakteriellen

Organismen konnten unter anderem die sekunddre Entstehung von oxidativem Stress
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(Fisher et al., 2002), oder eine limitierende Methioninbiosynthese in den Zusammenhang mit
eingeschrinktem Wachstum bei tiefen pH-Werten gebracht werden (Roe et al., 2002).
Inwiefern diese Faktoren moglicherweise ebenfalls an der pH-Stressantwort von
C. glutamicum beteiligt sind, ist bisher nicht untersucht worden.

Bei niedrigen externen pH-Werten ist Kalium fir das Wachstum von C. glutamicum
essentiell, wobei das Protein CglK das Hauptaufnahmesystem fiir Kalium darstellt
(Follmann et al., 2009a). Wie E. coli- konnen auch C. glutamicum-Zellen ohne Kalium ihren
internen pH-Wert bei niedrigen externen pH-Werten nicht aufrechterhalten
(Booth und Kroll, 1983; Follmann ef al., 2009a). In FE. coli wird auch bei externen
Kaliumkonzentrationen von weniger als 1 uM ein interner Kaliumgehalt von {iber 100 mM
stabilisiert, wihrend er ansonsten 100 bis 500 mM betrigt (Solomon und Schultz, 1961). In
C. glutamicum konnen hingegen stark schwankende interne Kaliumkonzentrationen auftreten.
Wihrend unter leicht alkalischen pH-Bedingungen C. glutamicum in Abwesenheit von
Kalium mit zelluliren Kaliumgehalten von unter 20mM  wachsen kann
(Follmann ef al., 2009a), liegt der interne Gehalt bei ausreichender Kaliumversorgung
zwischen 300 und 800 mM (Kramer et al., 1990). Der genaue Mechanismus der
kaliumvermittelten Sduretoleranz ist noch ungeklart. Unter neutralen pH-Bedingungen liegt in
C. glutamicum ein geringer chemischer Protonengradient (ApH) iiber der Membran vor, und
der Wert der Protonenmotorischen Kraft (PMK) wird von einem relativ grof3en, elektrischen

Membranpotential (AY) bestimmt (Gleichung 1).

A, =n*F* AP +23R* T *log [X]a/ [X]s (Elektrochemisches Ionenpotential)

PMK = Ay *F'= A¥ - 23R*T*F ' * ApH  (Protonenmotorische Kraft)

AY = Membranpotential (mV); R = allgemeine Gaskonstante
F = Faraday’sche Konstante; n = Elektronenanzahl;  X= Konzentration

A, B =Kompartimente ; T = Temperatur (K) (Gleichung 1)

Durch eine regulierte Anpassung des Membranpotentials kann C. glutamicum die PMK, die
essentiell fiir die Generierung von ATP iiber die FiFo-ATPase ist (Boyer et al., 1973), mit
Werten zwischen 150 und 200 mV, {iber einen grofen pH-Bereich von pH 4,5 bis 11 konstant
halten (Follmann et al., 2009b). Wie diese Regulation stattfindet ist im Folgenden modellartig
zusammengefasst. Sinkt der externe pH-Wert, so erhoht sich die Protonenkonzentration im
Medium und mit dem entstehenden Protonengradienten iiber der Membran wird der Wert der
PMK erhoht, was zur Einschriankung der Atmungskettenaktivitat fiihrt (Loffler et al., 2007)
(Abb. 1.1A-B).
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Ein vermehrtes Eindringen von Protonen ins Cytoplasma, was zur Aufhebung des
Protonengradientens fithrt, wiirde weitere metabolische Prozesse der Zelle beeinflussen.
Stromen Kaliumionen durch CglK in die Zelle, kommt es zu einer Verschiebung positiver
Ladungen, was mit einem Abfall des Membranpotentials einhergeht und den Wert der PMK
erniedrigt (Abb. 1.1C). Die Einschrinkung der Atmungskettenaktivitit wird somit wieder
aufgehoben, und durch einen verstarkten Protonenexport durch bisher unbekannte Systeme
wird der pH-Wert im Cytoplasma reguliert (Abb. 1.1D). Welchen Effekt der Kaliumeinstrom
auf die Aktivitdit der Atmungskette unter tiefen pH-Wert Bedingungen hat, und wie die

kaliumvermittelte pH-Homoostase mechanistisch ablduft, ist bisher ungeklart.

pH 6,0 pH 6,0

R 0 +d VOV.

N S
747

Abb. 1.1: Modell zur bioenergetischen Funktion von Kalium in der pH-Homoostase von C. glutamicum.
Unter neutralen pH-Bedingungen bei pH;, = pHei = 7,5 wird die Protonenmotorische Kraft (PMK)
ausschlieBlich vom Wert des Membranpotentials (AY) bestimmt, wihrend die Atmungskette (R)
uneingeschrankt aktiv 1 ist (A). Sinkt der externe pH auf 6,0 ab, so entsteht ein Protonengradient (ApH) iiber der
Membran, der einen héheren Wert der PMK bedingt. Aufgrund der erhéhten PMK ist auch die Atmungskette
(R) nur eingeschrankt aktiv | und es konnen Protonen in die Zelle gelangen (B). Der Einstrom von Kaliumionen
durch CgIK ins Cytoplasma fiihrt aufgrund der Verschiebung positiver Ladungen zur Absenkung von AY (C).
Somit wird auch die PMK erniedrigt, so dass die Atmungskette wieder uneingeschrankt aktiv ist, und
protonenexportierende Systeme (X) den pH-Wert in der Zelle regulieren kdnnen (D).
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1.1.2 Bakterielle Anpassung an hyperosmotische Bedingungen

Der Effekt von Anderungen der umgebenden Osmolalitit auf die bakterielle Zelle beruht auf
der selektiven Permeabilitét ihrer Cytoplasmamembran, die impermeabel fiir Makromolekiile,
Ionen und polare Subtanzen, aber durchlissig fiir Wasser ist (Bremer und Krdmer, 2000). Da
die Konzentration osmotisch aktiver Substanzen normalerweise im Cytoplasma deutlich
hoher als im Medium ist, liegt ein positiver Turgordruck, der als hydrostatischer Druck {iber
der Zellmembran definiert ist, in der Zelle vor. Ein Anstieg der externen Osmolalitdt wird als
hyperosmotischer Stress bezeichnet, wenn er mit dem Absinken des Zellturgors einhergeht.
Eine strikte Regulation dieses Turgors ist fiir die Bakterienzelle essentiell, da seine
mechanische Kraft Vorraussetzung fliir das Zellwachstum und die Zellteilung ist
(Koch, 1983). Ein osmotischer Wasserausstrom gefihrdet das Leben der Zelle, aufgrund
drohender Austrocknung (Wood, 1999). In der ersten Phase der Osmoadaptation von E. coli
kommt es zur schnellen Aufnahme von Kaliumionen, wodurch der Wasserverlust gestoppt
werden soll (Epstein, 1986).

In E. coli wird dieser Kaliumeinstrom durch ein niederaffines Trk- und ein hochaffines Kdp-
System vermittelt (Bremer und Krdmer, 2000), wéhrend dafiir in B. subtilis Ktr-Systeme
verantwortlich sind (Holtmann et al., 2003). In C. glutamicum ist das System, das die
Aufnahme von Kalium unter hyperosmotischen Bedingungen vermittelt, bisher nicht
identifiziert. Die intrazellulire Kaliumkonzentration steigt in FE. coli bei externen
Osmolalitdten von 0,4 bis 1,2 osmol/kg nahezu proportional an. Dieser Anstieg wird nach der
Applikation von ionischem Stress durch die Zugabe von dem membranpermeablen Osmolyt
Glycerol, sowie nach ionischem Stress durch die Zugabe von NaCl, Glukose oder Saccharose
beobachtet (Epstein, 1986). Dabei stellt die Kaliumakkumulation unter hyperosmotischen
Bedingungen in der Zelle nur einen transienten Zustand dar (Dinnbier ef al., 1988). Das im
Cytoplasma akkumulierte Kalium bindet an die RNA-Polymerase und beeinflusst die
ribosomale Transkription (Ennis ef al., 1961; Gralla und Vargase, 2006). Um einer
Alkalisierung des Cytoplasmas durch die erhohte Anzahl an Kaliumionen entgegen zu
wirken, erfolgt in E. coli gleichzeitig die Synthese von Glutamat als Gegenion (Dinnbier
et al., 1988). Die Akkumulation von Glutamat beginnt eine Minute nach Erhohung der
Osmolaritdt und ist von der Kaliumaufnahme abhingig (McLaggan efal., 1994). In
Halobakterien wird mit Kalium gleichzeitig Chlorid aufgenommen und somit die Ladung
kompensiert (Saum und Miiller, 2007). Das Gegenion zu Kalium in C. glutamicum ist
hingegen bisher nicht bekannt. In der zweiten Phase der Osmoadaptation werden die

Kaliumionen durch neutrale kompatible Solute, d. h. niedermolekulare Substanzen, welche in
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groBen Mengen akkumuliert werden konnen ohne die Physiologie der Zelle zu storen, ersetzt.
Somit sollen schidliche Effekte von zu hohen Ionenkonzentrationen im Cytoplasma
vermieden werden. Sind solche kompatiblen Solute im Medium verfiligbar, wird deren Import
der langsameren ~ und  kostenintensiveren = de  novo-Synthese vorgezogen
(Bremer und Kriamer, 2000). Sowohl in E. coli- als auch in C. glutamicum-Zellen werden
kompatible Solute aufgenommen oder das akkumulierte Kalium durch synthetisierte
Trehalose (Dinnbier ef al., 1988) bzw. bei ausreichender Stickstoffversorgung durch
synthetisiertes Prolin, Glutamat oder Glutamin (Wolfet al., 2003; Ronsch et al., 2003)
ersetzt. Fiir die Aufnahme von kompatiblen Soluten besitzt C. glutamicum vier sekundir
aktive, osmoregulierte Aufnahmesysteme (Peter ef al., 1998). Unter anderem ProP, das die
Aufnahme von Prolin und Ectoin im Protonensymport vermittelt (Peter e al., 1998), auf der
Transkriptionsebene reguliert wird (Weinand et al., 2007; Moker et al., 2007) und unter
hyperosmotischen Bedingungen im Proteom von C. glutamicum am starksten induziert ist
(Franzel et al., 2010). Das ebenfalls auf der Transkriptionsebene regulierte BetP transportiert
ausschlieBlich Glycinbetain im Symport mit zwei Natriumionen (Peter ef al., 1996) und wird,
wenn auch schwicher als ProP, unter hyperosmotischen Bedingungen ebenfalls induziert
(Weinand et al., 2007; Moker et al., 2007; Frianzel et al., 2010). Inwiefern die Induktion der
Genexpression von proP und betP in C. glutamicum kaliumabhéngig ist, ist bisher nicht
untersucht worden. Vielmehr ist fir C. glutamicum gezeigt worden, dass BetP als
Chemosensor fungiert, und durch steigende intrazellulire Kaliumkonzentrationen aktiviert
wird (Schiller et al, 2004; Wood, 2007). Dabei wird eine halbmaximale Aktivierung von BetP
erst in Anwesenheit von 220 mM Kalium erreicht (Riibenhagen et al., 2001).
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1.2  Transport von Kalium

Da die meisten Prokaryoten intrazelluldr eine Kaliumkonzentration aufrecht erhalten, die
deutlich iiber der Umgebung liegt, miissen sie Kalium gegen den chemischen Gradienten in
die Zelle transportieren (Epstein, 2003). Die auftretenden zelluliren Mechanismen des
Kaliumtransports iiber die Plasmamembran sind vielfdltig, um sich unterschiedlichen
Lebensrdumen und Schwankungen im extrazelluliren Kaliumangebot anzupassen
(Stingl et al., 2007). In der Vielzahl unterschiedlicher Transportsysteme, die sich in der
energetischen Kopplung und ihrer Kinetik und Regulation unterscheiden, spiegelt sich die
grofle Bedeutung von Kalium in Bakterien wider (Epstein, 2003). Es gibt aber auch Bakterien,
die nur Kaliumkanédle besitzen (Stingl et al., 2007), die evolutiv wahrscheinlich die dlteste
Form der Kaliumaufnahmesystem darstellen und von denen sich aktive Carriersystem
abgeleitet haben (Durell et al., 1999). Ob ein Kanal unter Stressbedingungen ausreichend ist,
und welche Limitationen die alleinige Priasenz eines Kanals mit sich bringt, sowie Vor- und
Nachteile bei der Verwendung von Kanilen oder Transportern flir die Kaliumaufnahme, sind
bisher nicht experimentell untersucht worden.

Fir C. glutamicum sind zwei Kaliumaufnahmesysteme annotiert. Zum einem das von c¢g0187
(cgl0712) codierte Protein, das &hnlich zu dem Kaliumtransporter Kup aus E. coli ist
(Rhoads et al., 1976; Bossemeyer et al., 1989), und zum anderen das Gen cg0887 (cgl0777),
welches die Sequenz des Proteins CglK codiert und als Hauptaufnahmesystem fiir Kalium

unter niedrigen pH-Bedingungen identifiziert worden ist (Follmann et al., 2009a).

1.2.1 Kaliumkanile

1.2.1.1 Struktur und Funktion

Ionenkandle erfiillen in bakteriellen Zellen viele unterschiedliche Aufgaben, die unter
anderem der Signaltransduktion und der Regulation des Zellvolumens dienen (Hille, 1986).
Uber die physiologische Funktion prokaryotischer Kaliumkanile gibt es, im Gegensatz zu
sehr ausfiihrlichen strukturellen Studien, nur wenige Erkenntnisse. Kaliumkanéle sind
integrale Membranproteine, die mit hoher Selektivitdt den Durchtritt von Kaliumionen durch
die Membran erlauben. Die Energie fiir den Ionendurchtritt wird durch den Kanal, der die
Dehydratisierung des Tons bedingt, von circa 50 kcal*mol™ auf 2-3 kcal*mol™ herabgesetzt
(Parsegian, 1969; Berneche und Roux, 2001). Die passive Diffusion der Kaliumionen wird

entlang des elektrochemischen Gradienten durch den Kanal vermittelt, und kann beinahe die
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freie Diffusionsgeschwindigkeit wie in Wasser erreichen (Hille, 2001). Die Kernstruktur aller
Kaliumkandle weist ein hohes MaBl an struktureller Konservierung auf. Ein funktioneller
Kaliumkanal besteht in der Regel aus vier Untereinheiten, die sich zu einem tetrameren
Komplex zusammenlagern. Die Untereinheiten sind symmetrisch angeordnet und bilden in
threm Zentrum eine wassergefiillte Pore aus (MacKinnon, 1991; Doyle et al., 1998;
MacKinnon ef al. 2001). Allen Untereinheiten gemeinsam ist ein struktureller Kern aus zwei
transmembranen Helices (TM), die durch eine Loop-Region (P-Loop) mit einer
hochkonservierten =~ Aminosdureabfolge @TVGYGD  verbunden sind. Durch die
Zusammenlagerung der vier Loop-Regionen entsteht der Selektivititsfilter des Kanals
(Miller 1992; Jan und Jan, 1992).

Eine Untereinheit eines Kaliumkanals besteht somit im einfachsten Fall aus zwei
Transmembrandominen, was fiir Kanile des 2TM-Typs charakteristisch ist (Abb. 1.2A). Zu
dieser Klasse gehort beispielsweise der KcsA-Kanal aus Streptomyces lividans, dessen 3D-
Struktur als erste Struktur eines Kaliumkanals aufgekliart wurde (Doyle ef al., 1998). Auch
wird der ebenfalls kristallisierte =~ Kaliumkanal MthK aus  Methanobacterium
thermoautotrophicum dazugezédhlt (Jiang et al., 2002a,b). Komplizierter aufgebaut sind die
K,-Kanile (voltage gated), die iiber vier zusitzliche TM-Dominen verfiigen und die Klasse
des 6TM-Typs darstellen, wobei sich der P-Loop zwischen der TM5 und TM6 befindet
(Abb. 1.2B). Zu dieser Klasse gehdren u. a. die tierischen Kanéle der Shaker-Familie oder die
pflanzlichen Kaliumkanéle AKT1 und KAT1 aus Arabidopsis thaliana (Sentenac et al., 1992;
Anderson et al., 1992). Diesen Kandlen gemein sind positiv geladene Aminosiuren in der
vierten Transmembrandoméine (S4-Helix), die einen Sensor darstellen, durch den eine

spannungsabhingige Aktivierung bzw. Inaktivierung vermittelt wird.

Abb. 1.2: Strukturtypen von Kaliumkanilen. Kaliumkanile konnen anhand der Anzahl ihrer
transmembranen Helices (TM) unterschiedlichen Klassen zugeordnet werden. Viele bakterielle Kandle gehren
zum 2TM-Typ (A), dessen beide TMs iiber einen P-Loop (P) miteinander verbunden sind. Kaliumkanéle
hoherer Organismus gehdren unter anderem zum 6TM-Typ, der iiber sechs TMs verfiigt, wobei der P-Loop
zwischen der TMS5 und TM6 liegt und die TM4 einen Spannungssensor (S) beinhaltet.
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1.2.1.2 Permeation und gating-Mechanismen

Die funktionellen Eigenschaften von Kaliumkandlen basieren auf zwei fundamentalen
Prozessen, der Permeation und dem gating. Der selektive und effiziente Transport der
Kaliumionen iiber die Membran wird als Permeation bezeichnet, und von der
hochkonservierten Filtersequenz koordiniert. Die Funktion dieser sogenannten ,,signature-
sequence* (Heginbotham et al., 1994) ist das Abstreifen der Hydrathiille der Kaliumionen.
Dabei werden die Carbonyl-Sauerstoffatome des Polypeptid-Riickgrates so ausgerichtet, dass
sie die Rolle der Sauerstoffe aus den Wassermolekiilen der Hydrathiille iibernehmen
(Zhou et al., 2001). Auf diese Weise entstehen energetisch stabilisierte Positionen fiir die
permeierenden Kaliumionen, so dass eine hohe Spezifitit bei gleichzeitig hoher Transportrate
gewihrleistet ist.

Der Prozess des gatings ist der Permeation iibergeordnet und kontrolliert den Ionenfluss. Man
unterscheidet die funktionellen Kanalzustiande offen und geschlossen
(Neher und Sakmann, 1976). Befindet sich ein Kanal im gedftneten Zustand ist eine effiziente
Ionenpermeation gewihrleistet. Im geschlossenen Zustand findet hingegen kein Ionenfluss
statt. Beim Wechsel zwischen dem geo6ffneten und dem geschlossenen Zustand kommt es zu
einer Konformationsédnderungen innerhalb des Kanals. Die Struktur, die direkt an diesem
Prozess beteiligt ist, wird als gate bezeichnet. Basierend auf den bisherigen Kristallstrukturen
von KcsA und MthK wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Uberkreuzung der jeweils
zweiten Transmembranhelices im tetrameren Komplex (bundle crossing) auf der
cytoplasmatischen Seite eine Engstelle erzeugt, und als gate fungiert (Doyle ef al., 1998).
Wihrend der pH-abhingigen Aktivierung des KcsA-Kanals iiber einen Protonensensor im
cytoplasmatischem Abschnitt der TM2 kommt es zu einer Rotationsbewegung der TM2-
Helices und dadurch zur VergroBerung des Durchmessers des inneren Vorraums
(Thompson et al., 2008; Perozo et al., 1999; Cuello et al., 2010). Fir den MthK-Kanal wird
diese Hypothese eines intrazelluliren gates am Kreuzungspunkt der TM2-Helices ebenfalls
unterstiitzt (Jiang et al., 2002a,b).

Die Kontrolle des gates, der sogenannte gating-Mechanismus, ist fiir die Versorgung der
Zelle mit physiologisch ausreichenden Mengen Kalium essentiell und kann physikalisch oder
biochemisch reguliert sein. Dabei ist der gating-Mechanismus direkt oder indirekt mit dem
gate gekoppelt (Hille, 2001), bewirkt aber kein fixes Umschalten des Kanals von geschlossen
nach offen oder anders herum. Vielmehr wird durch ihn nur die Verweildauer im offenen
Zustand, die sogenannte Offenwahrscheinlichkeit, beeinflusst. Ein gating-Mechanismus, der

fir die Kaliumkanédle KcsA und MthK beschrieben ist, beruht auf einem pH-abhéngigen
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Konformationswechsel, wonach die innere Helix beim Offnen des Kanals an einem
konservierten Glycinrest in der zweiten Transmembrandoméne abknickt und sich beim
SchlieBen wieder gerade ausrichtet (Magidovich und Yifrach, 2004; Chakrapani et al., 2007).
Ein weiteres Modell fiir den Kaliumkanal MthK beinhaltet ein ligandenabhingiges gating
(Jiang et al., 2002a,b) (Abb. 1.3). Der MthK-Kanal o6ffnet in Abhéingigkeit von der
cytoplasmatischen Ca®"-Konzentration. Strukturanalysen von MthK in Anwesenheit von Ca®"
zeigten eine offene Pore und einen groBen cytoplasmatischen Komplex, der von acht C-
terminalen RCK-Dominen, bzw. RCK-Proteinen (regulator of conductance for K') gebildet
wird, und als gating-Ring fungieren soll (Li et al., 2007; Kuo et al., 2007). Durch die Bindung
von Ca”"-Tonen in Abhingigkeit vom pH-Wert 4ndert sich die Konformation und damit der
Durchmesser dieses gating-Rings, wihrend das zusitzliche Abnicken der inneren Helices zur
Offnung des MthK-Kanals fiihrt (Chakrapani et al., 2007). Sowohl fiir KcsA, als auch fiir
MthK wird eine intrinsiche Kraft vermutet, die das SchlieBen des Kanals bewirkt und das
Offnen nur nach Ligandenbindung erlaubt. Ein mdglicher gating-Mechanismus von CgIK ist

unbekannt.

Abb. 1.3: Ligandenabhingiger gating-Mechanismus des MthK-Kanals. Der Ligand (L) bindet an den
intrazelluldren gating-Ring (RCK) (bestehend aus vier RCK-Doméinen (griin) und vier RCK-Proteinen
(orange)). Es kommt zu einer Erweiterung des gating-Rings, der mit dem zusétzlichen Einknicken am Glycin-
Gelenk (G) in der inneren Helix der Transmembrandomine TM2 zum Offnen des Kanals fiihrt. Die P-Loop
Regionen (P) sind als rote und die Transmembrandomaénen als blaue Zylinder dargestellt. Kaliumionen werden
durch kleine Kreise mit schwarzem Punkt in der Mitte symbolisiert.

10
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1.2.2 Proteinsequenzvergleich von CglK aus C. glutamicum wmit MthK aus

M. thermoautotrophicum

Ein Proteinsequenzvergleich des CglK-Kanals aus C. glutamicum mit dem MthK Kanal aus
M. thermoautotrophicum zeigt groBe Homologie, die sich in einer 24% identischen und 41%
dhnlichen Sequenz, sowie einem E-value von 1 x 1077 widerspiegelt (Abb. 1.4). In beiden
Proteinen werden zwei transmembrane Sequenzabschnitte vorausgesagt, zwischen denen die
Aminosduren der konservierten Kaliumselektivititsfiltersequenz TVGYGD liegen. Ab der
98. Aminosiure von CglK wird ein ausschlieBlich cytoplasmatischer Bereich vorhergesagt, in

dem ein Methionin an Position 137 (M137) auftritt.

il
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Abb. 1.4: Aminosdurevergleich zwischen den Sequenzen der Kaliumkanile MthK aus
M. thermoautotrophicum und CgIK aus C. glutamicum. Der Sequenzvergleich zwischen den Aminosauren
von MthK und CglK wurde mit Hilfe des Alignment-Programms Clustal W (Thompson ef al., 1994) erstellt.
Hierbei sind konservierte, identischen Aminosduren rot hinterlegt und isofunktionelle Aminosduren blau
umrandet. Die konservierte Konsensussequenz des Kaliumselektivitatsfilters ist griin umrandet. Der Bereich der
cytoplasmatischen KTN-Domine (ab M137) von CgIK ist mit einer hellblau gestrichelten Linie markiert. Uber
dem Sequenzvergleich sind Vorhersagen zur Sekundérstruktur in Form von B-Faltblittern und o-Helices
symbolisiert. Der Rossmann Fold ist durch eine gelb gepunktete Linie markiert (verdndert nach K. Marin).
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In diesem Sequenzabschnitt ab MI137 befindet sich ein Rossmann Fold einer
B—o Proteinstruktur,  #hnlich den NAD'-Bindedominen von NAD'-abhingigen
Dehydrogenasen ~ (Rossmann ef al., 1975), so dass dieser als KTN-Domine
(K" transport nucleotide binding) bezeichnet wird. Der Bereich erstreckt sich zwischen den
Aminoséduren 142 bis 257, worin das putative glycinreiche Nukleotid-Bindemotiv GXGXXG
(G145-G150) liegt. Im Unterschied dazu befindet sich in diesem Sequenzbereich von MthK,
der als RCK-Domine bezeichnet wird, eine Ca*"-Bindestelle. Fiir das gesamte CglK-Protein
ist eine molekulare Grofle von rund 36 kDa und fiir das mogliche KTN-Protein eine Grofle

von circa 27 kDa vorhergesagt (Follmann et al., 2009a).

1.2.3 Kaliumtransporter

In vielen Bakterien sind zusdtzlich zu Kaliumkanilen primidr und sekundir aktive
Kaliumtransporter vorhanden. Alle sekundir aktiven Systeme sind beim Transport der
Kaliumionen iiber die Membran an einen elektrochemischen Gradienten gekoppelt
(Epstein, 2003). E. coli-Zellen verfiigen iiber unterschiedliche Kaliumtransportsysteme, liber
die es thnen moglich ist hohe interne Kaliumkonzentrationen sowohl unter Standard-, als auch
unter  Stressbedingungen  aufrecht zu  erhalten  (Kroll und Booth, 1981).  Das
Hauptaufnahmesystem fiir Kalium ist in E. coli das Trk-Transportsystem, das einen sekundér
aktiven Kalium/Protonen-Symport mit mittlerer Affinitdt bei groBer Maximalgeschwindigkeit
vermittelt  (Rhoads und Epstein, 1977). Der  Trk-Komplex besteht aus einem
membranintegrierten TrkH- oder TrkG-Protein und den cytoplasmatischen Proteinen TrkA
und TrkE, denen eine regulatorische Funktion iiber NADH(H")-und ATP-Bindung zugeordnet
wird (Stumpe et al., 1996). Das monomere System Kup vermittelt in E. coli einen sekundér
aktiven, natriumabhéingigen Kalium/Protonen-Symport (Stumpe et al., 1996) unter sauren
hyperosmotischen Bedingungen (Trchounian und Kobayashi, 1999). Das in E. coli nur unter
hyperosmotischen Bedingungen und bei Kaliummangel exprimierte Kdp-System ist ein
primér aktiver Kaliumtransporter vom ATPase P-Typ, mit hoher Affinitdt und Spezifitét fir
Kalium (Stumpe et al., 1996; Epstein, 2003). Es handelt sich um ein induzierbares System,
dessen Expression iiber ein Zwei-Komponentensystem reguliert wird
(Jung und Altendorf, 1998). Die membranintegrierte KdpA-Untereinheit des
KdpFABC-Komplexes besitzt einen Kaliumselektivititsfilter und ist fiir die Permeation der
Kaliumionen verantwortlich.

Ein weiterer Kaliumtransporter in Prokaryoten ist das Ktr-System, das mit dem Trk-Komplex

verwandt ist, vor allem in Gram-positiven Bakterien auftritt und aus zwei Untereinheiten,
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KtrA und KtrB, die TrkA und TrkH dhnlich sind, besteht (Nakamura et al., 1998). Bacillus
subtilis verfiigt iiber zwei Ktr-Systeme, KtrAB und KtrCD, mit unterschiedlichen Affinititen
im millimolaren Bereich, die an der Anpassung an hyperosmotische Bedingungen beteiligt
sind (Holtmann et al., 2003). Das Ktr-System aus Vibrio alginolyticus ist energetisch an einen
Natrium-Symport gekoppelt (Tholema et al., 1999) und hat einen K,,-Wert von rund 50 uM
(Nakamura et al., 1998). Die membranintegrierte  KtrB-Untereinheit ist fiir die
Kaliumpermeation zustindig. Das cytoplasmatische KtrA-Protein gehort hingegen zur
Familie der KTN-Proteine, die wie die dhnlichen RCK-Doménen in unterschiedlichen
Kaliumkanédlen auftreten (Roosild et al., 2002; Kroning et al., 2007) und an der Regulation
beteiligt sind (Tholema et al., 2005). Die KtrA-Proteine beinhalten einen Rossmann Fold mit
einem glycinreichen Nukleotid-Bindemotiv, an das NAD/NADH oder ATP mit
unterschiedlichen Affinitdten binden, und die Oligomerisierung des Komplexes beeinflussen
kann (Roosild et al., 2002, Kroning et al., 2007). Fir C. glutamicum ist ein solches Ktr-
System nicht bekannt.

Bioinformatische Vergleichsanalysen von Kaliumaufnahmesystemen in Actinobakterien mit
bekannten Systemen aus E. coli und Streptomyces coelicolor haben gezeigt, dass in nicht-
pathogenen Stimmen vorwiegend Kaliumkandle und niedrig-affine Kaliumtransporter
auftreten, wihrend pathogene Stimme iiberwiegend mit hoch-affinen Kaliumtransporter
ausgestattet sind (Ochrombel ef al., 2011). In allen Stimmen der untersuchten
Actinobakterien treten die Kandle KcsA (Liet al., 1998) und CglK entweder einzeln oder
zusammen auf (Abb. 1.5). Zum Trk-Transporter aus E. coli dhnliche Proteinkomplexe oder
Kdp-Aufhahmesysteme kommen nahezu ausschlieBlich in pathogenen Stimmen vor.
Kup-Transporter findet man hingegen iiberwiegend in nicht-pathogenen Zellen. In welchem
Zusammenhang das Auftreten der unterschiedlichen Kaliumaufnahmeysteme steht, und
warum einige Stdmme mit einer Vielzahl von Transportern, hingegen andere nur mit einem

Kaliumkanal ausgestattet sind, ist bisher untersucht.

13



Einleitung
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KdpA M. tube H
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Abb. 1.5: Vorkommen unterschiedlicher Kaliumaufnahmesysteme in Actinobakterien. Proteine, die
Ahnlichkeit zu den bekannten Kaliumtransportern KefB, TrkH, KdpA, den Kaliumkanilen KcsA und Kch aus
Streptomyces coelicolor (S. coel), bzw. E. coli und dem Natriumtransporter NhaA aus E. coli haben, wurden
durch einen Sequenzvergleich mit den Proteomen von C. aurimucosum (C. auri), C. diphtheriae (C. diph),
C. efficiens (C. effi), C. glutamicum (C. glut), bzw. dessen Stamm R (C. glutR), C. jeikeium (C. jeik),
C. urealyticum (C. urea), C. kroppenstedtii (C. krop), M. tuberculosis (M. tube), M. abscessus (M. absc),
Nocardia farcinica (N. farc), Propionibacterium acnes (P. acne), Streptomyces avermitilis (S. aver),
Bifidobacterium longum (B. long) und Clavibacter michiganensis (C. mich) mittels Blast identifiziert, mit Hilfe
von ClustalX (Thompson et al., 1997) verglichen und in einem Kladogramm im T7ree View (Page, 1996)
dargestellt (verdndert nach Ochrombel et al., 2011).
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1.3 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollten Mechanismen der Stressantwort von C. glutamicum analysiert werden.
Beziiglich der pH-Stressantwort von C. glutamicum sollten verdnderte Stoffwechselprozesse
auf physiologischer und enzymatischer Ebene ndher untersucht und in einen funktionellen
Zusammenhang gebracht werden. Um die Bedeutung von Kalium und dessen Aufnahme bei
der Stressanpassung niher zu charakterisieren, sollten Stressbedingungen definiert werden,
unter denen Kalium essentiell fiir die C. glutamicum-Zelle ist. Dabei sollte der
bioenergetische Einfluss von Kalium auf die Zelle beziliglich der Stressantwort ndher
betrachtet werden. Inwiefern CglK unter den definierten Stressbedingungen das
Hauptaufnahmesystem fiir Kalium darstellt, sollten physiologische und biochemische
Untersuchungen kliaren. Desweiteren sollte die heterologe Expression von cg/K und
Aufreinigung markierter CglK-Proteine etabliert werden, um deren Aufbau und die Funktion
ndher zu untersuchen. Zudem wurde eine elektrophysiologische Charakterisierung angestrebt,
wozu mogliche experimentelle Ansdtze getestet werden sollten. Zur Untersuchung der
Regulation von CgIK sollte der Einfluss der KTN-Module durch die Konstruktion
unterschiedlicher CglK-Varianten auf verschiedenen experimentellen Ebenen analysiert
werden.

Ob die CglK-vermittelte Kaliumaufnahme in C. glutamicum eine Limitation darstellt, und
unter welchen Bedingungen die Anwesenheit eines aktiven Kaliumtransporters
physiologische Auswirkungen auf die Zellen hat, sollte anhand der heterologen Expression

eines geeigneten Transporters untersucht werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Organismen

Die Tab. 2.1 gibt die in dieser Arbeit verwendeten C. glutamicum- und E. coli-Stamme, sowie

relevante Genotypen wieder.

Tab. 2.1: Verwendete E. coli und C. glutamicum-Stimme und ihre Eigenschaften

Stamm Genotyp Referenz

C. glutamicum ATCC 13032, Wildtyp (WT) Abeet al., 1967

WT_pEKEx2 ATCC 1'3032 mit extrachromosormal vorliegendem Diese Arbeit
Expressionsvektor pEKEx2, Km'

Akup ATCC 13032 mit Deletion des Gens cgl0712 Becker, 2007

AcglK ATCC 13032 mit Deletion des Gens cgl0777 Becker, 2007

AcglKAkup ATCC 13032 mit Deletion der Gene cg/0712 und Becker, 2007
cgl0712

AcglKAkup pEKEx2 AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem Diese Arbeit

Expressionsvektor pEKEx2, Km'

AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem
AcglKAkup pEKEx2 GFP_cglK Expressionsvektor pEKEx2 mit N-terminal GFP- Diese Arbeit
markiertem ¢g/0777, Km'

AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem
AcglKAkup_pEKEX2_cglK Expressionsvektor pEKEx2 mit C-terminal Strep- Becker, 2007
markiertem ¢g/0777, Km'

AcglKAkup pEKEx2_cglK M137Stop écglKA{mp mit extrachromos.omal vorliegendem ] Diese Arbeit
xpressionsvektor pEKEx2 cg/K M137Stop, Km'

AcglKAkup pEKEX2. cglK M1371 AcglKA{mp mit extrachromosomal vorlie genderm Diese Arbeit
Expressionsvektor pEKEx2 ¢g/K M1371, Km

AcglKAkup pEKEX2. cglK H140R AcglKA{mp mit extrachromosomal vorliegendrem Diese Arbeit
Expressionsvektor pEKE2 cg/K H140R, Km'

AcglKAkup pEKEX2. calK H246R AcglKA{mp mit extrachromosomal vorliegendem Diese Arbeit
Expressionsvektor pEKEx2 cg/K H246R, Km'

AcglKAkup pEKEX2_ calK H308R AcglKA{mp mit extrachromosomal vorliegendem Diese Arbeit
Expressionsvektor pEKEx2 c¢g/K H308R, Km'

AcglKAkup pEKEx2_cglK H140R_H246R AcglKA{mp mit extrachromosomal vorliegendem ) Diese Arbeit
Expressionsvektor pEKExcg/K H140R_H246R, Km

AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem

AcglKAkup_pEKEx2 cglK H140R_H308R Expressionsvektor pEKEx2_cel/K H140R_H308R, Diese Arbeit
Km"
AcglKAkup pEKEX2 cglK H140R_H246R AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem
- - - - E i Kt Diese Arbeit
H308R Xpressionsvektor

pEKExX2_cglK H140R_H246R_H308R, Km'

AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem

AcglKAkup_pEKEx2_cg/K H140R_H308R Expressionsvektor pEKEx2 cg/K H140R_H308R, Diese Arbeit
Km"
AcglKAkup mit extrachromosomal vorliegendem . .
AcglKAkup pEKEx2 cglK H246R_H308R Expressionsvektor pPEKEx2_cgl/K_H246R_H308R, Diese Arbeit
Km"
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ATCC 13032 mit pDrive-Insertion im Gen ¢gl0255

Expressionsvektor pEKEx2_ahpC_Strep, Km'

Katalase” Km' Diese Arbeit
WT_pEKEx2 ktrBA_Strep WT_pEKEX2 ktrBA_Strep Diese Arbeit
AcglKAkup pEKEX2 ktrBA_Strep AcglKAkup pEKEX2 ktrBA_Strep Diese Arbeit
WT_pEKEx2_ahpC_Strep WT mit extrachromosomal vorliegendem Diese Arbeit

E. coli

endAl supE44 thi-1 X recAl gyrA96 relAl deoR Grant et al., 1990
DH5eMCR A(lacZYA-argF) U169 ®80AlacZ AMI5mcrd A(mmr

hsdRMS mcrBC)
BL21 E. coli B F dem ompT hsdS (rg" mp’) gal Studier et al., 1986

BL21 pET52b_cglK

BL21 mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pET52b_cglK, Carb'

Becker, 2007

BL21 pET52b KTN

BL21 mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pET52b_KTN, Carb'

Diese Arbeit

TK2309

(K12 Derivat) F- thi, rha, lacZ, nagA, trkD1,
trkA405, kdp::Tn10

W. Epstein, Chicago, USA

TK2309 mit extrachromosomal vorliegendem

Expressionsvektor pTrc_ cglK M137Stop, Amp'

TK2309_pTrc_cglK Diese Arbeit
-pirecs Expressionsvektor pTrc_cglK, Amp"

TK2309 cglK MI371 TKZ?:O? mit extrachromosomal vorliegender‘rn Diese Arbeit
- Expressionsvektor pTrc_ c¢glK M1371, Amp

TK2309 _cglK M137Stop TK2309 mit extrachromosomal vorliegendem Diese Arbeit

2.2 Plasmide

In der folgenden Tab. 2.2 sind die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Plasmide

aufgelistet.
Tab. 2.2: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmide
Plasmid Charakteristika Referenz
pDrive A-T Klonierungsvektor, Km', Am', p Ipp/lac’, fl ori; 3850 bp Qiagen, Hilden
pEKEx2 Km' f1 ori Eikmanns et al.,
1991
pEKEx2 cglK pEKEX2 mit ¢gl0777 Becker, 2007
pEKEx2 GFP pEKEx2_mit enthaltener Gensequenz fiir GFP Diese Arbeit
pEKEx2 GFP_cglK pEKEx2 mit GFP_cglK Diese Arbeit
pEKEx2 cglK M137Stop pEKEX2 mit ¢gl0777_M137Stop Diese Arbeit
PEKEx2_cglK M1371 PEKEX2 mit cgl0777_MI371 Diese Arbeit
pEKEx2 cglK HI140R pEKEX2 mit ¢gl0777_H140R Diese Arbeit
pEKEx2 cglK H246R pEKEX2 mit ¢gl0777_H246R Diese Arbeit
pEKEx2 cglK H308R pEKEX2 mit ¢gl0777_H308R Diese Arbeit
PEKEx2_cg/K_H140R_H246R PEKEX2 mit cgl0777_H140R_H246R Diese Arbeit
PEKEx2_cg/K_H140R_H308R PEKEX2 mit cgl0777_H140R_H308R Diese Arbeit
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pEKEx2 cg/K H140R_H246R_H308R | pEKEx2 mit ¢g/0777 H140R_H246R_H308R Diese Arbeit
pEKEx2_cg/K H140R_H308R pEKEX2 mit ¢gl0777_H140R_H308R Diese Arbeit
pEKEx2_cg/K H246R_H308R pEKEX2 mit ¢gl0777_H246R_H308R Diese Arbeit
pEKEx2 cglK G145 pEKEX2 mit ¢gl0777_ G145 Diese Arbeit
pEKEx2 cglK G147 pEKEX2 mit ¢gl0777_ G147 Diese Arbeit
pEKEx2 cglK G150 pEKEX2 mit ¢gl0777_ G150 Diese Arbeit
pEKExX2  ktrBA_Strep pEKEX2 mit pre300_ jk0347-jk0348 aus C. jeikeium mit deletiertem Diese Arbeit
Stopcodon und Strep-Tag
pEKExX2 ahpC Strep pEKEX2 mit b0605-b0606 aus E. coli mit deletiertem Stopcodon und Strep- | Diese Arbeit
Tag
pEKEx2 Katalase pEKEX2 mit ¢g/0255 mit deletiertem Stopcodon und Strep-Tag Diese Arbeit
pET-52b Expressionsvektor fiir E. coli Qiagen
pET-52b_cglK pET-52b mit ¢gl0777 Becker, 2007
pET-52b_KTN pET-52B mit KTN (ab M137 aus ¢gl0777) Diese Arbeit
pDrive-icgl0255 pDrive mit internem Fragment von ¢g/0255 (iKat) Diese Arbeit
pTrcMscSHs (pTrcYHe) Ncol-Hindlll mscS-bearing fragment cloned into Ncol-Hindlll sites of | S. Miller
pTrc99a
pTrc_cglK Ncol-Hindlll cglK-bearing fragment cloned into Ncol-HindlIll sites of | Diese Arbeit
pTrc99a
pTrc_cglK MI1371 pTrc_cglK mit M1371 Diese Arbeit
pTrc_cglK M137Stop pTrc_cglK mit M137Stop Diese Arbeit

2.3 Oligonukleotide

In der folgenden Tab. 2.3 sind die verwendeten Oligonukleotide (Primer) sowie deren
Basensequenz aufgefiihrt. Die Primer wurden von Operon (Kdln) bezogen und in H,O geldst
(100 nmol/ml). Primer, die zum Sequenzieren verwendet wurden, wurden auf 10 nmol/ml

verdiinnt.

Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide Basensequenz (5” - 3")
CglK _lle_5° GCA AAT CCA ACG TTG GAG AAA ACG CAT CCG CAA CCA CAC CGT CG
CglK Ile 3 CGACGGTGTGGTTGCGGATGCGTTTTCTCCAACGTTGGATTTGC
CglK_Stop_5' GCA AAT CCA ACG TTG GAG AAA ACG CTA GCG CAA CCA CAC CGT CG
CglK_Stop 3’ CGACGGTGTGGTTGCGCTAGCGTTTTCTCCAACGTTGGATTTGC
KTN_5’ GTCCATGGTAATGCGCAACCACACCGTCGTTGTC
KTN_3’ GTGTCGACTTTGTCATTTACCTCCTCGCTAAATAC
cg0310 5" (cgl0255 5" (iKat) TTCCAGAGCGTATCCCTCAC
cg0310 3'(cgl0255 3" (iKat) TAGAGGTCTTCGCGCTGGTA
Pre300_cg0310 5 TGGGCGTCGTTACGCTCTTT
Cgl0777 Kont 3’ CCA CCA ATG GCT CGA AGA
Cgl0777 Kont 5’ ACC TCG CAG CTC CAC AAT
Cgl0712 Kont 3’ GCC AGT CGT AGA ATC AGT
Cgl0712 Kont 5° CTG CGA TTG GAG GAG TAA
M13_forward CAAAAGGGTCAGTGCTGC
MI13_reverse TTCACACAGGAAACAGCTATGACC
pEXEx2_forward ATCGGCTCGTATAATGTG
pEXExX2_reverse CCGCTTCTGCGTTCTGATTT
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CglK_CHis_Ue 5’

GCCCATGGGCCGAATGAAAAACGATGGTG

CglK_CHis_Ue3’

GCGTCGACTTTGTCATTTACCTCCTCGCT

CglK _CStrep Ue 5°

GCGCTAGCTTTGTCATTTACCTCCTCGCTA

CglK _CStrep Ue 3°

GCCCTGCAGGATGGGCCGAATGAAAAACGA

AhpC_CHis_Ue 5’

GCGGATCCAGGAGACCTTTTATGTCCTTGATTAACACCAAAATTAAACCTTTTAAAAACC

AhpC_CHis_Ue 3’

GCGAGCTCCTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCATGCAGTTTTGGTGCGAATCAGGTAG

Pre300_Ue Ktr Cjeik 5°

GCCTGCAGGGAGACTCAGCCCGTGCTGCGTTTGC

Ue Ktr CStrep Cjeik 3’

GCGAATTCGCCTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGGAATCCGCAAACTTATCCAGGT

Katalase Ue 5°

GCCTGCAGAATACCAGTTCAGACCGGGGTCACCATAAAGGTGTGTAGGGG

Katalase Ue CStrep 3°

GCCTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAGCCTTCTTCTGGAGGTAAAG

CglK_Hisl 5" (His140R)

GGAGAAAACGCATGCGCAACGCCACCGTCGTTGTCGGATACGG

CglK_Hisl_3’ (His140R)

CCGTATCCGACAACGACGGTGGCGTTGCGCATGCGTTTTCTCC

CglK_His2 5" (His246R)

CGAGAATCTGAAAACCAAGCCCTCCTCGAACAATCCGGTGC

CglK_His2 3’ (His246R)

GCACCGGATTGTTCGAGGAGGGCTTGGTTTTCAGATTCTCG

CglK_His3_5" (His308R)

CGGCTCCAACCCACGAGCCCTCGCTGACATCGTCCTCGGTGTTGTTCG

CglK_His3_3’ (His308R)

CGAACAACACCGAGGACGATGTCAGCGAGGGCTCGTGGGTTGGAGCCG

CglK_G1_5' GCATGCGCAACCACACCGTCGTTGTCGCATACGGAACCAAAGGTCGC
CglK_G1_3’ GCGACCTTTGGTTCCGTATGCGACAACGACGGTGTGGTTGCGCATGC
CglK_G2_5' GCGCAACCACACCGTCGTTGTCGGATACGCAACCAAAGGTCGCTCC
CglK_G2_3 GGAGCGACCTTTGGTTGCGTATCCGACAACGACGGTGTGGTTGCGC
CglK_G3_5' CGTTGTCGGATACGGAACCAAAGCTCGCTCCGCGGTCGCTGCACTGC
CglK_G3_3' GCAGTGCAGCGACCGCGGAGCGAGCTTTGGTTCCGTATCCGACAACG
CelK Neol 5’ GCCCATGGGCCGAATGAAAAACGATGG

CglK_Xhol 3’ GCCTCGAGTTTGTCATTTACCTCCTCGC

pTreYH6 5’ GCCGACATCATAACGGTTCT

pTreYH6 3’ ACCGCTTCTGCGTTCTGATT

Pore CglK Xhol 3°

GCCTCGAGGCGTTTTCTCCAACGTTGG

2.4 Nihrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.4.1 Komplexmedien fiir E. coli

Als Komplexmedien wurden LB- bzw. LK-Medium verwendet, eine Variation von Luria

Broth (Sambrook et al., 1989) in der KCI durch NaCl ersetzt wird (Rowland et al., 1984).

LB-Medium (1 I):
Trypton

Hefeextrakt

NaCl

LK-Medium (1 1):
Trypton

Hefeextrakt

KCl

10g
10g
S

10g

5¢
6,4 ¢g
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Diesem Medium konnten 14 g/l Bacto-Agar (Difco, Detroit, USA) fiir die Herstellung von
Agarplatten zugesetzt werden. Fiir die Herstellung superkompetenter E. coli-Zellen wurden
zudem noch TB-Puffer (10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, 55 mM MnCl,; mit
KOH auf pH 6,7 eingestellt) und SOB-Medium (2,5 mM KCIl; 10 mM NaCl; 10 mM MgCl;
2% Trypton; 0,5% Hefeextrakt) bendtigt. Aulerdem wurde SOC-Medium (wie SOB mit
20 mM Glukose) fiir die Transformation der E. coli-Zellen verwendet.

2.4.2 Komplexmedien fiir C. glutamicum

Zur Kultivierung von C. glutamicum wurde BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion; DIFCO/BD,
Detroit, USA) als Flissigmedium (37 g/l H,0O) benutzt. Fir die Kultivierung auf Agarplatten

wurden dem Medium 15 g/l Bacto-Agar (Difco) zugesetzt. Die Anzucht zur Herstellung von
kompetenten Zellen flir die Transformation durch Elektroporation erfolgte in 100 ml
LB-Medium, das die Wachstumsinhibitoren Isonicotinsdurehydrazid (4 g/l), Glycin (25 g/l)
und Tween-80 (1 g/l) enthielt (Haynes und Britz, 1989). Die Regeneration der Zellen erfolgte
in BHIS-Medium (37 g/l Brain-Heart-Infusion; 0,5 M Sorbitol).

2.4.3 Minimalmedium fir E. coli

2.4.3.1 K,-Medium

Das Minimalmedium wurde von Epstein und Kim (1971) entwickelt, um bei
unterschiedlichen K'-Konzentrationen eine unverdnderte Pufferkapazitit des Mediums
aufrecht zu erhalten. Dieses Medium wird als K,-Medium bezeichnet, wobei x die finale K
Konzentration in mM angibt. Dem Medium wurden dann die Wachstumssupplemente

hinzugefiigt.

Ki20-Medium (1 1)
KHPOsx3H,0  105¢g
KH,PO, 3,12 ¢
(NH,),S04 1,05 ¢

Ko-Medium (1 1)
Na,HPO, x 12 H,0 16,47 ¢
NaH,PO, x 2 H,0 3,12 ¢
(NH,),S04 1,05 ¢

20



Material und Methoden

Fiir Medium, das weniger als 120 mM K enthalten sollte, wurde die Konzentration mittels
der Zugabe von 1 M KCI eingestellt. Wachstumssupplemente und Antibiotika wurden nach

dem Autoklavieren steril hinzugefiigt.

2.4.3.2 K,-Agarplatten

Fir Ky-Agarplatten wurden 14 g Agar pro Liter in 4/5 Volumen H,O autoklaviert.
5 x Kj20-Medium wurde dann zum korrekten Endvolumen aufgefiillt. Wachstumssupplemente
wurden nach dem Autoklavieren bei einer Temperatur unter 60°C hinzugefligt. Fiir
Agarplatten, die weniger als 10 mM K enthalten, wurde der Agar zuerst mit 1 M NaCl und

dann dreimal mit H,O gewaschen um K'-Spuren auszuwaschen.

2.4.3.3 Wachstumssupplemente

Tab. 2.1: Wachstumssupplemente fiir das Minimalmedium fiir E. coli

Supplement Stock Verdiinnung Endkonz.
D-Glukose 20% (W/v) 100 x 0,2% (wW/v)
Thiamin HCI* 0,01% (w/v) 100 x 0.001% (w/v)
MgSO, x 7 H,O 40 mM 100 x 0,4 mM
(NH4),S0, x FeSO, x 6 H,O 6 mM 1000 x 6 UM

Stock wurde in 0,1 M HCI geldst

2.4.4 Minimalmedien (MMI) fiir C. glutamicum

Fiir Kultivierungen in Mikrotiterplatten, in Schiittelkolben sowie in Fermentern wurde MMI
(Mineralsalzmedium I, Kase und Nakayama, 1972) verwendet. Zur Herstellung dieses
Mediums wurden 916 ml einer Stammlosung angefertigt und autoklaviert, die 5 g (NH4)2SOs,
5 g Harnstoff, 2 g KH,PO4und 2 g K;HPO4x 3 H,O (pH 7,0 KOH) enthielt. Sollte kaliumfrei
kultiviert werden, wurden KH,PO4 und K;HPO,4 dquimolar durch 2,29 ¢ NaH,PO,x 2 H,O
und 1,63 g Na,HPO, ersetzt (pH 7,0 NaOH). Die restlichen Bestandteile wurden getrennt
angesetzt und sterilisiert. Dabei wurden 80 ml 50%ige Glukose (w/v), sowie 1 ml 1% (w/v)
CaCh, Iml 1M MgSO4, 1ml 0,02% Biotin, und 1 ml Spurenelementlosung (1 g
FeSO4 x 7 H,0O, 1 g MnSO4 7 x H20, 0,1 g ZnSO4 x 7 H20, 0,021 g CuSO4 x 5 H,0O, 2 mg
NiCl, x 6 H,O ad 100 ml H,0) der Stammldsung hinzugefiigt.
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Sollte das Medium erhohte Konzentrationen von NaCl, KCI, Glukose, Saccharose oder
Sorbitol enthalten, wurden die entsprechenden Substanzen in den gewliinschten
Endkonzentrationen zugegeben. Fiir die Bestimmung der Osmolalitdt eines Puffers oder
Mediums wurde ein Osmometer (Osmomat 030, Gonotec, Berlin) verwendet, wobei mittels
Standards Eichgeraden erstellt wurden (personliche Mitteilung K. Marin). Auch konnten
diesem Medium 15 g/l Bacto-Agar (Difco, Detroit, USA) fiir die Herstellung von Agarplatten
zugesetzt werden. Fir die Einstellung bestimmter pH-Werte wurden jeweils 250 mM

Puffersubstanz hinzugefiigt (MES: pH 6,0-6,5; MOPS: pH 7,0-7,5; CHES: pH 8,0-9,0).

2.4.5 Antibiotika und IPTG

Alle Antibiotika und IPTG (Tab. 2.5) wurden in H,O gelost, steril filtriert (Whatman 0,45 um
WCN Cellulose Nitrate Filter) und den sterilen Medien (flir Agarplatten auf ca. 60°C
abgekiihlt) zugegeben. Die Autbewahrung fand bei —20°C statt.

Tab. 2.2: Antibiotika und IPTG

Antibiotikum Stock Verdiinnung Endkonz.
Ampicillin 2,5mgxml’ 100 x 25 pgxml™
Kanamycin 25mgxml’ 1000 x 25 pgxml™
Carbenicillin 25mgxml’ 1000 x 25 pgxml™
Cephalexin 10 mg xml™" 166 x 60 pg x ml'
IPTG 238 mgxml' 1000 x 1 mM

2.5 Kultivierungsbedingungen

2.5.1 Stammbhaltung und Vorkulturen

Zur Stammbhaltung von C. glutamicum und E. coli wurden Gefrierkulturen in Roti®-Store
Cryorohrchen (Roth, Karlsruhe) bei —80°C aufbewahrt. Kurzzeitige Lagerung fand bei 4°C

auf Komplexmedium-Agarplatten fiir einen Monat statt.

2.5.2 Kaultivierung von E. coli

Fliissigkulturen von E. coli wurden bei 37°C in einem New Brunswick Scientific Co. Ltd. G-
25 Inkubator Schiittler bei 400 rpm inkubiert. Das Wachstum der Bakterien wurde durch das

Messen der optischen Dichte bei 600 nm (ODggg) in einem Photometer (Pharmacia Biotech
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Novaspec II spectrophotometer) dokumentiert. Uber einer ODggo von 0,8 wurden die Proben
1:10 in Medium verdiinnt. Die spezifische Wachstumsrate (i) wurde berechnet, indem die
ODggo auf der y-Achse halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen. Die Verdopplungszeit
(t) wurde aus der Steigung der linearen Beziehung berechnet, so dass die Rate p berechnet

werden konnte (Gleichung 2).
p=>In2)/t (Gleichung 2)

Um das Wachstum einer Kultur zu dokumentieren, wurde eine einzelne Kolonie in 5 ml
Medium iiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde auf eine
ODgoo von 0,05 in 20 ml frischem Medium verdiinnt und bei 37°C schiittelnd bis zu einer
ODgoo von 0,4 inkubiert. Diese Vorkultur wurde dann 1/10 in 18 ml frischem Medium
verdiinnt und die ODggo in regelméBigen Intervallen gemessen bis eine bestimmte ODggo
erreicht wurde. Agarplatten mit ausgestrichenen oder aufgetropften Kulturen wurden
umgedreht bei 37°C in einem statischen Inkubator (Galenkamp, Economy incubator INA-305

series) inkubiert.

2.5.3 Kaultivierung von C. glutamicum

Fiir Vorkulturen von C. glutamicum-Stammen wurden stets 5 ml Vollmedium im Reagenzglas
mit einer Einzelkolonie beimpft und 7-8 h schiittelnd inkubiert. Aus diesen Vorkulturen
wurden je 10 ml Minimalmedium auf eine ODgpp von 0,2-0,5 angeimpft und iiber Nacht
inkubiert. Die Ubernachtkulturen dienten zum Animpfen von Minimalmedium auf eine ODgg
von 0,5 bis 1. Diese Kulturen wurden bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase
inkubiert und fiir weitere Experimente verwendet. Die Kultivierung im Schiittelkolben
erfolgte bei 30°C mit einer Schiittelfrequenz von 125 rpm. Es kamen 100-, 250-, 500-, und
2000-ml Schiittelkolben mit seitlichen Schikanen zum Einsatz, die mit 1/10 Kulturfliissigkeit
befiillt wurden. Die Zelldichte wurde durch die Lichtstreuung bei einer Wellenldnge von
600 nm (ODggp) bestimmt, wofiir ein Spektrometer (Novaspec II; Pharmacia Biotech Inc.
Uppsala, S) verwendet wurde. Anhand der gemessenen ODgg konnte durch die folgenden
Korrelationen (Gleichung 3 und 4) auf die Biomassekonzentration (BTM) (g/l) und die

Zellkonzentration (ul™') geschlossen werden.

Korrelation von BTM zu ODgpp:  BTM = 0,36 ODg0 (g/1) (Gleichung 3)

Korrelation von Zellzahl zu ODgq: Zellkonzentration = 6,8 * 10° ODggo (111 ™) (Gleichung 4)
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Fir Wachstumsteste auf Festmedium wurden je 3-5ul Kultur der exponentiellen Phase in
verschiedenen Verdiinnungen auf Agarplatten getropft, bei 30°C inkubiert und zu verschiedenen

Zeitpunkten photographiert.

2.5.4 Kultivierung in Mikrotiterplatten

Die Kultivierung in Mikrotiterplatten erfolgte bei 30°C in 96-well Rotilab-Mikrosetplatten
(Roth, Karlsruhe). Als Schiittler wurde der Titramax 101 (Heidolph, Schwabach) verwendet.
Bei 3 mm Schiitteldurchmesser betrug die Schiittelfrequenz 1200 rpm und das Kulturvolumen
200 pl pro well. Die Kulturen wurden auf eine ODgg von 0,1-0,5 angeimpft. Zur Vermeidung
von Fliissigkeitsverlusten wurden die Platten mit einer gasdurchldssigen Breathe-Easy-
Membran (DiversifiedBiotech, Boston, USA) abgedeckt. Die Zelldichte wurde anhand der
Lichtstreuung bei einer Wellenldnge von 602 nm bestimmt, woflir das Plattenlesegerit
VICTOR 1420 Multilabel Counter (Wallac, jetzt PerkinElmer in Wellesley, Massachusetts,
USA) verwendet wurde. Anhand der empirisch ermittelten Korrelation (Gleichung 4) zu den
ODgoo-Werten des Spektrometer Novaspec II wurden diese Werte fiir eine bessere
Vergleichbarkeit mit Kultivierungen in Schiittelkolben in ODgg-Werte umgerechnet

(Gleichung 5).

Korrelation ODgyp zu ODvwyaitac:

ODg00 = 3,02 ODwapiac’ — 0,86 ODyapiac + 3,12 ODyyaiac — 0,24 (Gleichung 5)

2.5.5 Batch-Fermentation im Bioreaktor

Zur Kultivierung im geriihrten Bioreaktor dienten 2-Liter-Fermenter mit angeschlossener
Biostat B-Reglereinheit (Sartorius BBI Systems, Melsungen). Die Temperaturregulation der
Bakterienkultur wurde iiber einen wassergefiillten Auflenmantel des Fermenters realisiert.
Verschiedene Anschlusstutzen (DN19 und DN25) wurden fiir die Installation einer
pO2-Sonde (Mettler Toledo, GieBBen), einer Gelelektrolyt-pH-Elektrode (Mettler Toledo,
GieBen) und einer Temperatursonde (Sartorius BBI Systems, Melsungen) benutzt. Die Zuluft
wurde dem Bioreaktor durch einen 0,2 pm Sterilfilter des Typs Midisart2000 (Sartorius BBI
Systems, Melsungen) zugefiihrt. Die Abluft wurde durch einen Kiihler geleitet und ebenfalls
sterilfiltriert. Zur Analyse der Zellen und des Reaktorinhalts wurden Proben durch Uberdruck
aus dem Bioreaktor mittels eines in 70% (w/v) Ethanol tauchenden Schlauchstiicks steril
entnommen. Bei samtlichen Fermentationen betrug das Arbeitsvolumen 1,3 1. Die Temperatur

wurde bei 30°C konstant gehalten. Um eine optimale Sauerstoffversorgung zu gewéhrleisten,
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wurde eine Riihrerdrehzahl von 1200 rpm und eine Begasungsrate von 1 vvm gewihlt.
Hiermit wurde der Sauerstoffpartialdruck (pO,) stets iiber 30% Sattigung gehalten. Der pH-
Wert der Kultur wurde durch automatische Zugabe von 15% H,SO4und 5 M NaOH auf einen
gewiinschten Wert zwischen pH 6 und pH 9 eingestellt. Fiir die Analyse des O,- und
CO,-Gehalts in der Abluft wurde das Gerit URAS 10E (Hartmann & Braun, Ratingen)
verwendet. Die Datenerfassung und die Datenverarbeitung erfolgten mit Hilfe des

Softwarepaketes MFCS (Sartorius BBI Systems, Melsungen).

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Priaparation chromosomaler DNA aus C. glutamicum

Die C. glutamicum-Zellen wurden iiber Nacht in 5 ml BHI-Medium angezogen. Nach der
Zentrifugation (4000 x g, 4°C, 10 min) wurden die Zellen in 3 ml der Losung B1 (25 mM
Tris-HC1 pH 8,0; 10 mM EDTA; 50 mM Glukose, 20 mg/ml Lysozym und 30 pg/ml
RNase A) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 2h bei 37°C wurden 400 pl
10%iger-SDS-Losung zugegeben und vorsichtig mit den Zellen vermischt. Nach 2 min
wurden 5 mg Proteinase K zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde fiir 1,5 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden 3 ml einer Phenol:Chloroform:Isoamyl-Alkohol-Mischung
(25:24:1) zugesetzt und durch Invertieren des Gefiales mit dem Ansatz vermischt. Nach der
Zentrifugation (4000 x g, 4°C, 4 min) wurden 2 ml des Uberstandes in ein 15-ml-Réhrchen
iiberfiihrt und mit 3 ml absolutem Ethanol vermischt. Die ausgefillte DNA wurde durch
Zentrifugation (4000 x g, RT, 25 min) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde in 6 ml 70 %-igem
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (4000 x g, RT, 5 min). SchlieBlich wurde die
ausgefillte DNA zunéchst an der Luft getrocknet und dann in 300 pul H,O gelost.

2.6.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

Mit Hilfe des Photometers (Novaspec II, Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Schweden) wurde
eine Konzentrationsbestimmung der in Wasser gelosten DNA durchgefiihrt. Dazu wurde die

Absorption bei 260 und 280 nm gemessen. Der Quotient A, /A gibt die Verunreinigung

der Probe mit Proteinen an. Er sollte im Bereich zwischen 1,8 und 2,3 liegen. Die

Konzentration der DNA in der Losung wurde nach Gleichung 6 ermittelt.

V = Verdiinnungsfaktor

F = Multiplikationsfaktor (50 fiir dsSDNA) ¢ (ug/ml) = A260* V*F (Gleichung 6)
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2.6.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion konnten spezifische DNA-Abschnitte, die von zwei
bekannten Oligonukleotidabschnitten flankiert waren, mittels der temperaturstabilen
Tag-Polymerase oder der Phusion-Polymerase exponentiell vermehrt werden. Der
Reaktionsansatz enthielt die jeweilige Polymerase, die zu amplifizierende doppelstringige
DNA-Zielsequenz (0,1-0,5 pg), Primer (jeweils 10 pmol), dNTP’s und Mg*"-Tonen. Die PCR
wurde im Thermocycler Mastercycler®-gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Das
Standard-Amplifizierungsprogramm umfasste folgende Schritte: Einer 5-miniitigen
Initialdenaturierung bei 94°C folgten 30 Zyklen der eigentlichen Amplifizierung. Jeder
Zyklus begann mit einer Denaturierungsphase von 30 s bei 94°C. Es folgte das annealing der
Primer bei der entsprechenden Temperatur und zuletzt wurde das Fragment amplifiziert,
wobei pro kb 1 min, bzw. 30 s berechnet wurden. Im Anschluss folgte ein 5-miniitiger Schritt

bei 72°C, worauthin der Reaktionsansatz auf 4°C abgekiihlt wurde.

2.6.4 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Priparation von DNA und flir Restriktionsanalysen wurde die DNA in 1%igen TAE-
Agarosegelen (40 mM Tris-Acetat, 2 mM Na-Acetat, 1 mM EDTA, pH 7,8) aufgetrennt
(Sambrook et al., 1989). Die Spannung bei der elektrophoretischen Auftrennung betrug
5 V/em. Die Proben wurden mit einem 6 x Gel-Beladungspuffer (0,25 % Bromphenol Blau,
40% (w/v) Saccharose in Wasser) 1:5 vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als
GroBenstandard diente in der Regel der Lambda DNA/Eco911-(BstEll)-Marker 15 (MBI
Fermentas, Vilnius), von dem ca. 5 ul aufgetragen wurden. Die DNA wurde bei Bedarf mit
Hilfe des Kits NucleoSpin Extract (Macherey & Nagel, Diiren) nach der Anleitung der
Hersteller aus dem Agarosegel isoliert und in 15 pul H,O eluiert.

2.6.5 Plasmidpriparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit Hilfe des ,,Nucleo-Spin Plasmid
Quick Pure Kits* (Macherey & Nagel, Diiren) durchgefiihrt. Diese Methode kombiniert die
alkalische Lyse der Bakterienzelle mit der Aufreinigung der Plasmid-DNA durch Bindung an
eine Kieselgel-Membran, die sich in einer kleinen Séule befindet. Bei C. glutamicum wurden
in 500 pl Puffer P1 zusétzlich 15 mg/ml Lysozym hinzugefiigt und 20 min bei 37°C inkubiert.
Die Elution erfolgte in 30-50 pl H,O.

26



Material und Methoden

2.6.6 Ligation und Spaltung von Plasmiden und PCR-Fragmenten

Der enzymatische Verdau von DNA wurde durch Restriktionsendonukleasen der Firmen New
England Biolabs (Frankurt/Main) oder MBI Fermentas (St. Leon-Roth) in den mitgelieferten
Puffern durchgefiihrt. Plasmid-DNA wurde mit 1-2 Units/ug DNA mindestens 2 h verdaut.
Mittels der T4-DNA-Ligase wird eine Phosphodiesterbindung zwischen der
5’-Phosphatgruppe des einen DNA Fragments und der 3’-OH-Gruppe des anderen Endes
geschlossen. Zur Klonierung von PCR-Fragmenten in den Vektor pDrive® der Firma Qiagen
(Hilden) wurde diese nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlieender Extraktion
aus dem Gel mit den bereits linearisierten Vektoren ligiert. Die linearisierten Vektoren
besitzen 3 -terminale Thymin-Uberhinge. Bei der PCR von DNA-Fragmenten entstehen bei
Verwendung der Tag-Polymerase 3'-Adenin-Uberhiinge, so dass eine Ligation der Vektoren
und der PCR-Fragmente mdglich war. Die Ligation erfolgte in einem Reaktionsansatz mit 2 x
Ligationspuffer und T4-DNA-Ligase (Promega, USA) bei RT fiir 2 h. Insert und linearisiertes

Plasmid wurden im Verhéltnis 3:1 in den Ligationsansatz gegeben.

2.6.7 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur Konstruktion der einzelnen Mutanten wurde eine Methode in Anlehnung an das
,QuickChange Site-Directed-Mutagenesis-Kit*“ der Firma Stratagene verwendet. Hierzu
wurde eine PCR-dhnliche Reaktion mit der Phusion-DNA-Polymerase (Qiagen) durchgefiihrt,
wobei die mutationtragenden Oligonukleotide als Primer und der methylierte Vektor als
Matrize dienten (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Darauthin wurden die methylierten
Matrizenstringe mit Dpnl verdaut und die verbliebenen linearen PCR-Produkte, in den
Stamm E. coli DHSamcr transformiert. In den Zellen wurden die nicks durch zelleigene
Ligase verbunden und das auf diese Weise wiederhergestellte Plasmid amplifiziert. Die
erfolgreiche Mutagenese wurde durch Sequenzierung der Sequenz im Bereich des jeweiligen

Basenaustausches tiberpriift.

2.6.8 DNA-Sequenzanalyse

Die DNA Sequenzierung erfolgte iiber GATC Biotech (Konstanz). Dazu wurden 150 ng
DNA, sowie 3-10 pmol entsprechende Primer bendtigt. Die erhaltenen DNA-Sequenzen
wurden mit Hilfe der Software Chromas Version 1.45 und dem Sci. Ed. Central-Paket, das die
Software Clone Manager, Align Plus und Primer Design umfasst, analysiert und bearbeitet.

Zudem konnten mit der Software die Synthese von Oligonukleotide geplant werden.
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2.6.9 Transformation von E. coli

2.6.9.1 Hitzeschock

Kompetente E. coli-Zellen wurden nach der Methode von Sambrook ef al. (1989) hergestellt
und bei —80°C gelagert. Fiir die Transformation wurden die bei —80°C gelagerten E. coli
Zellen auf Eis aufgetaut und die Fremd-DNA hinzugegeben. Der Ansatz wurde auf Eis
mindestens 0,5 h inkubiert, bevor die Zellen einem Hitzeschock von 42°C fiir 1 min
ausgesetzt wurden. AnschlieBend wurden 800 pul LB-Medium hinzugefiigt und der Ansatz
wurde bei 37°C fiir 45 min inkubiert. Die Selektion der vektortragenden Zellen erfolgte durch
das Ausstreichen auf antibiotikahaltigen Agarplatten bzw. Blau-Wei3-Selektion
(Abschnitt 2.6.11.).

2.6.9.2 Variation CaCl, Hitze-Schock

Eine Ubernachtkultur des Stammes, der transformiert werden soll (LB, 37°C, 400 rpm),
wurde 1/100 in frischem LB-Medium inokuliert und bis zu einer ODgo von 0,6 kultiviert.
1 ml dieser Kultur wurde geerntet (1 min, 14000 rpm, RT, Jouan A14 ultracentrifuge) und die
Zellen in 0,5 ml eiskaltem CaCl, (50 mM) resupendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Dann wurden die Zellen erneut geerntet und in 0,3 ml eiskaltem 50 mM CaCl, resuspendiert
und auf Eis 30 min inkubiert. 0,5 ml Plasmid DNA oder 10 ml site-directed Mutagenese
Produkt wurde zu den Zellen gegeben und die Mischung wurde weitere 30 min auf Eis
inkubiert. Darauthin wurde ein Hitzeschock bei 42°C fiir 2 min im Wasserbad durchgefiihrt,
I ml LB-Medium hinzugefiigt und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut
geerntet und in 100 pl LB-Medium resuspendiert. 50 pl der Zellsuspension wurden dann auf
einer Platte mit selektivem Antibiotikum ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.
Transformierte Zellen sind dann auf einer frischen antibiotikahaltigen Platte vereinzelt

worden.

2.6.10 Transformation von C. glutamicum

Elektrokompetente Zellen von C. glutamicum wurden nach Liebl et al. (1989) hergestellt.
Dazu wurden 100 ml LB-Medium mit Wachstumsinhibitoren (4 g/l Isonicotinsdurehydrazid,
25 g/l Glycin und 1 g/l Tween-80) in einem 2 I-Kolben mit einer C. glutamicum-Vorkultur,
bei der die Zellen tiber Nacht bei 30°C in BHI-Medium inkubiert wurden, auf eine ODgg von
0,3 angeimpft. Die Inkubation dieser Kultur erfolgte bei RT mit 200 rpm schiittelnd iiber

Nacht. Am nédchsten Morgen wurden die Zellen nach 10 miniitiger Inkubation auf Eis bei
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4500 rpm, 4°C, 10 min geerntet, um dann viermal in eiskaltem 10%igen Glycerin gewaschen
und anschlieend in 1 ml einer 1%igen Glycerin-Losung resuspendiert zu werden. Die Zellen
wurden anschlieBend zu 50 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Diese
konnten dann bei —80°C bis zur Transformation aufbewahrt werden. Fiir die Elektroporation
wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit 3-8 ul Plasmid-DNA vermischt und in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette mit 2 mM Elektrodenabstand (peQLab, Erlangen)
iiberfiihrt. Darauthin wurden die Zellen in einem Gene-Pulser (Biorad) durch einen
Elektropuls von 2,5 kV bei 600 Q Parallelwiderstand und 25 pF Kapazitit elektroporiert.
Sofort nach dem Puls wurde mit BHIS-Medium (BHI-Medium mit 0,5 M Sorbitol) auf 1 ml
aufgefiillt. Der Inhalt der Kiivette wurde danach in ein 2 ml-Eppendorf-Gefal {iberfiihrt und
fiir 6 min bei 46°C inkubiert. Die Zellen wurden dann 90-120 min bei 30°C schiittelnd

inkubiert und auf BHI Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen.

2.6.11 Blau-WeiB-Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Bei der Klonierung von Fragmenten in den Vektoren pDrive war es mdglich, positiv
rekombinante Klon-Kolonien auf den Agarplatten zu selektieren, wenn der Agarplatten vor
der Ausplattierung 10 ul IPTG (1 M) als Laktose-Analogon und 40 pl X-Gal (40 mg/ml in
2%igem DMFO) hinzugefligt worden war. Das Plasmid trigt die Sequenz fiir den N-
terminalen Bereich der B-Galactosidase, das lacZ-Genprodukt, in der multiple cloning site
welcher zusammen mit dem C-terminalen Bereich, der von E. coli DH5a-Zellen exprimiert
wird, ein enzymatisch aktives Protein bildet. Die Aktivitidt der B-Galactosidase flihrt zur
Spaltung des Induktors X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid) und
Blaufirbung der Kolonie. Ist das lacZ-Gen durch die Insertion eines Fragmentes

unterbrochen, wird keine aktive 3-Galactosidase gebildet und die Kolonien bleiben weil3.

2.6.12 Konstruktion von Insertionsmutanten

Insertionsmutanten von C. glutamicum wurden konstruiert, um Gene spezifisch zu
unterbrechen. Es wurden zunichst Primer verwendet, die innerhalb des Gens circa 100 bp
vom Anfang und vom Ende entfernt binden kdnnen. Nach einer PCR wurde das entstandene
Fragment in den Vektor pDrive ligiert, der ein Kanamycin-Resistenzgen enthélt. Nach der
Amplifikation des Vektors in E. coli wurden elektrokompetente C. glutamicum-Zellen durch
das Plasmid transformiert. Durch homologe Rekombination wurde das Fragment mit dem

Plasmid in das Genom der Zelle inseriert. Die Sequenz des Gens war durch das Plasmid
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unterbrochen und begann hinter dem Plasmid wieder mit den Basen des urspriinglichen PCR-
Fragments, jedoch ohne Startcodon. Damit war das Gen nicht mehr lesbar und es konnte kein
entsprechendes Protein synthetisiert werden. Zellen des Insertionsstammes mussten immer in
Anwesenheit des entsprechenden Antibiotikums kultiviert werden, da die Insertion reversibel

ist.

2.7 Biochemische Techniken

2.7.1 Bestimmung der internen und externen Kaliumkonzentration

Die Kaliumkonzentrationen wurden mittels Atomemissionsspektrometrie
(Flammenphotometer ELEX 6361, Eppendorf Hamburg) bestimmt (max. K'-Konzentration
im Medium: 5 mM). Zur Standardisierung wurden Eichlésungen (50 und 300 uM KCI)
verwendet. Die Messungen erfolgten ohne den Einsatz eines Leitlinienelements bei einer
5,997fachen  Verstirkung des Kaliumsignals. Die Proben wurden bei einer
Kaliumkonzentration von iiber 300 uM mit H,O verdiinnt und nochmals vermessen. Fiir die
Bestimmung des internen Kaliumgehalts wurde von der Kultur die ODggo bestimmt und
1,8 ml geerntet (30 s, 14000 rpm, 30°C) und der Uberstand und das Zellpellet vermessen. Der
Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von 1,8 ml destilliertem Wasser, anschlieBender
Inkubation im Ultraschallbad bei 85°C fiir 20 min und anschlieBender Vermessung des

Uberstandes. Es wurde ein Innenvolumenumrechnungsfaktor von 2 ul/mggry verwendet.

2.7.2 Messung der Kaliumaufnahme (Institute Of Medical Sciences, IMS Aberdeen)

Fiir die Messung der Kaliumaufnahme von Zellen wurde eine kaliumionenselektive Elektrode
(ELIT 8031) (Nico2000, London, UK) verwendet, die iiber eine Festkdrper PVC-Polymer
Matrix-Membran K'-Ionen iiber die Messung von Spannungen detektieren kann, wobei eine
Li'-Elektrode als Referenz-Elektrode fungiert. Dazu wurden 5 ml Zellen aus einer
Ubernachtkultur in  Kjzo-Medium in 40 ml vorgewiarmtes Kjo-Medium  verdiinnt
(ODgs0=0,1-0,2) und bis zu einer ODgso von 0,4 kultiviert, worauthin durch die Zugabe von
I mM IPTG fiir eine 1 h die Genexpression induziert wurde. Geerntet wurden die Zellen
durch Zentrifugation bei RT, 4400 rpm, 10 min und anschlieBend in 1,4 ml vorgewdrmtem
0,12 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,0) resuspendiert und bei 37°C, 2 min, 400 rpm inkubiert. Dann
wurde 1 mM NaEDTA hinzugefiigt und weitere 10 min, 37°C, 400 rpm inkubiert. SchlieBlich
wurden die Zellen durch die Zugabe von 5,6 ml Tris-HC1 (pH 8,0) um ein fiinffaches
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verdiinnt und geerntet (4400 rpm, RT, 10 min). Darauthin folgten zwei Waschungen mit
35 ml Ky (pH 7,0) und die anschlieBende Resuspension in 5 ml Ky, Bestimmung der ODgs
und Lagerung auf Eis. Vor dem Beginn einer Messung wurde die K'-Elektrode fiir 24 h in
einer 1000 ppm (26 mM) KCI-Losung gelagert und mit einer Vier-Punkt-Eichung (100, 200,
300 und 500 pM KCI) kalibriert. Die Zellen wurden 2 min, 37°C, 200 rpm aufgewédrmt und in
35 ml Ko-Medium, das kontinuierlich auf 37°C gewarmt wurde, iiberfiihrt und fiir weitere
10 min inkubiert. Daraufhin wurden 17,5 pl einer 1 M-KCI-Losung (Endkonz.: 500 uM)
hinzugefiigt und 5 min rithrend inkubiert. Dann wurden 18 pl einer 40%igen Glukose-Losung
(Endkonz.: 1 mM) hinzugefiigt und weitere 10 min inkubiert. Wahrenddessen wurde der
Kaliumgehalt der Kultur kontinuierlich mit Hilfe der Elektrode dokumentiert.

2.7.3 Bestimmung der internen Calciumkonzentration in C. glutamicum

Die Bestimmung der internen Ca’’-Konzentration in C. glutamicum-Zellen wurde mittels
Atomabsorptionsspektrometrie am Institut fiir Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene in
Ko6ln durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen iiber acht Stunden in Minimalmedium bei
unterschiedlichen pH-Werten kultiviert und bezogen auf die gemessene End-ODgoy der

interne Calciumgehalt, ermittelt.

2.7.4 Membranpotential Messungen von E. coli

Zur Messungen der Anderung des Membranpotentials von E. coli-Zellen wurde der
Fluoreszenzfarbstoff = DiSCs(5)  (3,5-dipropylthiadicarbocyanine)  (Molecular Probes)
verwendet. Dazu wurden die E. coli-Zellen in Kzp-Medium vorkultiviert, von ODgy=0,05 bis
0,4 erneut in Kj3o-Medium kultiviert, und dann fiir weitere 2 h mit 1 mM IPTG induziert. Die
exponentiell-wachsenden E. coli-Zellen wurden dann mit 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) bei RT
zweimal gewaschen und im gleichen Puffer auf eine ODgpo von 10 inokuliert. Daraufthin
wurden die Zellen mit 1 mM EDTA fiir 90 s bei 35°C inkubiert und im Anschluss um das
fiinffache des Volumens mit 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) verdiinnt. Nach einem Waschschritt mit
Ko-Medium wurden die Zellen auf eine ODggp von 1 in Kg-Medium resuspendiert und auf Eis
gelagert. Die Messungen erfolgten in 2 ml-Kiivetten bei 37°C im Fluorimeter, wobei die
Anregung bei 650 nm (Bandpass: 8) und die gemessene Emission bei 670 nm (Bandpass: 4)
lagen. Die gewdhlte Verstarkung betrug 835 V. Hierzu wurden 200 pl Zellen (ODgpp=0,1) mit
5 mM Glukose energetisiert und 0,2 uM DiSCs(5)-Farbstoft hinzugefiigt. Nach Stabilisierung
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des Messignals aufgrund der Farbstoffaufnahme in die Zellen, die durch das

Membranpotential bestimmt wird, wurden dem Ansatz 150 mM KCI hinzugefiigt.

2.7.5 Bestimmung des cytoplasmatischen pH-Wertes von C. glutamicum

Der pH-Gradient wurde durch die Bestimmung der Verteilung einer schwachen Séure bzw.
einer schwachen Base iiber die Zellmembran berechnet (Rottenberg, 1979 und Kashket,
1985). Die Methode basiert auf der Annahme, dass die Membran fiir die jeweilige neutrale
Form frei permeabel, fiir das Ion jedoch undurchlissig ist. Fiir den Fall, dass der interne pH-
Wert iiber dem externen lag, wurde ['*C]-markierte Benzoesdure als Sonde eingesetzt. Unter
der Annahme, dass die Séure innerhalb und auBlerhalb der Zelle die gleiche
Dissoziationskonstante (pKs~ 4,2) aufweist und die ionisierte Form unter den gegebenen
Bedingungen (pHex>pKs+ 1) den weitaus grofften Anteil stellt, kann von der
Gesamtverteilung der Benzoesdure (nur die Gesamtkonzentrationen sind der Messung
zuganglich) direkt mittels Gleichung 7 auf die Verteilung des Benzoats geschlossen und der

pH-Gradient berechnet werden.

Bestimmung des pH-Gradienten bei pKs+ 1 < pHe, < pHj,:

ApH = pHj, — pHex = log ([Beonzoat];, / [Benzoat].) (Gleichung 7)

Wenn der externe pH-Wert nicht um mindestens eine Einheit groBer als der pKs-Wert der
Sonde war, befand sich ein signifikanter Anteil der Sdure in der undissoziierten Form und

konnte nicht vernachldssigt werden. Hier ergab sich der interne pH-Wert aus Gleichung 8.

Bestimmung des pH-Gradienten bei pKg+ 1 > pH,, < pHj, :

pHi, = log ([Benzoesiure g Jin / [Benzoesaure i Jex (107 + 10PH) — 10PKS) (Gleichung 8)

Zur Bestimmung der intra- und extrazelluliren Benzoatkonzentration wurden 0,7 ml Aliquots
von Zellsuspensionen der exponentiellen Phase bei einer ODgoo von 3 bis 5 mit 20 pl einer
Gebrauchslosung der markierten Sonde 1 min bei 30°C unter Riihren inkubiert. Dieser
Testansatz (0,72 ml) enthielt dann ca. 15 uM ['*C]-markierter Benzoesdure (spezifische
Aktivitit der Gebrauchslosung: 3,12 mCi/mmol) und zwischen 0,75 und 1,25 mg BTM. Die
Zellen wurden anschlieBend durch Silikondlzentrifugation vom Medium getrennt und die
Uberstinde und die Sedimente wurden fiir die Bestimmung der internen und externen
Benzoatkonzentrationen aufgearbeitet. Unabhingig vom pH-Gradienten bindet die Sonde

auch unspezifisch an der Zelloberflache und im Zellinneren. Daher wurde zur Korrektur die
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Bestimmung der internen Benzoatkonzentration auch mit Zellen durchgefiihrt, die zuvor mit
50 uM Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) deenergetisiert worden waren. Der
so ermittelte Wert flir die unspezifisch gebundene interne Benzoat-Menge wurde von dem
entsprechenden Wert der unbehandelten Zellen abgezogen. Mit Hilfe der parallel
durchgefiihrten Volumenbestimmungen konnten schlieBlich die interne Benzoatkonzentration
und der pH-Gradient nach den oben angegebenen Formeln berechnet werden.

Fir den Fall, dass der interne pH-Wert unter dem externen lag, wurde ['*C]-markiertes
Methylammonium (pKs = 10,65) als Sonde verwendet. Aus denselben Uberlegungen wie bei

der Benzoesédure kann der pH-Gradient mit Hilfe der Gleichungen 9 und 10 berechnet werden.
Bestimmung des pH-Gradienten bei pKg — 1 > pHe, > pHi, :
ApH = pHj, — pHe, = log ([Methylammonium 'J;, / [ Methylammonium ].) (Gleichung 9)

Bestimmung des pH-Gradienten bei pKg — 1 < pHex > pHj, :

pHi, = — log ([Methylammonium o ]in / [ Methylammonium gi]ex (1075 + 10°%%) — 107%°)  (Gleichung 10)

Die Bestimmung der intra- und extrazelluliren Methylammoniumkonzentrationen erfolgte
wie oben beschrieben (15 pM ['*C]-markiertes Methylammonium Endkonzentration bei einer
spezifischen Aktivitdt der Gebrauchslosung von 3,3 mCi/mmol). Allerdings wurde zur
Bestimmung der unspezifischen Bindung Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) in einer
Endkonzentration von 0,022% verwendet, da CCCP bei alkalischen pH-Werten in seiner

Wirkung zu langsam ist.

2.7.6 Bestimmung des Membranpotentials von C. glutamicum

Zur Bestimmung des elektrischen Potentials {iber der Cytoplasmamembran wurde das
['*C]-markierte lipophile Kation TPP" als Sonde eingesetzt (Rottenberg, 1979;
Kashket, 1985). Diese Sonde kann die Cytoplasmamembran durchdringen und wird in
Anwesenheit eines elektrischen Potentials in der negativ geladenen Zelle bis zur
Gleichgewichtseinstellung akkumuliert. Im Gleichgewicht entspricht das chemische Potential
der Sonde dem elektrischen Potential iiber der Membran. Daher kann das elektrische Potential
mit Hilfe der experimentell bestimmbaren intra- und extrazelluldiren Sondenkonzentration

nach Gleichung 11 berechnet werden.

A¥ = (-2,3 R*T/F) log ([TPP'];, /[TPP'])

F = Faraday’sche Konstante (9,6 * 10* A s mol ")
R = allgemeine Gaskonstante (8,31 J mol ' K™
T = absolute Temperatur in Kelvin (Gleichung 11)
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Zur Bestimmung der intra- und extrazelluliren Sondenkonzentrationen im Gleichgewicht
wurden 1,0 ml Aliquots von Zellsuspensionen der exponentiellen Phase bei einer ODgoo von
3-5 mit 10 pl einer Gebrauchslosung der markierten Sonde 1 min bei 30°C riithrend inkubiert.
Dieser Testansatz (1,01 ml) enthielt dann ca. 5puM ['*C]-markiertes TPP" (spezifische
Aktivitit der Gebrauchslosung: 0,995 mCi/mmol) und zwischen 0,75 und 1,25 mggrm. Die
Trennung der Zellen vom Medium erfolgte durch Silikondlzentrifugation. Da hierbei ein Teil
des unspezifisch an die Zellen gebundenen TPP" in der Olphase verbleibt, wurden nicht die
Aktivitit in der Pelletfraktion, sondern die Aktivititen im Gesamtansatz (Zellsuspension vor
dem Zentrifugationsschritt) und im Uberstand gemessen. Die in der Pelletfraktion befindliche
TPP"-Menge ergab sich aus der Differenz zwischen der TPP'-Menge im Gesamtansatz und
der im Uberstand (TPP pejiet = TPP” gesamt — TPP tberstand). Zur Korrektur des unspezifisch an
anionische Gruppen auf der Zelloberfliche und im Zellinneren gebundenen TPP" wurde diese
Bestimmung auch mit Zellen durchgefiihrt, die durch einen Ionophorenmix aus Valinomycin

(Endkonz.: 20 uM) und Nigericin (Endkonz.: 5 pM) deenergetisiert worden waren.

2.7.7 Bestimmung der protonenmotorischen Kraft (PMK) von C. glutamicum

Die Bestimmungen des Membranpotentials und des pH-Gradienten iiber die

Cytoplasmamembran ermoglichten die Berechnung der PMK nach Gleichung 12.

PMK =AY — z* ApH

PMK = Protonenmotorische Kraft (mV)
AY = Membranpotential (mV)
z=23R*T/F~61mV bei 30°C (Gleichung 12)

2.7.8 Bestimmung der Atmungsaktivitit

Der O,-Verbrauch von C. glutamicum-Zellen wurde mittels einer
Clark-Typ-Sauerstoffelektrode (Oxygraph, Hansatech, Reutlingen) bei 30°C in 1 ml
kaliumfreien Minimalmedium (pH 6,0) bestimmt. Nach Vorkultivierung in kaliumfreien
Minimalmedium bis in die exponentielle Phase wurden die Zellen auf eine ODgyy von 0,3-0,5
verdiinnt. Nach flinfminiitiger Inkubation konnten konstante Raten an O,-Verbrauch bestimmt
werden. Darauthin wurde 50 mM KCI hinzugefligt und je nach Ansatz nach erneuter
fiinfminiitiger Inkubation 20 uM Valinomycin. Die Datenerfassung und -auswertung erfolgte

mit Hilfe der Software OXYGRAPH V1.10 (Hansatech, England).
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2.7.9 HPLC-Analyse zur Bestimmung von L-Lysin und L-Glutamat

Um die externen Konzentrationen an L-Lysin im Medium zu bestimmen, wurden 1 ml
Aliquots mit bekannter ODggo 20 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Bestimmung von L-
Lysin in den zellfreien Uberstinden erfolgte mit Hilfe der HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Zur Bestimmung der internen Glutamatkonzentration von
C. glutamicum-Zellen wurden 1 ml Zellen mit bekannter ODgg pelletiert und das Zellpellet in
120 pl H,O and 100 pl Solikondl (6=1,04) (Wakker Chemie AG, Burghausen) resuspendiert.
Durch 15 miniitige Ultraschallbehandlung wurden die Zellen aufgeschlossen und nach
Zentrifugation (13000 rpm, 20 min, 4°C) der Uberstand vermessen. Es wurde eine
HPLC-Anlage HP 1100 (Hewlett-Packard, Waldbronn) mit angeschlossenem
Fluoreszenzdetektor der Serie HP 1100 verwendet. Das in den Proben enthaltene L-Lysin,
bzw. L-Glutamat wurde der automatischen Vorsdulenderivatisierung mit 10-fachem
Uberschuss an o-Phtaldialdehyd/Borat/2-Mercaptoethanol-Reagenz (Pierce Europe, B. V.
Oud-Beijerland, NL) unterzogen. Dabei wurden primédre Aminosduren zu fluoreszierenden
thiosubstituierten Isoindolen derivatisiert (Lindroth und Mopper, 1979), deren Fluoreszenz
bei einer Anregungswellenlinge von 230 nm und einer Emissionswellenlinge von 455 nm
detektiert werden kann. Die Aufirennung erfolgte liber eine reversed phase-Saule RP-18
(Vorsdule Multospher: 40 x 4 mM, CS Chromatographie, Langerwehe; Trennsdule Nucleodur
RP-18: 125 x 4 mM, Macherey & Nagel, Diiren) bei 35°C und einem Fluss von 0,8 ml/min.
Als mobile Phase wurde eine Mischung aus Puffer A (50% Methanol, 50% Acetonitril) und
Puffer B (95% 40 mM Na'-Acetatpuffer pH 6,5 mit 0,06% Na'-Azid; 5% Puffer A)
verwendet. Die Mischung wurde gemil eines Gradientenprogrammes wihrend des Laufs von
100% auf 0% Puffer A geéndert. Durch eine automatisch ermittelte Kalibrierungsreihe von
sechs definierten L-Lysin und L-Glutamatkonzentrationen (20, 50, 100, 200, 500 und
1000 uM) konnten die Peak-Flichen der Proben direkt in die entsprechende Konzentration

umgerechnet werden.

2.7.10 RNA-Isolierung und -Hybridisierung (Northern Blot)

C. glutamicum-Zellen wurden kaliumgehungert und von ODgpp=2 bis ODgpo=5 kultiviert.
Daraufthin wurden 0,75 M NaCl den Kulturen in An- und Abwesenheit von 10 mM KCl1
hinzugefiigt, so dass die externe Osmolalitdt von 300 auf 1309 mosmol/kg gesteigert wurde.
Fiir die Aufreinigung der RNA wurden Zellen vor dem osmotischen Schock, sowie 30 min

und 60 min danach geerntet. 1 ml der Kultur wurden dazu bei 30°C, 13000 rpm, 1 min
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sedimentiert und in Puffer RAI (Macherey & Nagel, Diiren) resuspendiert. Darauthin wurde
die Zellen mit 300 mg Glaskugeln (Durchmesser 0,1-0,25 mM) durch drei Léaufe je 30 s bei
6,5 m/s in der FastPrep120 (Q-Biogene, Heidelberg) aufgeschlossen. Die RNA wurde nach
der Anleitung des Kits ,,Nucleospin-RNAII* (Macherey & Nagel, Diiren) aufgereinigt. Die
Digoxygenin-markierten =~ RNA-Antisense-Sonden  wurden nach  Moker et al., 2004
synthetisiert. Jeweils 3 pug der Gesamt-RNA wurden mittels einer Minfold-Slot-Blot
Apparatur (Schleicher und Schuell) auf eine Nylonmembran iibertragen. Dabei wurde die
RNA auf die Membran iiber eine Vakuumanlage (15 mbar) libertragen und durch ultraviolette
Strahlung (125 J/em?) fixiert. Die Hybridisierung und Detektion der Sonden erfolgte nach der
Anleitung ,,DIG application manuel“ (Roche Applied Science). Die Chemiluminescence

wurde mittels eines Fuji Analyzers LAS1000 (Raytest, Traubenhardt) detektiert.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Proteinsynthese

Die Proteinsynthese erfolgte durch die Induktion der Genexpression von E. coli- oder in
C. glutamicum-Zellen mit einem Expressionsplasmid. Die Vorkultivierung der
E. coli-Mutanten erfolgte aus einem Dauerstock iiber Nacht in 1/10 ml der Expressionskultur
in LB-Medium bei 37°C. Darauthin wurde LB-Medium mit der Vorkultur auf eine ODgg9 von
0,1-0,3 inokuliert und bis zu einer ODggo von ca. 0,8-1,0 kultiviert, bis durch die Zugabe von
0,5-1 mM IPTG induziert wurde. Nach ca. 3-5 h wurden die Zellen zentrifugiert (20-30 min,
4000 rpm, 4°C) und bei —80°C gelagert. Als Expressionskontrollen wurden 10 ml der Kultur
nicht induziert und in unterschiedlichen Zeitabstdnden, jeweils 1 ml abgenommen,
zentrifugiert (1 min, 4000 rpm, 4°C), das Pellet in 50 ul H,O und 30 pl 4 x Protein-
Probenpuffer pro ODggo =1 resuspendiert und in einem Proteingel zur Analyse aufgetrennt. In.
C. glutamicum wurde die Expression durch Zugabe von 0,5-1 mM IPTG entweder in

Minimal- oder in Vollmedium uber acht Stunden induziert.

2.8.2 Proteinextraktion

Alle Proteinarbeiten erfolgten unter stindiger Kiihlung auf Eis. Zur Gewinnung
cytoplasmatischer Proteine wurde das entsprechende Zellpellet in einem Aufschlusspuffer
(50 mM Tris, 100 mM NaCl, 100 mM KCI, 5 pg/ul DNAse) resupendiert. Um einen

proteolytischen Abbau in den Zellextrakten zu verhindern, wurde Protease-Inhibitor
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,Complete EDTA-frei“ (Roche Diagnostics, Mannheim,) zugegeben. Der Zellaufschluss
erfolgte bei kleinen Ansidtzen im FastPrep-Gerdt FP120 (QBiogene, Heidelberg), wobei die
Zellen viermal 30 s bei 6,5 m/s in Aufschlussgefilen mit 300 mg Glasperlen (@ 0,2-0,3 mm)
geschiittelt wurden. Der Rohextrakt wurde anschlieBend bei 12500 rpm, 4°C, 45 min

zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltrimmer abzutrennen.

2.8.3 Membranpriiparation

Zur Membranpréiparation wurden 35 ml vorgewédrmtes LB/LK-Medium mit einer E. coli-
selektiven Ubernachtkultur auf eine Start ODgso von 0,05 inokuliert und bis zu einer ODgs
von 0,4 kultiviert. Daraufhin wurde eine 1/12 Verdiinnung in 60 ml frischem LB/LK-Medium
inokuliert und bei einer ODgsp von 0,4 durch die Zugabe von 0,03 mM IPTG fiir 30 min die
Genexpression induziert. Daraufhin wurde erneut die ODgso bestimmt und 50 ml der Zellen
geerntet 4000 rpm; 4°C; 10 min (Jouan MR22i Zentrifuge, SWM180.5 Rotor). Das Zellpellet
wurde in 5 ml eiskaltem PBS-Puffer mit Protease-Inhibitor resuspendiert und in einer
FRENCH?® pressure cell press (SLM instruments Inc.) mit 180000 Psi aufgebrochen. Die
Zelltrimmer wurden dann durch Zentrifugation 4000 rpm, 4°C entfernt und 3 ml des
Uberstands in einer Ultrazentrifuge (Beckman TL-100 Ultrazentrifuge; Rotor TLA 100.4) fiir
1 h, 50000 rpm bei 4°C sedimentiert. Das Membranpellet wurde dann in 125 pul PBS-Puffer
mit Protease-Inhibitor resuspendiert und der Uberstand mit den 18slichen Proteine jeweils bei
—20°C gelagert.
PBS-Puffer (1 1)

NaCl 140 mM

KCl 2,7 mM

Na,HPO, 10,1 mM

KH,POq4 1,8 mM
(autoklaviert, Lagerung bei RT)

2.8.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden nach Bradford (1976), Lowry et al., (1951)
oder mit Amido Black nach Schaffner und Weissmann (1973) durchgefiihrt. Zur Herstellung

von Eichgeraden diente Rinderserumalbumin (BSA).
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2.8.5 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Bestimmung der relativen Molekiilmasse von Proteinen wurden sie elektrophoretisch
10%-15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE) (Liammli, 1970) in vertikalen
Proteingel-Apparaturen ,,Minigel-Twin* (Biometra, Gottingen) aufgetrennt. Je nach weiterem
Verwendungszweck wurden die Gele anschlieBend einer Coomassie-Farbung oder einem

Western Blot unterzogen.

2.8.6 Coomassie-Fiarbung

SDS-PAGEs wurden nach der Elektrophorese mit Coomassie gefirbt (Sambrook et al., 1989).
Dazu wurde das Gel 1 h in einem Gemisch von 45% Methanol, 10% Essigsdure und 0,2%
Coomassie Brilliant Blue G-250 inkubiert. Die Entfirbung erfolgte iiber Nacht in 10%

Essigsiure.

2.8.7 Transfer, Immobilisierung und Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikorpern wurde die
Methode von Towbin et al. (1979) angewandt. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
der Proteine wurden sie mit Hilfe eines Western Blots auf eine PVDF-Membran (Immobilon
P, PorengroBBe 0,45 um, Millipore, Bedford, USA) iibertragen. Dazu musste die Membran
wenige Minuten in 100% Methanol inkubiert, in Transferpuffer (10 mM CAPS, 10%
Methanol, pH 11,0 NaOH) é&quilibriert und dann in eine Blotapparatur (Amersham
Biosciences, Freiburg) auf einen Stapel aus finf in Transferpuffer getrinkten Whatman
3 mm-Papieren (Schleicher und Schiill, Dassel) gelegt werden. Darauf wurde das Proteingel
gelegt und mit einem weiteren Stapel aus fiinf Whatman-Papieren bedeckt. Der
Proteintransfer auf die Membran erfolgte durch angelegten Strom von 0,8 mA/cm” Oberfliche
fiir 1 h. Die Kontrolle des Proteintransfers erfolgte durch eine dreiminiitige reversible
Proteinfarbung der Membran mit Ponceau-Rot (0,2% in 2%iger Essigsdure). Darauthin wurde
die Membran zunédchst fiir 1 h in Blockierungslosung (5% Magermilchpulver oder 3% BSA in
Western Blot Waschpuffer (50 mM Tris, 0,9% NaCl, pH 7,5 HCI) inkubiert. Dann wurde der
erste Antikdrper (Anti-His 1:1000 oder Anti-Strep 1:5000 (Qiagen, Hilden)) hinzugegeben
und flir 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Western Blot Waschpuffer fiir je
20 min, wurde die Blockierungslésung mit dem entsprechenden zweiten Antikdrper (Anti-
Maus 1:10000 (Sigma)) auf die Membran gegeben und {iber Nacht bei 4°C oder fiir 1 h bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde auf die Membran ein NBT/BCIP-Gemisch
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(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in Inkubationspuffer (10 mM Tris, HCI pH 8,8) gegeben und

im Dunkeln bis zur gewiinschten Signalstérke inkubiert.

2.8.8 Blue-Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Blue-Native-PAGE)

Zur ndheren Bestimmung eines Membranproteinkomplexes wurde dieser unter nativen
Bedingungen (Schigger ef al., 1991) in einem Blue-Native-Gel (NativePAGE™ 4-16% Bis-
Tris-Gel (1,0 mm x 10 wells)) aufgetrennt. Dazu wurden 60 pg einer Membranpréparation mit
1,5% DDM (Stock: 5% in H,O) solubilisiert (30 min, 4°C) und durch Zentrifugation
(13000 rpm, 10 min bei 4°C) nicht geloste Proteine abgetrennt. 17,7 pl der solubilisierten
Proteinen wurden dann mit 6,2 ul 4 x Nativen Probenpuffer und 1,1 pl G-250 Sample-
Additive versetzt und auf dem Blue-Native-Gel aufgetrennt. Als Marker dienten 5 pl des
Native Mark™ Protein-Standards. Dem Blue-Native-Gel wurde fiir 30 min eine Spannung
von 150V in Anwesenheit von dunkelblauen Kathoden-Puffer (10 ml NativePAGE™
Running-Buffer, 10 ml NativePAGE™ Cathode-Additive, 180 ml H,O) angelegt. Worauthin
I,5h mit hellblaue Kathoden-Puffer (10 ml NativePAGE™ Running-Buffer, 1 ml
NativePAGE™ Cathode-Additive, 189 ml H,O) bei gleicher Voltzahl folgten. Der Anoden-
Puffer (30 ml NativePAGE™ Running-Buffer, 570 ml H,O) blieb unveréndert. Der Western
Blot entsprach dem der SDS-PAGE, wobei die PVDF-Membran nach dem Transfer fiir
15 min in 8% Essigsdure inkubiert wurde, um die Proteine zu fixieren. AnschlieBend wurde
sie zur Entfernung restlicher Farbstoffe in Methanol und H,O gewaschen. Der
Umrechungsfaktor betrug 1,8 fiir das angelagerte Detergenz an den Proteinkomplex bei der

spateren ProteingroBenbestimmung.

2.8.9 Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Native-PAGE)

Im Gegensatz zur SDS-PAGE werden die Proteine in der nativen PAGE nicht denaturiert. Sie
liegen wiéhrend der elektrophoretischen Auftrennung gefaltet vor und werden somit nach
Eigenladung, Grofe und Form aufgetrennt. Die Trenngel-, Sammelgel- und Elektrodenpuffer

wurden analog zur SDS-PAGE, jedoch ohne SDS hergestellt.

2.8.10 Katalase-Nachweis
Der Nachweis von Katalase im Proteinlysat, das in einer Native-PAGE aufgetrennt worden
war, wurde durch die Oxidation von Kaliumhexacyanoferrat (K;Fe(CN)g) durchgefiihrt,

welches als rotes Blutlaugensalz ausfillt. Durch die Vernichtung von H,O, durch
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enzymatische Katalaseaktivitdt wird diese Reaktion verhindert. Das native Gel wurde mit
H,0 gespiilt, 10 min in einer Startlosung (0,003% H,0O,) inkubiert und anschlieend in einer
Nachweislosung (1% FeCls, 1% KsFe(CN)e) bis zur ausreichenden Farbung inkubiert.

2.8.11 Proteinaufreinigung mittels Affinitiitschromatopgraphie

Durch die Klonierung wurden die proteinkodierenden Gene mit zusitzlichen Sequenzen
ausgestattet, die fiir einen Histidin- oder Strep-Tag codierten. Somit war nach der Expression
der Gene die Reinigung des entsprechenden Proteins durch Affinititschromatographie
moglich. Die Aufreinigung Histidin-markierter Proteine erfolgte im batch-Verfahren mittels
Ni-NTA-Agarose-Beats (Qiagen, Hilden) und unterschiedlich zusammengesetzten Puffern, in
denen die die Imidazolkonzentrationen nach Protokollen aus ,,The QIAexpressionist®,
variierten. Die Aufreinigungen fanden unter nativen oder denaturierenden Bedingungen (8 M

Harnstoff) statt.

2.8.12 Identifizierung von Proteinen

Die Proteinbanden aufgereinigter Proteine wurden aus den SDS-Gelen ausgestochen und mit
Hilfe von Peptide Mass Fingerprint (PMF) in der Zentralen Bioanalytik (ZBA) des Zentrums
fiir Molekulare Medizin Koln (ZMMK) analysiert und deren Aminosdureabfolge bestimmit.

2.8.13 Analytische Gelfiltration mittels Ausschlusschromatographie

Die analytische Gelfiltration wurde zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von
Proteinen verwendet, da in der Ausschlusschromatographie Proteine nach ihrer Grofe
aufgetrennt werden. Bei globuldren Proteinen besteht ein linearer Zusammenhang zwischen
dem Logarithmus der molaren Masse und dem Elutionsvolumen. Als Sdulenmaterial wurde
Superdex 200 in einem Saulenformat von 10/300 GL verwendet und AKTA Purifier Plattform
(GE Healthcare, Upsalla; S) betrieben. Die Sdule wurde mit dem entsprechenden Puffer
dquilibriert und mittels des Gelfiltration-Kalibrierungskits HMW (GE Healthcare, Upsalla, S)
geeicht Jeweils 1 ml des zu analysierende Proteins wurde zuvor iiber eine 5 ml dquilibrierte
Entsalzungssdule ,,HiTrap Desalting” (GE Healthcare, Upsalla, S) mit einer Flussrate von
0,75 ml/min vom Imidazol befreit und in einen entsprechenden Puffer umgepuffert. 500 ul
des entsalzten Proteins (5 pg/ul) wurden mit Hilfe eines 500 ul loops aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einem Sdulenvolumen mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min,

wobei die Proteinkonzentration bei 280 nm verfolgt wurde.
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2.8.14 Heterologe Expression von cg/K und cgl/K-Varianten

Kompetente E. coli-Zellen des Stammes BL21 wurden mit Expressionsplasmid pET-52b, das
cglk oder cglK M1371-Gen codierte, transfomiert. Fiir die Expressionskultur wurde {iber
Nacht eine Vorkultur mit 1/10 des Volumens der Hauptkultur in LB-Medium inokuliert und
bei 37°C, 125 rpm kultiviert. Die Hauptkultur wurde morgens auf eine ODgy von 0,3
eingestellt und nach circa 3 h bei einer ODggp zwischen 0,8-1 mit 1 mM IPTG induziert. Nach
5 hbei 37°C, 125 rpm wurde die Kultur geerntet (JLA 10.500, 4500 rpm, 15 min, 4°C).

2.8.15 Solubilisierung und Aufreinigung von CgIK

Das Zellpellet wurde im gleichen Volumen wie das Pellet in BAK (150 mM KCI, 50 mM
MOPS, pH 7,0, zwei Tabletten complete ohne EDTA (Roche) pro 200 ml BAK, 5 pg/ml
DNase) resuspendiert und in vier Durchgéngen in der french press (high modus 1200 psi)
aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (JA 25.50, 15000 rpm, 2 x
45 min, 4°C) entfernt. Der Uberstand wurde in der Ultrazentrifuge (Ti 70, 55000 rpm, 4°C,
60 min) zentrifugiert, und das Membranpellet in BBK (150 mM KCI, 100 mM NaP, pH 7,0)
resuspendiert. Die Solubilisierung der Membranproteine erfolgte mit 40 mM Decylmaltosid
(DM) bei 4°C, 50rpm iiber Nacht. Morgens wurden die nicht solubilisierten
Membranproteine durch Ultrazentrifugation (75000 rpm, 45 min, 4°C) abgetrennt, der
Uberstand mit 15 mM Imidazol versetzt und der pH-Wert auf 7,8 eingestellt. Darauthin wurde
iiber das batch-Verfahren mit Ni-NTA beads (Qiagen) das His-markierte Protein aufgereinigt,
wobei NiNTA-Aquilibrierungspuffer (BBK, 4 mM DM, 15 mM Imidazol, pH 7,8 NaOH),
Waschpuffer (BBK, 4 mM DM, 30 mM Imidazol, pH 7,8 NaOH) und Elutionspuffer (BBK,
4 mM DM, 250-1000 mM Imidazol, pH 7,8 NaOH) verwendet wurden.

2.8.16 Rekonstitution von CgIK (Zentrum fiir molekulare Neurobiologie Hamburg,
ZmnH Hamburg)
Die Entfernung von Imidazol in den Proteinelutionen der Aufreinigung erfolgte mittels PD-10
Sdulen (NEB, USA). Die Sdule wurde dazu mit 30 ml Detergenzpuffer dquilibriert. Darauthin
wurden 2,5 ml des augereinigten Proteins auf die Siule gegeben und mit 3,5 ml des
Detergenzpuffers (50 mM NaP; pH 7,4, 50 mM NaCl, 4 mM DM) eluiert. Das zu
verwendende Asolectin wurde in Chloroform und Methanol in einem Verhidltnis von 2:1
gelost und 1-2 h (RT) unter einer N»-Atmosphire inkubiert. Uber Nacht wurde das Asolectin
dann zur Entfernung des Methanols und des Chloroforms lyophilisiert. Die lyophilisierte
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Probe wurde dann in Detergenzpuffer gelost und 15 min im Ultraschallbad inkubiert. Das
gereinigte Protein wurde dann in einem Verhdltnis von 1:100 (1:200) fiir 2 h bei RT
schiittelnd inkubiert. Zur Entfernung von DM wurden 2 ml Calbiosorb auf eine Saule
gegeben, und diese mit 30 ml Detergenzpuffer ohne DM &quilibriert. Das Protein-Lipid-
Gemisch wurde mit dem Calbiosorb versetzt und 2 h schiittelnd bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Probe mit dem Calbiosorb wurde dann auf die Sdule gegeben und mit 2-3 ml
Detergenzpuffer ohne DM eluiert. Die gesammelte Probe wurde dann ultrazentrifugiert (RP-
100 AT-4, 66000, 4°C, 1 h) und das resultierende Pellet in einem Puffer (200 mM NaCl,
10 mM MOPS, pH 7,4) resuspendiert. Daraufthin wurde erneut unter den gleichen
Bedingungen ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde dann in Dehydrationspuffer (150 mM KCI,
0,1 mM EDTA, 10 ul CaCl,, 5 mM Hepes, pH 7,2) iiber Nacht inkubiert und gelost.

2.8.17 Invivo-Lokalisierung des GFP-CgIK-Proteins in C. glutamicum

Fir die in vivo-Lokalisierung von CgIK in C. glutamicum wurde zunichst ein pEKEx2-
Plasmid kloniert, welches ein N-terminal markiertes GFP-CgIK-Fusionsproteine codierte. Die
Expression erfolgte in AcglKAkup-Zellen durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG wiéhrend der
Kultivierung in Minimalmedium mit 5 mM KCIl. Das GFP-CgIK-Proteins wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert. Dazu wurde ein Zeiss Axiolmager M1 verwendet, der mit
einer Zeiss AxioCam HRm-Kamera versehen war. Die GFP-Fluoreszenz wurde mit dem

Filterset 38HE, GFP gemessen.

2.9 Elektrophysiologische Messungen

2.9.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik stellt ein Messverfahren zur Untersuchung von lonenstromen an
Zellmembranen dar. Dabei wird die Membranspannung mit Hilfe einer Spannungsklemme auf
einem konstanten Wert gehalten, um die dabei aufiretenden Strome zu messen. Am
(+)-Eingang des Operationsverstiarker OPA (A) wird eine Spannung angelegt (Vsn), die am
(-)-Eingang und somit auch an der Membran in der Messelektrode {iiber eine
Riickkopplungsschaltung auf demselben Potential gehalten wird. Wenn ein Membranstrom
(Im) von der Messelektrode registriert wird, produziert der Operationsverstirker an seinem
Ausgang eine Spannung (Vaus), die liber einen hohen Riickkopplungswiderstand (Ry) einen

Kompensationsstrom (Ieomp) mit entgegengesetzer Polaritdt schickt (Iomp=—Im). Somit dndert
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sich die Membranspannung nicht, und am Oszilloskop am Ausgang des Operationsverstérkers

wird ein Membranstrom gemessen, der proportional zu Spannung (Vays) 1St (Vaus= Re * Tcomp)

Membranstrom [I]

Zeit [sec]

- Vsull

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Patch-Clamp-Stromkreises (Spannungsklemme). Dargestellt ist ein
der Operationsverstirker (A), der Riickkopplungswiderstand (Rg), der aufgenommene Strom (I,), die
Sollspannung (Vui), der Kompensationsstrom (Imp) und die gemessene Spannung (V.s) (verdndert nach
Aidley, 1996).

2.9.2 Patch-Clamp-Messungen von Proteoliposomen (ZmnH Hamburg)

Die Patch-Clamp-Messungen wurden bei RT in Petrischalen (@ 35 mm), in denen auf
Glaspldttchen das dehydrierte Protein-Lipid-Gemisch vorlag, durchgefiihrt. Die eingesetzten
Pipetten wurden aus diinnwandigem Borossilicatglas (@ auBlen: 1 mm; @ innen: 0,86 mm) mit
Filament hergestellt (Vitrex GB150T-8P, Science Products GmbH). Dabei wurden sie in zwei
Schritten mittels eines horizontalen Pipettenziehgerdtes (DMZ-Puller, Zeitz Instrumente)
gezogen, und mit einem glithenden Platin-Iridiumdraht unter einem Mikroskop mit einem
Mikromanipulator an den Spitzen rund poliert. Die Pipettenwiderstéinde lagen zwischen 2 und
3,5 MQ, was einer Offnung von 1 pm entsprach. Vor dem Messvorgang wurde jede Pipette
mit Sigmacote (Sigma) beschichtet und mit der angegebenen Pipettenldsung befiillt. Uber
einen chlorierten Silberdraht war die Pipettenlosung mit dem Vorverstirker elektrisch
verbunden. Zur Kontrolle der Anndherung der Pipette an die Proteoliposomen diente ein
Axiovert-Mikroskop (Zeiss) mit 400facher VergroBerung. Zur elektrischen Abschirmung war
der gesamte Messtand von einem Faraday-Kifig umgeben. Durch Vibrationen auftretende
Schwingungen wurden durch den Einsatz eines pneumatischen Schwingungstisches
minimiert. Mittels eines hydraulischen Mikromanipulators konnte die Pipette prizise auf das
zu vermessende Proteoliposom positioniert werden. Beim Eintauchen der Pipette in das Bad
wurde leichter Uberdruck angelegt. Durch einen 5 ms langen Testpuls von 5 mV wurde der

elektrische Widerstand zwischen Bad- und Pipettenelektrode kontinuierlich bestimmt. Durch
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Autheben des Uberdrucks und behutsames Saugen wurde die Ausbildung einer sehr engen
mechanischen Verbindung zwischen dem Proteoliposom und der Pipette erreicht, die einen
sehr hohen elektrischen Widerstand von mindestens 1 Giga-Ohm (Sea/) besall. Aus dieser
cell-attached-Konfiguration konnte die Messkonfiguration des inside-out patches hergestellt
werden. Durch eine axiale Bewegung mit dem Mikromanipulator wurde die Patchpipette
ausgehend von der cell-attached-Konfiguration von der Zelle abgezogen, so dass die
Innenseite des Membranpatches nach auflen zeigte. Die von dem Vorverstiarker gemessenen
Stromsignale wurden als Spannung ausgelesen und an den Hauptverstirker weitergeleitet,
welcher das Signal verstirkte und filterte (Filterfrequenz >1 kHz). Das Programm Pulse
(HEKA Elektronik) erlaubte iiber einen Digital-Analog/Analog-Digital (DA-/AD)-Wandler
eine Kommunikation mit dem Verstirker, wobei in einer Oszilloskopdarstellung des
Programmes die gemessenen Stromkurven visualisiert werden konnten. Als
Referenzelektrode diente ein im Bad befindliches Silber/Silberchlorid-Pellet, welches mit
dem Vorverstirker verbunden war. Wéahrend der Messungen wurde die Badlosung iiber Zu-

und Ablédufe kontinuierlich ausgetauscht.

293 Isolierte Patch-Clamp-Messungen von E. coli-Sphiroplasten (IMS Aberdeen)

2.9.3.1 Sphiroplasten-Priparation
Eine Ubernachtkultur (LK-Medium, 400 rpm, 37°C) wurde 1/100 in 10 ml vorgewirmten

LK-Medium kultiviert bis eine ODggp zwischen 0,2-0,3 erreicht wurde. Dann wurden 3 ml der
Zellen in 27 ml vorgewdrmtes LK-Medium iberfiihrt und 60 ug x ml~' Cephalexin
hinzugefiigt. Darauthin wurde fiir weitere 2,5 h kultiviert, wobei in der letzten Stunde 1 mM
IPTG hinzugefiigt wurden bis die Zellen geerntet wurden (1600 rpm, 5 min, 4°C). Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 2,5 ml 0,8 M Saccharose bei RT resuspendiert.

Die Plastingreaktion erfolgte nach folgendem Schema:

Plastingreaktion

Zugabe (0 min) 125 ul' 1 M Tris HCI (pH 8,0)

120 pl 5 mg x ml™' Lysozym
30 ul 5 mg x mI”' DNAase
150 pl 125 mM NaEDTA
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Nach 6 min wurden 1 ml Stoplosung hinzugefiigt und dann 2 ml der Plastingreaktion in
7,5 ml Verdiinnungslosung pipettiert. Darauthin wurden die Sphéroplasten durch maximal
drei Zentrifugationen bei 1800 rpm, 4°C, 5 min geerntet. Der Uberstand wurde dann
abgesaugt, so dass 100-200 ulibrig blieben, in denen die Sphiroplasten resuspendiert und als
50 ul Aliquots bei —20°C gelagert wurden.

Stocke:
1 M Tris HCI pH 8,0 (Tris BASE Ultrapure)
5 mg x ml™' Lysozym (—20°C)
5 mg x ml”' DNAase (—20°C)
125 mM NaEDTA pH 7,8 (1 M NaOH)

Stoplésung (1 ml)
0,8 M Saccharose 875 ul

H,O 125 ul
MgCl, 20 pl
Tris-HCI 10 pl

Verdiinnungslosung (15 ml)
0,8 M Saccharose 15 ml
MgCl, 150 ul
Tris-HCI 150 pl

2.94  Patch-Clamp Messungen von E. coli-Sphiroplasten

Einzelkanal-Messungen wurden an excised, inside-out patches aus préaparierten Giant E. coli-
Sphiroplasten (Martinac et al., 1987) durchgefiihrt. Dazu wurden 5-7 pl der Sphéroplasten in
ein Bad mit 30-150 mM KCI, 0-150 mM NaCl, 90 mM MgClL, 10 mM CaCl, und 5 mM
HEPES Puffer (pH 7,4) tiberfiihrt. Borosilicate Glaspipetten (100 pl) (Drummond Scientific
Co., Broomall, USA) wurden mittels eines Flamming/Brown Pipetten-Pullers (Model P-97,
Sutter Instrument Co., Novato, USA) diinngezogen, so dass der Durchmesser einen
Pipettenwiderstand zwischen 3-6 MQ aufwies. Diese Pipetten wurden mit der gleichen
Losung wie das Bad befiillt. Die Applikation von negativem Druck durch Ansaugen der
Pipette wurde mittels einer Spritze vollzogen und iiber einen Druck-Monitor (PMO15R, Word
Precision Instruments, USA) in mm Hg gemessen. Alle Aufnahmen wurden nach der
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Standard Patch-Clamp-Prozedur (Hamill ez al., 1981) bei RT durchgefiihrt. Stromspuren
wurden bei konstanten Haltepotentialen mit einem Vorpuls von — 100 mV fiir 20 ms zwischen

—60 und 60 mV fiir 8 s aufgenommen (Abb. 2.2).

[VHaltepotenﬁal]

[8 ]

[20 ms] — 100 mV

—60,...,4#60 mV

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der applizierten Spannungsprotokolle.

Die Tonenstrome, die durch die Aktivierung der Kanalproteine hervorgerufen wurden, sind bei
50 kHz mit einem 5 kHz Filter des AxoPatch 200 Verstirkers (Axon Instruments Inc.
California, USA) erfasst und die Kanalaktivititen mit Hilfe der pCLAMP10 Software
(Axon Instruments, USA) analysiert worden. Alle Messungen wurden an mindestens sechs

patches von mindestens zwei separaten Sphiaroplasten-Préparationen durchgefiihrt.

2.9.5 Bestimmung der Einzelkanalleitfihigkeit von CgIK

Die Stromdichte durch einen Kanal kann als das Produkt dreier Faktoren betrachtet werden,
der Einzelkanalleitfahigkeit v, der Offenwahrscheinlichkeit P, sowie der Anzahl der Kanile n
in der Plasmamembran (Gleichung 13).
I[=y*P,*n (Gleichung 13)

Da Einzelkanalmessungen die Beobachtungen stromleitender Offnungen einzelner
Ionenkanéle erlauben, konnten {iber die inside-out Patch-Clamp-Konfiguration der Parameter
der Einzelkanalleitfahigkeit erfasst werden, wobei die erhaltenen patches bei verschiedenen
Potentialen charakterisiert wurden. Die Einzelkanalleitfdhigkeit Gsc berechnet sich aus der
oberen Grenze der erreichten Stromstéirke 1.« und der unteren erreichten Stromstirke I, bei

der entsprechenden angelegten Spannung U (Gleichung 14).

(Inax(PA) = Lnin (pA)) * 1000 /U (mV) = Gsc (pS) (Gleichung 14)
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen von pH-Stress auf den Stoffwechsel von C. glutamicum

und Bedeutung der Kaliumaufnahme

3.1.1 Die externe Zugabe von Cystein verstirkt die pH-Sensitivitit im sauren Bereich

Aus den Transkriptom- und Proteomanalysen der bei pH 6,0 kultivierten C. glutamicum-
Zellen ist hervorgegangen, dass Gene, die flir Proteine des Methionin- und
Cysteinsyntheseweges codieren, im Vergleich zu bei pH 7,5 kultivierten Zellen, induziert sind
(Follmann et al., 2009b). Von der Induktion ausgenommen ist aecD, welches die
Cystathionin-B-Lyase AecD codiert, die die Reaktion von Cystathionin zu Homocystein
katalysiert. Der unverdnderte mRNA-Gehalt von aecD spiegelte sich auch auf Proteomebene
wider, wobei sich die Cystathionin-Lyase-Aktivitdt im Proteinlysat von Zellen, die bei pH 7,5
und pH 6 kultiviert worden waren, in Testansdtzen mit unterschiedlichen pH-Werten nicht
unterschied (Abb. 3.1). Das pH-Optimum der AecD-Aktivitit lag bei 8,5 und die Aktivitat

war bei pH 6,5 stark verringert.
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Abb. 3.1: Cystathionin-Lyase-Aktivitit. Dargestellt ist die Aktivitit der Cystathionin-Lyase AecD aus dem
Gesamtproteinlysat von Zellen, die bei pH 6,0 (rot), bzw. pH 7,5 (blau) in Minimalmedium kultiviert wurden, bei
unterschiedlichen pH-Werten im Testansatz (n=3).

Metabolomanalysen haben ergeben, dass eine Akkumulation der Intermediate, die im
Stoffwechsel vor AecD liegen, stattfindet (Follmann ez al., 2009b). Dabei sind die Metabolite,
die im Stoffwechsel hinter AecD liegen, vermindert. Die externe Zugabe der vermindert
vorliegenden Intermediate Cystathionin, Homocystein und Methionin hatten auf das

Wachstum bei pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,0 keinen positiven Einfluss (Daten nicht gezeigt).
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Wurden hingegen 10 mM Cystein zugesetzt, so war eine pH-abhingige Wachstumsinhibition
erkennbar. Wéhrend die Zugabe von Cystein bei den pH-Werten 9,0 und 7,5 keinen Effekt
auf die Wachstumsraten zeigte, war bei pH 7,0 das Wachstum verlangsamt und bei pH 6,5
und 6,0 waren die Zellen nahezu wachstumsunfahig (Abb. 3.2). Hohe Cysteinkonzentrationen
haben somit in Abhédngigkeit vom pH-Wert einen toxischen Effekt auf das Wachstum der
C. glutamicum-Zellen. Damit scheint nicht ein Mangel an Methionin, sondern eine

Akkumulation von Cystein zu einer pH-abhidngigen Wachstumsinhibition zu fiihren.
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Abb. 3.2: Einfluss von Cystein auf das Wachstum von C. glutamicum. Dargstellt sind die Wachstumsraten
mit Minimalmedium ohne Cystein-Zugabe (grau) oder mit zusdtzlich 10 mM Cystein (gelb) bei
unterschiedlichen pH-Werten. Die Experimente wurden in Mikrotiterplattem (MTP) durchgefiihrt (n=8).

3.1.2 Bei neutralem und tiefem pH wird endogen H,O; produziert

In Transkriptom- und Proteomanalysen von Zellen, die bei alkalischem pH kultiviert worden
waren, war das Gen der Katalase als induziert, bzw. die Katalase als vermehrt vorliegend im
Vergleich zu Zellen, die unter alkalischen Bedingungen kultiviert worden waren, identifiziert
worden (Follmann et al., 2009b). Eine Katalase-Insertionsmutante (Katalase ), deren fehlende
Katalaseaktivitit bestitigt wurde (Abb. 3.3A), zeigte bei neutralem und saurem pH nur méaBig
verringerte Wachstumsraten, wohingegen unter alkalischen Bedingungen nahezu kein
Wachstum detektierbar war (Abb. 3.3B). Desweiteren wurde der H,O,-Gehalt in Fermenter-
Kulturen des Wildtyps (WT) bei unterschiedlichen pH-Werten bestimmt. Wihrend der
exponentiellen Phase wurden wesentlich hohere H,O,-Konzentrationen bei pH 6,5 als bei
pH 7,5 und pH 9,0 gemessen (Daten nicht gezeigt). In Kulturen mit gepuffertem Medium war
die H,O,-Konzentration bei pH 6,0 mit 20 uM ebenfalls wesentlich hoher als mit ungefihr
3 uM bei pH 7,5 und pH 9,0. Wachstumsexperimente mit WT-Zellen in Schiittelkolben
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zeigten, dass bei externer Zugabe von 16 KU/ml aufgereinigter Katalase aus E. coli sich die
Wachstumsrate bei pH 7,5 von ungefihr 0,34 h'auf0,39 h™!, und bei pH 9,0 von 0,28 h'auf
0,30 h" steigerte, wihrend sie bei pH 6,0 mit ungefahr 0,22 h™' unverindert blieb. Somit
stellt die Katalaseaktivitdt der C. glutamicum-Zellen bei tiefen pH-Werten nicht die alleinige

Limitation fur das Wachstum dar.
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Abb. 3.3: Nachweis der Katalaseaktivitit und Wachstumsraten bei unterschiedlichen pH-Werten von
C. glutamicum-Zellen des WTs und der Katalase-Insertionsmutante (Katalase'). Der enzymatische
Katalasenachweis erfolgte in einem nativen Proteingel, in dem jeweils 30 pug Proteingesamtextrakt aufgetrennt
wurden. Als Kontrolle wurden 100 pg aufgereinigte Katalase aus E. coli (Boeringer) aufgetragen. Die Pfeile
weisen auf die Stellen, in denen die Aktivitét einer Katalase sichtbar ist (A). Die Zellen der Stimme WT und
Katalase wurden in Minimalmedium mit unterschiedlichen pH-Werten in Schiittelkolben kultiviert, und die
Wachstumsraten bestimmt (B) (n=3).

3.1.3 Kaliumaufnahme beeinflusst die Atmungsaktivitit bei tiefem pH

Neben den metabolischen Verdnderungen und dem oxidativen Stress, wurde auch eine
essentielle Funktion von Kalium in der pH-Stressantwort identifiziert. Unter neutralen pH-
Bedingungen lag die Atmungsaktivitit von C. glutamicum-Zellen des WTs in der
Anwesenheit von Kalium bei rund 90 und ohne Kalium bei ungefihr 65 nmol
O, min ' *ml™ *ODgoo '. Die Zellen der cglK-Deletionsmutante (AcglK) verbrauchten
kaliumunabhingig rund 45 nmol O, min ' *ml ™' * ODggo . Messungen des
Sauerstoffverbrauches nach einem externen pH-Shift von 7,5 auf 6,0 von WT- und Acg/K-
Zellen zeigten, dass in Abwesenheit von Kalium in beiden Kulturen die Atmungsaktivitit auf
rund 30 nmol Oy min ' *ml ' * ODgyo ' reduziert war (Abb. 3.4). Die darauffolgende externe
Zugabe von 50 mM Kalium verdreifachte den Sauerstoffverbrauch in der WT-Kultur auf

94 nmol O, min~ ' *ml ™! * ODgqy ', withrend er in der AcgIK-Kultur nahezu unverédndert blieb.
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Erst die Zugabe des kaliumselektiven Ionophores Valinomycin fiihrte ebenfalls in der Acgl/K-
Kultur zu einem Anstieg der Atmungsaktivitidt auf 83 nmol O, min ' *ml ' * ODggo | in der
Anwesenheit von Kalium. Vergleichbare Messwerte sind auch in einer Acg/K-Akup-Kultur

bestimmt worden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.4: Einfluss von Kalium auf die Atmungsaktivitiit bei tiefem pH. Kaliumentleerte Zellen des WTs
und der Acg/K-Mutante wurden einem pH-Shift von 7,5 auf 6,0 ausgesetzt, worauthin 50 mM KCI (K") mit
oder ohne 20 uM Valinomycin (Val) hinzugefiigt wurden. Die Atmungsaktivitit der Zellen wurde direkt nach
dem pH-Shift iiber die Rate des Sauerstoffverbrauchs ermittelt (n=3).

Die Aktivitdit der Atmungskette wird somit in der Abwesenheit von Kalium bei tiefem
externen pH-Wert in den C. glutamicum-Zellen stark verringert. Mit dem Kaliumeinstrom
durch CglK geht eine Steigerung der Atmungsaktivitit der Zellen einher. In Zellen, die kein
Kalium aufnehmen kdnnen wird erst durch die Zugabe des kaliumselektiven Ionophors die
Membran kaliumdurchléssig, so dass die Atmungsaktivitidt im vergleichbaren Mal3e, wie in
den WT-Zellen erhoht wird. Folglich ist nicht das CglK-Protein an sich, sondern der dadurch
vermittelte Kaliumeinstrom fiir den stimulierenden Effekt auf die Atmungskette
verantwortlich. Die Anwesenheit von Kalium ist jedoch nicht nur bei pH-Stress, sondern auch

unter anderen Stressbedingungen fiir die Zelle von essentieller Bedeutung.
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3.2 Bedeutung von Kalium unter hyperosmotischen Bedingungen

3.2.1 Kaliumabhingiges Wachstum von C. glutamicum unter hyperosmotischen
Bedingungen
Die Kaliumbediirftigkeit von C. glutamicum wurde in Wachstumsexperimenten mit
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen im Minimalmedium untersucht. Kaliumgehungerte
WT-Zellen wurden bis in die frithe exponentielle Phase kultiviert, und dann in einzelne
Kulturen mit zusétzlich 0,5 M, 0,75 M oder keinem NaCl in der An- oder Abwesenheit von
10 mM KCI aufgeteilt (Abb. 3.5). War Kalium vorhanden, so waren die Wachstumsraten in
der Anwesenheit von Salzstress hoher als ohne Kaliumzusatz. Unabhingig von der
Kaliumanwesenheit betrug die Wachstumsrate ohne zusitzliche NaCl-Zugabe ungefihr
0,2 h™". In der Anwesenheit von 0,5 M NaCl lagen die Wachstumsraten unabhingig von der
Kaliumkonzentration bei einem Wert von ungefihr 0,17 h™'. Bei Salzstress durch die Zugabe
von 0,75 M NaCl war das Wachstum der Zellen ohne Kalium stark verlangsamt, ihre
Wachstumsrate betrug 0,09 h™!, wihrend in der Anwesenheit von Kalium die Zellen mit einer
Rate von 0,17 h™' wuchsen. Nach der Zugabe von 1 M NaCl war kaliumunabhingig kein
Wachstum mehr detektierbar (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls unter osmotischen
Stressbedingungen in der Anwesenheit unterschiedlicher Sorbitolkonzentrationen, einer nicht-
ionischen Substanz, war Kalium fiir das Wachstum der Zellen notwendig (Daten nicht

gezeigt). Somit ist Kalium fiir das Wachstum von C. glutamicum unter hyperosmotischen

Bedingungen notwendig.
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Abb. 3.5: Einfluss von Kalium auf das Wachstum von C. glutamicum unter hyperosmotischen
Bedingungen. Kaliumentleerte Zellen des WTs wurden in Minimalmedium ohne Kalium bis zur frithen
exponentiellen Phase kultiviert, und dann hyperosmotischem Stress durch die Zugabe von 0,5 oder 0,75 M NaCl

in der (+) An- oder (-) Abwesenheit von 10 mM Kalium ausgesetzt. Die ODgoy wurde dokumentiert und der
Pfeil weist auf den Zeitpunkt der Stressapplikation.
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3.2.2 Die Akkumulation von Kalium bei osmotischem Stress geht nicht mit einer

Glutamatakkumulation einher

Interne  Kaliumkonzentrationen von WT-Zellen, die wunter verschieden starken
hyperosmotischen Bedingungen in der Anwesenheit von 1 mM KCI kultiviert worden waren,
wurden flammenphotometrisch bestimmt. Der hochste interne Kaliumgehalt wurde in den
Zellen nach achtstiindiger Inkubation in der Anwesenheit von 0,75M NaCl
(1390 mosmol/kg) mit rund 700 mM gemessen (Abb. 3.6A). In der Anwesenheit von 1 M
NaCl (1822 mosmol/kg) war die interne Kaliumakkumulation niedriger als mit 0,75 M NaCl.
Die Applikation von Sorbitol-Konzentrationen, die in ihrer osmotischen Wirksamkeit denen
der NaCl-Konzentrationen entsprachen, hatten bis zu einer Osmolalitdt von 1390 mosmol/kg
den gleichen Einfluss auf die interne Kaliumakkumulation der Zellen wie NaCl. Die interne
Glutamatkonzentration der Zellen war bei 0,75 M NaCl im Minimalmedium mit ungefihr
70 mM jedoch zehnmal geringer als der interne Kaliumgehalt (Abb. 3.6B), und erreichte unter
Kontrollbedingungen (300 mosmol/kg), bzw. in der Anwesenheit von 0,25M NaCl
(526 mosmol/kg) den hochsten Wert. Somit liegt eine positive Korrelation zwischen dem
internen Kaliumgehalt der Zellen und der externen Osmolytkonzentration, unabhidngig ob es
sich um ionische oder nicht-ionische Substanzen handelt, bis zu einer bestimmten
Stressintensitdt vor. Fiir den internen Glutamatgehalt der Zellen besteht hingegen eine

negative Korrelation zur Stressintensitit und internen Kaliumkonzentration.
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Abb. 3.6: Einfluss von ionischem und nicht-ionischem Stress auf den internen Kalium- und
Glutamatgehalt von C. glutamicum. Von WT-Zellen wurde nach achtstiindiger Kultivierung in
Minimalmedium mit pH 8,5 in der Anwesenheit von 1 mM KCI und zusitzlichen 0, 526, 958, 1390 oder
1822 mosmol/kg NaCl oder Sorbitol der interne Kaliumgehalt flammenphotometrisch bestimmt (A). Ebenfalls
wurde der interne Glutamatgehalt der Zellen mittels HPLC-Analyse ermittelt (B) (n=3).
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3.2.3 Kaliumabhéngige Induktion der Expression von betP und proP nach Erhohung

der externen Salzkonzentration

Um die Funktion der Kaliumakkumulation in C. glutamicum beziiglich der Genexpression bei
Salzstress zu charakterisieren, wurden die Gene betP und proP ausgewihlt. Diese Gene
zahlen zu denen, die am stirksten bei Salzstress in C. glutamicum induziert werden
(Franzel et al., 2009) und codieren Transporter fiir kompatible Solute. Durch BetP und ProP
werden Betain und Prolin von der Zelle aufgenommen. Nach Erhohung der externen
Salzkonzentration in  An- oder Abwesenheit von Kalium wurden RNA-
Hybridisierungsexperimente mit Hilfe spezifischer Sonden fiir beide Gene durchgefiihrt. Dazu
sind C. glutamicum-Zellen des WTs kaliumgehungert, bis zur mittleren exponentiellen Phase
kultiviert, und dann einem osmotischem Schock durch eine Erhohung der externen
Osmolalitdt von 300 mosmol/kg auf 1390 mosmol/kg durch die Zugabe von 0,75 M NaCl mit
oder ohne 10 mM KCI, ausgesetzt worden. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurden
Northern Blot Analysen mit den RNA-Extrakten der Zellen durchgefiihrt (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Auswirkungen eines osmotischen Schocks in An- und Abwesenheit von Kalium auf den mRNA-
Gehalt von proP und betP. Durch die Zugabe von 0,75 M NaCl zu kaliumentleerten C. glutamicum WT-Zellen
in der An- (+) oder Abwesenheit (=) von 10 mM KCl wurde die Osmolalitit des Minimalmediums von 300 auf
1390 mosmol/kg erhoht. Die RNA der Zellen fiir den Northern Blot wurde jeweils vor dem Osmoschock
(0 min), bzw. 30 sowie 60 min danach isoliert. Zur Kontrolle der Gesamt-RNA-Konzentrationen wurde der
16S RNA-Gehalt jeweils parallel detektiert.

Eine proP-Expression war unter Kontrollbedingungen nicht detektierbar, jedoch 30 min nach
dem osmotischen Schock nur in der Anwesenheit von Kalium stark induziert. Auch nach
60 min war dieser Anstieg der Expression ausschlieBlich in der Kultur mit 10 mM KCI zu
erkennen, wéihrend ohne Kalium nur eine schwache Bande der proP-mRNA detektiert wurde.

Eine Expression von betP war schon unter Kontrollbedingungen deutlich sichtbar und wurde
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nur in der Anwesenheit von Kalium 30 und 60 min nach der Salzugabe ebenfalls erh6ht. Ohne
Kalium war erst 60 min nach dem osmotischen Schock der mRNA-Gehalt von betP deutlich
reduziert. Somit ist unmittelbar nach einem osmotischen Schock Kalium fir die Induktion der

Expression der Gene betP und proP im Rahmen der Stressantwort der Zelle essentiell.

3.2.4 CgIK ist unter hyperosmotischen Bedingungen essentiell

Bei niedrigen externen pH-Werten ist CglK in C. glutamicum als das Hauptaufnahmesystem
fiir Kalium identifziert worden (Follmann ef al., 2009a). Um zu untersuchen, ob CglK
ebenfalls unter hyperosmotischen Bedingungen fiir die Kaliumaufnahme verantwortlich ist,
wurden Wachstumsexperimente mit Zellen der Stimme WT pEKEx2, AcglK pEKEx2,
AcglKAkup pEKEx2  und  AcglKAkup pEKEx2 cglK in  Minimalmedium  mit
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen in der Anwesenheit von 10 mM Kalium
durchgefiihrt (Abb. 3.8). Ohne zusitzliche Salzzugabe wuchsen die Zellen von
AcglK pEKEx2 und AcglKAkup pEKEx2 nur geringfiigig schlechter als der Stamm
WT pEKEx2. In der Anwesenheit von 0,25 M NaCl waren hingegen die Wachstumsraten der
Stamme Acg/lK pEKEx2 und AcglKAkup pEKEX2 nur halb so grol3 wie die des WTs. Nur die
AcglKAkup-Zellen mit dem Expressionsplasmid pEKEx2 cg/K konnten anndhernd so gut wie
der WT wachsen.

0,25 -
= m WT pEKEx2
= 0,20 | = AcglK pEKEx2
8 = AcglKAkup pEKEX2
g 0,15 - B AcglKAkup pEKEx2 cglK
g
= 0,10 1
(5}
&
= 0,05 1
0,00 A

0 025 05 075 1
NaCl [M]

Abb. 3.8: Wachstum der C. glutamicum Stimme WT_pEKEx2, AcgIK pEKEx2, AcgiKAkup pEKEx2
und AcgiKAkup pEKEx2 cglK bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen. Die kaliumentleerten Zellen
wurden in Minimalmedium (pH 7,5) mit 10 mM KCI in MTP mit zusitzlich 0; 0,25; 0,5; 0,75 oder 1 M NaCl
kultiviert. Das Wachstum wurde iiber sechs Stunden dokumentiert, und in der exponentiellen Phase die
Wachstumsrate bestimmt (n=8).
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In der Anwesenheit von 0,5 M NaCl wuchsen ausschlieBlich Zellen mit genomischer oder
plasmidcodierter cg/K-Sequenz. Bei hoheren NaCl-Konzentrationen von 0,75 und 1 M war
das Wachstum aller Staimme gleichermallen eingeschrinkt. Somit sind C. glutamicum-Zellen
ohne cglK salzsensitiv. Unter diesen hyperosmotischen Bedingungen ist CglK das
Hauptaufnahmesystem fiir Kalium, wihrend Kup keine Funktion hat.

3.3 Untersuchungen zum Aufbau von CgIK aus C. glutamicum

3.3.1 Funktionelle Expression von cgl/K in C. glutamicum

Sowohl bei pH-Stress, als auch bei Osmostress war die Kaliumaufnahme durch CglK
notwendig. Zur weiteren Untersuchung der Funktion von CglK und zur in vivo Lokalisierung
der CglK-Proteine (C. glutamicum Kaliumkanal) in C. glutamicum wurde ein
pEKEx2 Plasmid kloniert, das die Sequenz fiir ein N-terminal markiertes GFP-CgIK-
Fusionsprotein ~ codierte, ~um  ausschlieBlich ~ Signale = von  Proteinen  mit
Transmembrandomémen (TM) zu erhalten. Die Expression wurde in Acg/KAkup-Zellen, die
in Minimalmedium mit 10 mM KCI kultiviert wurden, durch die Zugabe von 1 mM IPTG
iiber acht Stunden induziert, und flihrte zur Komplementation des kaliumabhingigen pH-

sensitiven Wachstumsphinotyps (Daten nicht gezeigt).

A B

Phasenkontrast

Abb. 3.9: In vivo Lokalisation des N-terminal markierten GFP-CgIK-Proteins und Western Blot des
C-terminal markierten CglK-Strep-Proteins in C. glutamicum. Dargestellt sind die Phasenkontrastbilder
und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (GFP) von C. glutamicum-Zellen des Stammes AcglKAkup mit
dem Plasmid pEKEx2 GFP_cg/K, die iiber acht Stunden in Minimalmedium mit 10 mM KCI nicht induziert
(=) oder mit 1 mM IPTG (+) kultiviert wurden. Die GFP-Fluoreszenz (griin) wurde mit einem
entsprechenden Filtersystem gemessen, wobei der weil3e Pfeil auf eine Zelle mit GFP-CglK-Proteinen weist
(A). Western Blot mit  Anti-Strep-Antikdrpern  von 50 ug  Membranproteinfraktion — der
AcglKAkup pEKEx2 cglK-Zellen, die mit 0,5 mM IPTG in Minimalmedium mit 10 mM KCI {iber Nacht
kultiviert wurden (B). Die Signale auf der Hohe von 27 kDa und 36 kDa sind durch schwarze Pfeile markiert.
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Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops wurde die GFP-Fluoreszenz gemessen, wobei GFP-
CglK-Proteine eindeutig in der Membran von C. glutamicum lokalisiert waren (Abb. 3.9A).
Desweiteren wurde die Expression von einem pEKEx2-Plasmid verifiziert, welches ein
C-terminal Strep-markiertes CglK-Protein codierte. Die Expression wurde in AcglKAkup-
Zellen, die in Minimalmedium in Anwesenheit von 10 mM KCI kultiviert wurden, durch die
Zugabe von 0,5 mM IPTG iiber vierzehn Stunden induziert. Auch hier komplementierte die
Expression von c¢g/K den kaliumabhidngigen Wachstumsphidnotyp der Deletionsmutante
(Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurden 50 ug der Membranfraktion in einem Western
Blot analysiert. Dabei wurden Strep-markierte CglK-Proteine in der Membranfraktion
nachgewiesen (Abb. 3.9B). Aufgrund der C-terminalen Markierung konnte neben dem
CglK-Strep-Protein auf einer Hohe von 36 kDa, was der theoretisch erwarteten Grof3e
entsprach, auch ein zusétzliches Protein auf einer Hohe von 27 kDa nachgewiesen werden.
Somit kann cg/K homolog in C. glutamicum funktionell exprimiert werden, wobei zusétzlich

noch ein weiteres Protein von der mRNA translatiert wird.

3.3.2 Die mRNA von cglK wird auch in E. coli in ein CgIK- und ein separates KTN-

Protein translatiert

Um CglK fiir weitere biochemische Untersuchungen in ausreichenden Mengen aufreinigen zu
konnen, wurde cg/K heterolog in E. coli iiberexprimiert. Dazu wurde cg/K in den Vektor
pET52b mit einer C-terminalen His-Markierung kloniert und im E. coli-Stamm BL21
exprimiert ~ (Abb. 3.10A).  Der  Aufschluss und die  Aufreinigung  iber
Affinitdtschromatographie mit Ni-NTA erfolgten unter denaturierenden Bedingungen im
batch-Verfahren. Zwei Proteinbanden, der Gréf3e 36 und 27 kDa waren in der anschlieBenden
SDS-PAGE (Abb. 3.10A) und im Western Blot detektierbar (Abb. 3.10B). Die Analyse der
Aminoséduresequenz der beiden Proteine mit Hilfe der von Peptide Mass Fingerprint zeigte,
dass die Peptidabfolge des 27 kDa groflen Proteins nur den Bereich der 10slichen KTN-
Domédne, und das 36 kDa grole Protein das gesamte CglK-Protein inklusive den
Transmembrandomidmen abdeckten (Anhang Abschnitt. 6.1). Die mRNA von cg/K wird
somit auch in E. coli neben einem CgIK-Vollldngenprotein, zusdtzlich von dem internen

Startcodon aus, in ein separates 10sliches KTN-Potein translatiert.

56



Ergebnisse

A B
kDa M I D Waschen Eluieren kDa M I D Waschen Eluieren
250- =~ e %80 -
130 - ~ B8 B8 ‘ -
100 - v 78 -
70 - . : : 55
55 - .. ‘
! : - <4 35- " —— — <+ CglK
35 - —— - 27- _——
7 -— - A <+— KTN
-8 15 -

Abb. 3.10: Aufreinigung der Proteine CglK und KTN mittels Ni-NTA-Affinititschromatographie. Das
cglK-Gen wurde in den Vektor pET52b mit einer C-terminalen Penta-His-Markierung in E. coli-Zellen des
Stammes BL21 exprimiert und mit 40 mM DM solubilisiert. Wahrend der Aufreinigung im batch-Verfahren
wurden Proben des Inputs (I) (15 mM Imidazol), des Durchflusses (D), der drei Waschungen (30 mM
Imidazol) und drei Elutionen (250, 500, 750 mM Imidazol) fraktioniert. Jeweils 15 pl der Fraktionen wurden in
einer 10%, bzw. 15% SDS-PAGE aufgetrennt und einer Coomassie-Farbung (A), bzw. einer Western Blot
Analyse mit einem Anti-His-Antikdrper (B) unterzogen. Mit schwarzen Pfeilen sind auf der Hohe von 36 kDa
und 27 kDa die Signale des CglK- bzw. des KTN-Proteins, die mittels PMF identifiziert wurden (Anhang
Abb. 6.1), markiert.

3.3.3 Solubilisiertes CglK-Protein bildet membranintegrierte Oligomere

Um den vorhergesagten CgIK-Komplex zu charakterisieren, und die mogliche
Coassemblierung der KTN-Proteine nach der Solubilisierung zu untersuchen, wurden 60 pg
Protein der Membranfraktion aus dem Expressionsansatz von cg/K in E. coli mit 1,5%
Dodecylmaltosid (DDM) solubilisiert. Davon wurden 24 pg unter nativen Bedingungen in
einer Blue-Native-PAGE aufgetrennt und anschlieBend ein Western Blot durchgefiihrt
(Abb. 3.11). Es zeigte sich, dass die CglK-Proteine definierte ungefihr 500 kDa groB3e
Komplexe bildeten. Die Auftrennung dieses Komplexes aus der Blue-Native-PAGE in einer
zweiten Dimension in einer SDS-PAGE zeigte, dass sich der solubilisierte Komplex
ausschlieBlich aus 37 kDa groBen CglK-Vollldingenproteinen ohne zusétzlich assemblierte
KTN-Proteine zusammensetzte. Der CglK-Komplex im Blue-Native-Gel besteht somit nach
der Korrektur mit dem Faktor 1,8 fiir die molekulare Masse des an die solubilisierten Proteine
angelagerten DDMs (Heuberger et al., 2002) aus einem CglK-Protein-Oktamer (8 x 37 kDa),
wiahrend die KTN-Proteine im Aufarbeitungsprozess verloren gegangen sind. Welche
Bedeutung die separaten KTN-Proteine, bzw. die KTN-Doménen bei der Funktionalitit von

CglK haben, wurde in den folgenden Ansitzen physiologisch untersucht.
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Abb. 3.11: Western Blots der solubilisierten Membranfraktion eines cglK-Expressionsansatzes, die in der
ersten Dimension (1. D) in einer Blue-Native-PAGE und anschlieBend in der zweiten Dimension in einer
SDS-PAGE (2. D) aufgetrennt wurde. 60 pug der Membranproteinfraktion des Expressionsansatzes aus E. coli
wurden mit 1,5% DDM solubilisiert und davon 24 pg in einer 4-16%igen Blue-Native-PAGE unter nativen
Bedingungen aufgetrennt. Darauthin wurde ein Western Blot mit einem Anti-His-Antikorper durchgefiihrt. Mit
dem vertikalen Pfeil ist der detektierte Proteinkomplex auf einer Héhe von 500 kDa markiert. Desweiteren
wurden die in der Blue-Native-PAGE aufgetrennten Proteine in einer zweiten Dimension in einer 4-12%igen
Bis-Tris SDS-PAGE aufgetrennt, und ebenfalls ein Western Blot mit einem Anti-His-Antikdrper durchgefiihrt.
Die Bande des CglK-Volllangenproteins ist mit einem horizontalen Pfeil auf der Hohe von 37 kDa markiert.

3.4 Die KTN-abhingige Funktion von CgIK in C. glutamicum und E. coli

3.4.1 Der Verlust der separaten KTN-Proteine schrinkt das Wachstum von

C. glutamicum bei tiefem pH-Wert ein

Um die Funktion der KTN-Module zu untersuchen, die sowohl in den C-terminalen KTN-
Domédnen von CglK, als auch als separate KTN-Proteine vorkommen, wurde der Einfluss
unterschiedlicher plasmidcodierter Varianten des c¢g/K-Gens auf den pH-sensitiven
Wachstumsphinotyp der AcglKAkup-Mutante analysiert. Neben dem Gen cg/K wurde ein
Gen in den Expressionsvektor pEKEx2 kloniert, welches durch Mutation des internen
Startcodons (M1371) in ein Codon fiir Isoleucin die separate Translation des 16slichen KTN-
Proteins verhindern sollte (cg/K M137I). Eine andere cg/K-Variante (cgl/K M137Stop)
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codierte nur die Transmembrandoménen, bzw. den Membranteil von CglK, ohne die C-

terminale KTN-Doménen (Abb. 3.12A).
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Abb. 3.12: Einfluss verschiedener CglK-Varianten auf die pH-Sensitivitit der C. glutamicum-Mutante
AcglKAkup bei unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen. Schematische Darstellung der CglK-Varianten.
Die Transmembrandoménen von CgIK sind in die Membran integriert (dunkel blau), die KTN-Domine (grau)
und die separaten 16slichen KTN-Proteine (tiirkis) befinden sich im Cytoplasma. Die Stimme WT, AcglKAkup,
AcglKAkup pEKEx2 cglK, AcglKAkup pEKEx2 cglK M1371 und AcglKAkup pEKExX2 cglK M137Stop
wurden in Minimalmedium bei pH 6,5 mit Kaliumkonzentrationen von 0, 5, 10 und 50 mM und einer Start-
ODgpp von 0,1 in MTP kultiviert. Das Wachstum wurde sechs Stunden lang dokumentiert und die
Wachstumsrate p (1/h) bestimmt (n=8).

Die verschiedenen rekombinanten Stidmme wurden in Minimalmedium bei pH 6,5 mit
unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen kultiviert. In der Anwesenheit von 10 und 5 mM
KCI wuchsen sowohl der WT, als auch die AcglKAkup-Mutante mit dem plasmidcodierten
cglK-Gen nahezu gleich gut (Abb. 3.12B). Die AcglKAkup-Mutanten, die keine cg/K-Sequenz
oder nur cglK M137Stop enthielten, waren in Anwesenheit von 5 mM KCI oder geringeren
Kaliumkonzentrationen nicht wachstumsfihig. Die Mutante AcglKAkup mit der

plasmidcodierten  Sequenz  cg/K M1371 zeigte hingegen einen intermedidren
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Wachstumsphinotyp. Thre Wachstumsraten waren niedriger als die des WTs, jedoch
signifikant hoher als die der AcglKAkup-Mutante mit pEKEx2. Dieser Unterschied war bei
einer Kaliumkonzentration von 5 mM am deutlichsten, wéhrend die AcglKAkup-Mutante mit
pEKEX2 nicht wuchs, war der Stamm AcglKAkup pEKEx2 cglK M1371 wachstumsfihig.

Somit schriankt der Verlust der separaten KTN-Proteine die physiologische Funktion von
CglK in C. glutamicum teilweise ein. Die ausschlieBliche Expression der
Transmembrandoménen von CglK zeigte hingegen keinen Effekt, wobei die Expression aller

cglK-Varianten im Western Blot nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

3.4.2 Konstruktion und Expression von cg/K und -Varianten im E. coli Stamm TK2309

Um das CglK-Protein und die CglK-Varianten physiologisch néher charakterisieren und
gleichzeitig die Expression auf proteinbiochemischer Ebene qualifizieren zu kdnnen, wurde
cglK aus C. glutamicum im E. coli-Stamm TK2309 (kdp , trkA , kup ), der iiber keine
Kaliumaufnahmesysteme mehr verfiigt, im Vektor pTrc cg/K mit einem C-terminalen His-
Tag exprimiert. Desweiteren wurde zum einem mittels ortsgerichteter Mutagenese der Vektor
pTrc_cglK MI1371 fiir eine CglK-Variante ohne separate KTN-Proteine erstellt, und zum
anderen wurde nur die Sequenz kloniert, die die Transmembrandoméinen von CgIK codierte,
so dass der Vektor pTrc cg/lK M137Stop entstand (Abb. 3.13A). Die Kontrolle der
Expression der Konstrukte im E. coli-Stamm TK2309 erfolgte nach Membranpréiparation,
anschlieBender SDS-PAGE und Western Blot Analyse (Abb.3.12B). In der
Membranproteinfraktion von TK2309 cg/K (CglK) war ein Signal auf der Hohe von 37 kDa
erkennbar, welches der Grofe des CglK-Vollldngenkonstruktes entspricht. In der 16slichen
Membranfraktion war bei 27 kDa ein Signal des l6slichen KTN-Proteins zu erkennen. In der
cytoplasmatischen Fraktion von TK2309 cg/K M1371 (CglK M137I) wurde kein separates
KTN Protein nachgewiesen, wihrend in der Membranfraktion das Signal des CglK-
Vollldngenkonstruktes in gleicher Intensitit wie bei TK2309 cg/K auftrat. Die Expression der
cglK M137Stop-Variante zeigte in der Membranfraktion ein Signal in der Hohe von 14 kDa,
wihrend kein losliches Protein nachgewiesen wurde. Dies entspricht der Grofe des
Membranteils von CgIK. Somit konnten sowohl cg/K, als auch die unterschiedliche CgIK-
Varianten im E. coli Stamm TK2309 in grolen Mengen exprimiert werden, wobei das
Vollldngenprotein, sowie der Membranteil von CglK in die E. col/i-Membran integriert

wurden, und das 16sliche KTN-Protein im Cytoplasma vorlag.
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Abb. 3.13: Konstruktion und heterologe Expression von cglK und cglK-Varianten im E. coli-Stamm
TK2309. Konstruktion der cg/K-Varianten (A). Mittels ortgerichteter Mutagenese wurde das interne Startcodon
M137 in ein Codon fiir Isoleucin umgewandelt (M137I), so dass keine separate Translation von KTN
stattfinden konnte. Desweiteren wurde die Sequenz, die nur den Membranteil von CglK codierte (M137Stop),
exprimiert. Western Blot mit Anti-His-Antikorpern der 14% SDS-PAGE mit aufgetrennten Membranproteinen
(MP) und 16slichen Proteinen (LP) (jeweils 15pug) der Stimme TK2309, TK2309 pTrc cglk,
TK2309 pTrc cglK M1371und TK2309 pTrc_cg/lK M137Stop; (M=Marker) (B).

3.4.3 Einfluss der heterologen Expression von cg/K und cg/K-Varianten auf das

Wachstum von E. coli TK2309

Um die Funktionalitdt von CglK und den CglK-Varianten im E. coli Stamm TK2309 zu
untersuchen, wurden Wachstumsexperimente ohne IPTG-Zusatz bei unterschiedlichen
Kaliumkonzentrationen durchgefiihrt. Die jeweiligen Zellen wurden in Kjp-Medium
vorkultiviert, mit Ko-Medium gewaschen und in Ki-Medien (x steht fiir die finale
K'-Konzentration in mM) mit den angegebenen Kaliumkonzentrationen kultiviert. Der
E. coli-Stamm TK2309 benétigte mindestens 30 mM K fir das Wachstum in
Minimalmedium (Abb. 3.14A). Rekombinante TK2309-Zellen mit dem Plasmid pTrc_cglK
wuchsen schon in der Anwesenheit von 0,1 mM KCIl, wobei sich das Wachstum mit
ansteigenden Konzentrationen bis 30 mM verbesserte (Abb. 3.14B). In der Anwesenheit von
30 und 150 mM Kalium gab es keine Wachstumsunterschiede zwischen den Stimmen

TK2309 und TK2309 pTrc cglK.
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Somit kann durch die heterologe Expression von cg/K der kaliumsensitive Phanotyp des
Stammes TK2309 schon bei geringen Kaliumkonzentrationen komplementiert werden, und
bei hohen externen Kaliumkonzentrationen tritt keine Wachstumsinhibition auf.
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Abb. 3.14: Wachstumskurven der E. coli-Stimme TK2309 und TK2309 pTrc_cg/K. In Schiittelkolben mit
Ki-Medium mit Kaliumkonzentrationen zwischen 0,1 und 150 mM wurde die ODgso der Stimme TK2309 (A)
und TK2309 pTrc_cglK (B) sechs Stunden lang dokumentiert (n=3).

Zur Untersuchung der physiologischen Auswirkungen der induzierten Expression von cg/K
und den cg/K-Varianten, wurde neben den rekombinanten TK2309-Stammen, der E. coli-WT
MG1655 in Wachstumsexperimenten in unterschiedlichen Ky-Medien in der Anwesenheit
von 1 mM IPTG kultiviert. In der Anwesenheit von 30 mM Kalium waren alle Stimme
wachstumsfihig, jedoch zeigten die rekombinante Zellen mit CglK und der Variante
CglK M137I um ein Drittel niedrigere Wachstumsraten als die Zellen der Stimme WT,
TK2309 und TK2309 pTrc cglK M137Stop. In der Anwesenheit von 5 mM Kalium
wuchsen alle rekombinanten TK2309-Stimme, wihrend TK2309 ohne Plasmid
wachstumsunfihig war. Bei 1 mM Kalium wuchs TK2309 mit CgIK um die Hélfte schlechter,
als der WT, wihrend TK2309 CglK MI137I sich durch sehr viel langsameres Wachstum
auszeichnete.

Somit hat die induzierte Expression im Vergleich zur nicht-induzierten Expression von cg/K
und cg/K M137 einen negativen Effekt auf das Wachstum von TK2309 bei hohen externen
Kaliumkonzentrationen. Die Anwesenheit des Membranteils von CgIK, CglK M137Stop,
fithrt erst ab einer bestimmten externen Kaliumkonzentration zu einer nahezu vollstdndigen
Komplementation des Wachstumsphidnotyps von TK2309. Desweiteren ist die

Komplementation des TK2309 Phénotyps durch CglK ohne separate KTN-Proteine,
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CglK M137I, bei niedrigen Kaliumkonzentrationen weniger effektiv als die durch das

vollstandige CgIK.
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Abb. 3.15: Komplementation des kaliumabhiingigen Wachstumsphiinotyps vom E. coli-Stamm TK2039
durch die induzierte Expression von cg/K und den cg/K-Varianten. Zellen des WTs (MG1655), TK2309,
TK2309 pTrc cglK, TK2309 pTrc cglK M1371 und TK2309 pTrc cgl/K M137Stop wurden in K;p-Medium
vorkultiviert, mit Ko-Puffer gewaschen und in K -Medium mit den angegebenen Kaliumkonzentrationen in der
Anwesenheit von 1 mM IPTG kultiviert. Das Wachstum wurde iiber sechs Stunden bei ODgy dokumentiert,
und die Wachstumsraten in der exponentiellen Phase berechnet (n=3).

Um neben den Komplementationsversuchen in Fliissigkultur auch den Einfluss von IPTG
beziiglich CglK und den CglK-Varianten auf das Wachstum von TK2309 iiber einen lingeren
Zeitraum und mehreren Generationen zu betrachten, wurden Tropfteste auf Ky-Agarplatten (x
steht fiir die finale K'-Konzentration in mM) mit und ohne IPTG durchgefiihrt. Dazu wurden
die unterschiedlichen Zellen in Ksp-Medium vorkultiviert, in Ko-Puffer gewaschen und in
unterschiedlichen Verdiinnungen auf Ki-Agarplatten aufgetropft. Auf Agarplatten ohne
IPTG-Zugabe konnte eine Komplementation durch CglK ab 0,1 mM KCI beobachtet werden
(Abb. 3.16). Die cg/lK M1371 Expression komplementierte den TK2309-Wachstumsphénotyp
erst in der Anwesenheit von 5 mM KCIl, wenn sie nicht induziert war. Bei induzierter
Expression von cg/K oder cglK MI1371 wuchsen die rekombinanten TK2309-Stimme
kaliumunabhingig nur sehr eingeschrankt. Sowohl die Zellen mit ¢g/K M137Stop, als auch
der TK2309-Stamm wuchsen hingegen IPTG-unabhédngig uneingeschrinkt auf den Kjso-
Platten, wahrend bei induzierter Genexpression der Stamm TK2309 cg/K M137Stop auch in

der Anwesenheit von 5 mM KCl1 wachsen konnte.
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Somit fiithrt die starke Induktion der Expression von cg/K und cg/K M1371 in lingeren
Zeitraumen zu einer Wachstumsinhibition, wéhrend der Membranteil von CglK erst
iiberexprimiert werden muss, um bei ausreichend hoher externer Kaliummenge einen

positiven Effekt auf das Wachstum der E. coli TK2309-Zellen zu zeigen.

—-IPTG +IPTG
Verd. = 10* 0-1-2-3-4-5-6-7 01234567 KV [mM]
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Abb. 3.16: Wachstum der E. coli-Stimme TK2309, TK2309 pTrc_cglK, TK2309 pTrc_cglKM1371 und
TK2309 pTrc_cglKM137Stop auf Ky-Medium Agarplatten (+ 1 mM IPTG) mit 0,1; 5 oder 30 mM KCl.
Die in K3p-Medium kultivierten und mit Ky-Puffer gewaschenen Zellen wurden auf ODgy=0,4 verdiinnt, um
daraus die weiteren Verdiinnungen (Verd.) anzusetzen, von denen jeweils 3,5 pl auf die Platten aufgetropft
wurden. Die Inkubation erfolgte fiir 42 h bei 37°C.

Um den Effekt von CglK und dessen Varianten auf die Kaliumakkumulation der TK2309-
Zellen zu untersuchen, wurde der interne Kaliumgehalt der rekombinanten Zellen, die in der
Anwesenheit von 5 mM KCI und 1 mM ITPG iiber sechs Stunden kultiviert worden waren,
bestimmt. Wahrend E. coli WT-Zellen eine interne Kalium-Konzentration von circa 350 mM
aufwiesen, konnten in den TK2309-Zellen nur Spuren von Kalium ermittelt werden
(Abb. 3.17). Alle CglK-Varianten vermittelten in den TK2309-Zellen eine interne
Kaliumakkumulation zwischen 77 und 139 mM. Diese Ergebnisse stimmen mit dem
ausbleibenden Wachstum der TK2309-Zellen und der c¢glK-, cglK M137- und
cglK M137Stop-vermittelten Komplementation dieses Wachstumsphénotyps in Fliissigkultur

uberein.
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Abb. 3.17: Flammenphotometrische Bestimmung des internen Kaliumgehalts. Von E. coli-Zellen der
Stimme WT (MG1655), TK2309 (TK), TK2309 pTrc cglK, TK2309 pTrc cglKM1371 und
TK2309 pTrc cglKM137Stop wurde nach sechsstiindiger Kultivierung in Ks-Medium mit 1 mM IPTG die
ODgpo und der interne Kaliumgehalt flammenphotometrisch bestimmt (n=3).

3.4.4 Kaliumaufnahmemessungen mit CgIK- und -Varianten in E. coli TK2309

Zur Validierung der durch CgIK und die CglK-Varianten stattfindenden Kaliumakkumulation
in den E. coli TK2309-Zellen, wurde mit Hilfe einer kaliumsensitiven Elektrode, die den
Kaliumgehalt des Medium kontinuierlich misst, die Kaliumaufnahme der Zellen indirekt,
zeitlich hochaufgelost gemessen. Dazu wurden die jeweiligen kaliumgehungerten Zellen in
37°C warmen Ky-Puffer fiir fiinf Minuten inkubiert, 500 uM KCI hinzugefiigt und nach
weiteren fiinf Minuten die Zellen durch die Zugabe von 1 mM Glukose energetisiert. Hierbei
zeigte sich eine Abnahme der gemessenen externen Kaliumkonzentration im Ansatz in der
Anwesenheit von TK2309 cglK-Zellen innerhalb der ersten Minute nach der Glukose-
Zugabe, die auch in den folgenden zehn Minuten auf einem konstanten Niveau blieb. Im
Vergleich zu den Kontrollmessungen ohne Zellen entsprach dies einer weiteren konstanten
Kaliumaufnahme der Zellen (Abb. 3.18). Dahingegen war keine Abnahme der
Kaliumkonzentration in den Ansidtzen mit den Zellen TK2309 und TK2309 cg/K M137Stop
messbar. Fiir die rekombinanten Zellen TK2309 cg/K M1371 konnte ebenfalls eine
Kaliumabnahme in der ersten Minute nach der Energetisierung gemessen werden, wobei die
ermittelte Kaliumaufnahmerate der Zellen mit rund 35 nmol* min~' * mggry = wesentlich
geringer, als die der Zellen mit CglK mit ungefihr 380 nmol * min™' * mggry  war.

Somit ermoglichten in dem beobachteten Zeitraum sowohl das CglK-, als auch das
CglK M137I-Protein den TK2309 E. coli-Zellen die Kaliumaufnahme bei niedrigen externen

Kaliumkonzentration. Dabei sind aber unterschiedlich groBe Mengen an Kalium mit
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unterschiedlichen Raten durch die beiden Proteine von den Zellen aufgenommen worden.
Uber den Membranteil CglK_M137Stop ohne KTN-Module fand hingegen bei der gewihlten,
niedrigen externen Kaliumkonzentration in dem Ansatz keine Kaliumaufnahme in dem

Zeitraum der Messung statt.
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Abb. 3.18: Kaliumaufnahmemessungen mit Hilfe einer kaliumsensitiven Elektrode. Kaliumentleerte
E. coli-Zellen der Staimme  TK2309, TK2309 pTrc cglK, TK2309 pTrc cg/lKM1371  und
TK2309 pTrc cglKM137Stop wurden 5 min bei 37°C in Ky-Puffer inkubiert. Zum Zeitpunkt 0s wurden
500 uM KCI hinzugefiigt (K"), weitere 5 min inkubiert und dann die Zellen durch die Zugabe von 1 mM
Glukose (Glu) energetisiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Zellen (Medium).

3.4.5 Einfluss der Kaliumaufnahme auf das Membranpotential von E. coli-Zellen

Um die Kaliumaufnahme durch CglK und die CglK-Varianten bei einer hoheren
Kaliumkonzentrationen zu verifizieren, wurde die Verdnderung des Membranpotentials, die
mit einem Kaliumeinstrom einhergeht, in kaliumgehungerten E. coli-Zellen der Stimme
WT (MG1655), TK2309, TK2309 pTrc cglK, TK2309 pTrc cglK M1371  und
TK2309 pTrc cg/lK M137Stop nach der Zugabe von 150 mM KCI gemessen. Hierzu wurde
der Fluoreszenzfarbstoff DiSC;(5) verwendet, der in Abhingigkeit vom Membranpotential in
den Zellen akkumuliert wird, wobei sich das Fluoreszenzsignal aufgrund der rdumlichen Nihe
der Floureszenzlabel ausloscht. Bei den Zellen des WTs kam es innerhalb von 30 s nach der
Zugabe von 150 mM KCI aufgrund des zeitlichen Anstiegs des DiSCs(5)-Signals zu einem
raschen Abfall des Membranpotentials (Abb. 3.19). Innerhalb von 150s sank das

Membranpotential aber wieder, was anhand des Abfalls des Fluoreszenzsignals
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geschlussfolgert werden konnte. In dem Ansatz mit den Zellen des Stammes TK2309 wurde
nach Kaliumzugabe nur ein sehr leichter Anstieg der Fluoreszenz gemessen. War hingegen
das CglK-Protein vorhanden, stieg das Fluoreszenzsignal nach der Kaliumzugabe innerhalb

von 90 s langsamer als beim WT an, und blieb auf einem konstanten Niveau.
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Abb. 3.19: Messungen der Verinderung des Membranpotentials von E. coli-Zellen. Kaliumentleerte Zellen
der Stimme WT (MGI1655), TK2309, TK2309 pTrc cg/lK, TK2309 pTrc cg/KM1371 und
TK2309 pTrc cglK M137Stop wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiSC;(5) und 10 mM Glukose fiir 5 min
inkubiert. Darauthin wurden zum Zeitpunkt 0 s 150 mM KCI hinzugefiigt und die Fluoreszenz gemessen.

Dies war ebenfalls in den Ansitzen mit den rekombinanten TK2309-Zellen erkennbar, die
cglK M1371 oder cglK M137Stop exprimierten, wobei das Niveau des Fluoreszenzsignals
mit CglK M137Stop tiefer als das mit CglK M1371 war, welches wiederum unter dem mit
dem CglK-Protein lag. Um die Proteinmenge der unterschiedlichen CglK-Varianten aus den
Ansidtzen zu ermitteln, wurden die entsprechenden Zellysate in einer SDS-PAGE aufgetrennt
und anschlieBend ein Western Blot durchgefiihrt (siehe Anhang Abb. 6.2). Die Proteinmengen
von CglK und CglK M137I waren anndhernd gleich, wahrend das CglK M137Stop-Protein
in geringeren Mengen vorlag.

Somit wurde zum einem die Kaliumaufnahme durch die CglK- und die CglIK M137I-Proteine
validiert, und zum anderen konnte die Moglichkeit der Kaliumpermeation durch

CglK M137Stop demonstriert werden.
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3.5 Untersuchung der Einzelkanalaktivitat von CgIK

Warum sich CglK und die CglK-Varianten, deren jeweilige Funktionalitit in den
physiologischen Untersuchungen gezeigt wurde, von einander unterscheiden, sollte in
elektrophysiologischen Messungen analysiert werden. Dazu wurde zum einem CgIK aus der
E. coli-Membran solubilisiert, aufgereinigt, in Proteoliposomen rekonstituiert und
elektrophysiologisch untersucht. Zum anderem wurden elektrophysiologische Messungen von

CglK in E. coli Sphéroplasten durchgefiihrt.

3.5.1 Elektrophysiologische Untersuchungen von CgIK in Proteoliposomen
(ZmnH Hamburg)

Zur ndheren Charakterisierung von CglIK, unabhdngig von anderen zelluliren Proteinen,
wurden in Zusammenarbeit mit dem Zentrum fiir molekulare Neurobiologie in Hamburg
(ZmnH) elektrophysiologische  Patch-Clamp-Untersuchungen an  Proteoliposomen
durchgefiihrt. Dazu erfolgte nach der heterologen Expression von cg/K in E. coli BL21, einer
Membranprédparation mit anschlieBender Decylmaltosid (DM)-vermittelten Solubilisierung
und Aufreinigung, die Rekonstitution von CgIK mit Asolektin unter nativen Bedingungen in
Proteoliposomen. In den anschlieBenden Messungen traten bei Haltepotentialen zwischen
—200 und +80 mV keine kanalspezifischen Strome auf (Abb. 3.20). AusschlieBlich bei
+120 mV oder hoheren Haltepotentialen, die physiologischen Membranpotentialen mit

umgekehrtem Vorzeichen entsprechen, wurden einzelne Kanalschaltungen beobachtet.
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Abb. 3.20: Exemplarische Stromspuren elektrophysiologischer Messungen von Proteoliposomen mit CgIK
in der inside-out-Konfiguration. Unterschiedliche Haltepotentiale (mV) wurden an die symmetrische Losung
im Bad und in der Pipette (150 mM KCI, 10 mM Hepes, 5 mM Ca®", pH 7,0) angelegt, und die Stréme (nA) iiber
zehn Sekunden gemessen. Das Intervall zwischen den Potentialpulsen lag fiir 20 s bei 0 mV.
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Fiir das in den Liposomen rekonstituierte CglK-Protein konnte mit Hilfe der in Gleichung 14
angebenen Zusammenhdnge und linearer Regression eine Einzelkanalleitfihigkeit von
364 £ 19,7 pS (n=6) bei Haltepotentialen zwischen +120 und +200 mV bestimmt werden.
Desweiteren konnte der Kaliumstrom durch den aktiven CglK-Kanal teilweise durch die
Zugabe von 50 mM Tetraethylammonium (TEA), das spezifisch den Kaliumselektivitétsfilter
blockiert (Yellen, 1987), inhibiert werden (Abb. 3.21). Eine Auswaschung von TEA konnte
die Inhibition des Kaliumstromes nahezu vollstdndig autheben. Die rekonstituierten CglK-
Proteine aus C. glutamicum zeigten somit in Proteoliposomen ausschlieBlich bei hohen
negativen Membranpotentialen kaliumspezifische Kanalaktivitdten. Da der Verlust der
separaten KTN-Proteine an dem CglK-Komplex in diesen Messungen nicht ausgeschlossen
werden konnte, wurde CglK und der Einfluss der KTN-Module im Folgenden durch

elektophysiologische Messungen an E. coli Sphéroplasten ndher untersucht.
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Abb. 3.21: Reversibilitit einer TEA-vermittelten Inhibition der Aktivitit von CglK-Kaliumkaniilen.
Zeitliche Darstellung des gemessenen Stroms durch CglK bei einem Haltepotential von +200 mV nach der
Zugabe von 50 mM TEA und anschlieBendem Auswaschprozess. Die Pipettenlosung enthielt 150 mM KCl,

10 mM Hepes (pH 7,0), 2mM Ca® und 1 mM EDTA. Die Badlosung enthielt 150 mM KCI, 10 mM Hepes
(pH 7,0), 2 mM Ca”" und zeitweise 50 mM TEA oder 50 mM NaCl.

3.5.2 Elektrophysiologische Untersuchungen von CglK an E. coli-Sphiroplasten
(IMS Aberdeen)

Um den CglK-Kanal als vollstindigen Komplex untersuchen zu konnen, wurden in
Zusammenarbeit mit dem Institute of Medical Sciences (IMS) in Aberdeen
elektrophysiologische Messungen mit E. coli-Sphiroplasten durchgefiihrt. Dazu wurde der
E. coli Stamm TK2309 ausgewihlt, da dieser zum einem iiber keine eigenen

Kaliumtransporter verfligt, und zum anderen an TK2309-Sphiroplasten bei Potentialen
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zwischen —60 und +60 mV keine Kanalaktivititen gemessen wurden (Daten nicht gezeigt).
Bei Messungen an E. coli-TK2309 pTrc cg/K-Sphiroplasten in symmetrischer Anwesenheit
von 150 mM KCIl, wurden bei angelegten Potentialen zwischen —60 und +60 mV
Kanalaktivitdten gemessen (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Exemplarische Strome von Messungen eines E. coli TK2309 pTrc_cglK-Sphiiroplasten als
excised patch in der inside-out-Konfiguration. Unterschiedliche Haltepotentiale (mV) wurden im Anschluss
an eine 20 ms lange Hyperpolarisation auf —100 mV an die symmetrische Losung im Bad und in der Pipette
(150 mM KCl, 5 mM Hepes, 90 mM MgCl, 10 mM CaCl,, pH 7,4) angelegt, und die Strome {iber acht
Sekunden gemessen.

Um die Kaliumspezifitit dieser gemessenen Aktivititen des CglK-Komplexes zu untersuchen,
wurden entsprechende elektrophysiologische Untersuchungen in der Abwesenheit von
Kalium mit 150 mM NaCl durchgefiihrt, die keine Kanalaktivititen zeigten (Daten nicht
gezeigt). Die Auswertung der gemessenen Strome zeigte, dass die CglK-Aktivitidten zwischen
—60 und +60 mV spannungsabhidngig waren (Abb. 3.23). Ebenfalls erkennbar war, dass die
Variationen der gemessenen Strome der Kanalaktivititen bei hoheren, bzw. tieferen
Potentialen anstiegen. Eine exakte Berechnung der Leitfidhigkeit von CglK war aus diesem
Grund nicht moglich, vielmehr konnte fiir den negativen Membranpotentialbereich ein Wert
von rund 570 pS durch lineare Regressionen gemittelt werden. Beziiglich der bevorzugten
Stromdurchlassrichtung, der sogannten Rektifizierung, konnte keine eindeutige Aussage
getroffen werden, da der Wert der FEinzelkanalleitfdhigkeit fiir den positiven

Membranpotentialbereich mit der Fehlerabschitzung in dem Bereich des Wertes flir den
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negativen Membranpotentialbereich lag. Desweiteren wurde untersucht, welche minimale
Kaliumkonzentration fiir das Aufireten dieser Strome notwendig ist. In der Anwesenheit von
30mM KCI konnten keine Kanalaktivititen gemessen werden, die jedoch ab einer
Konzentration von 50 mM KCI auftraten (Daten nicht gezeigt). Somit handelt es sich bei dem
CglK-Proteinkomplex bei Potentialen zwischen —60 wund +60mV um einen

kaliumspezifischen, spannungsabhingigen Kanal.
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Abb. 3.23: Einzelkanalaktivititen von CgIK. In Anwesenheit von 150 mM KCI wurden Einzelkanalereignisse
von CglK bestimmt, gemittelt und gegen die angelegten Membranpotentiale aufgetragen (Anzahl der patches
n=12).

3.5.3 Elektrophysiologische Untersuchungen von CgIK mit verinderter Anzahl an
KTN-Modulen

Zur Untersuchung des Einflusses der C-terminalen KTN-Doméinen und der KTN-Proteine auf
die Kanalaktivitdt von CglK wurden elektrophysiologische Untersuchungen der Varianten
CglK M137I und CglK M137Stop in E. coli-Sphéroplasten durchgefiihrt. Untersuchungen
der E. coli TK2309 cglKM1371-Sphdroplasten zeigten in der Anwesenheit von 150 mM KCl
bei Membranpotentialen zwischen —60 und —10 mV, sowie zwischen +40 und +60 mV
spannungsabhingige Einzelkanalaktivititen (Abb. 3.24). Diese Kanalaktivititen waren
kaliumspezifisch und traten nicht in Anwesenheit von 150 mM NaCl auf (Daten nicht
gezeigt). Wie bei CglK traten auch bei CglK M137I bei niedrigeren Membranpotentiale

vermehrt variable Einzelkanalaktivititen auf, die fiir diesen Bereich nur eine lineare Mittlung
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der Leitfihigkeit mit einem Wert von rund 400 pS zulieB. Fiir den positiven
Membranpotentialbereich konnte beziiglich der Leitfdhigkeit von CglK M1371 kein Wert
ermittelt werden. Somit fungierte CglK beim Verlust seiner separaten 16slichen KTN-Proteine

immer noch als kaliumspezifischer Kanal, jedoch scheint seine Leitfahigkeit reduziert zu sein.
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Abb. 3.24.: Einzelkanalaktivititen von CglK M137I. In Anwesenheit von 150 mM KCl wurden
Einzelkanalereignisse von CglK M1371 bestimmt, gemittelt und gegen die angelegten Membranpotentiale
aufgetragen (Anzahl der patches n=11).

Elektrophysiologische Untersuchungen von E. coli TK2309 cglK M137Stop-Sphéroplasten
zeigten bei Potentialen zwischen —60 und +60 mV kaliumspezifische Strome, deren Grofie
direkt proportional zu der applizierten Spannung war, jedoch keine Schaltereignisse
beinhalteten (Abb. 3.25). Eine Berechung der Leitfihigkeit war nicht moglich, da die
gemessenen Strome eines patches zwar im linearen Zusammenhang zur Spannung standen,
aber die resultierenden Steigungen aufgrund der unterschiedlichen Anzahl der jeweils
vermessenen aktiven CglK M137Stop-Proteine im jeweiligen patch variierten (Abb. 3.26).
Diese direkte Proportionalitit des Stromflusses war unabhidngig vom Vorzeichen der
angelegten Spannung, so dass keine Rektifizierung vorlag. Somit stellt CglK M137Stop
einen frei fir Kaliumionen passierbaren Permeationsweg durch die Membran dar. Wie die
KTN-Proteine die Aktivitidt des CglK-Kanals beeinflussen kdnnen, wurde in den folgenden

biochemischen Ansitzen untersucht.
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Abb. 3.25: Exemplarische Strome von Messungen eines E. coli TK2309 cglK M137Stop-Sphiroplasten als
excised patch in der inside-out Konfiguration Unterschiedliche Haltepotentiale (mV) wurden im Anschluss an
eine 20 ms lange Hyperpolarisation auf -100 mV an die symmetrische Losung im Bad und der Pipette (150 mM
KCl, 5mM Hepes, 90 mM MgCl, 10 mM CaCl,, pH 7,4) angelegt, und die Stréme iiber acht Sekunden
gemessen.
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Abb. 3.26: Darstellung der durch CglK_M137Stop vermittelten Stréme in unterschiedlichen patches. Die
elektrophysiologisch gemessenen Strome in der Anwesenheit von 150 mM KCI wurden gegen die angelegten
Membranpotentiale aufgetragen. Den Aktivitdten eines patches wurde jeweils eine Farbe zugeordnet, wobei die
Beziechung zwischen gemessenem Strom und angelegter Membranspannung durch lineare Regression visualisiert
wurde (n=6).
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3.6 Biochemische Charakterisierung von KTN-Modifikationen und deren
Einfluss unter in vivo Bedingungen

Wihrend im MthK-Modell eine Ca’*-Bindung mit dazughoriger Bindestelle bekannt ist
(Jiang et al., 2002b), diese jedoch nicht in der Sequenz von CglK vorkommt, wurde
untersucht inwiefern die KTN-Untereinheiten unterschiedliche Zustinde der Zelle, bzw. des

Cytoplasmas sensieren konnen.

3.6.1 Analyse der Oligomerisierung der KTN-Proteine in Abhiingigkeit vom pH-Wert

Um zu untersuchen, ob ein niedriger pH-Wert, bei dem die Kaliumaufnahme durch CglK in
C. glutamicum notwendig ist, die putative Komplexbildung der cytoplasmatischen KTN-
Proteine mit ihrer moglichen regulatorischen Funktion beeinflusst, wurden sie unabhéngig
von den Transmembrandoménen exprimiert. Dazu wurde die cg/K-Sequenz ab dem 409.
Nukleotid (internes Startcodon) mit der Sequenz fiir einen C-terminalen His-Tag in den
Vektor pet-52b kloniert, und im E. coli-Stamm BL21 heterolog exprimiert. Die Aufreinigung
des 27 kDa groflen KTN-Proteins erfolgte affinitdtschromatographisch im batch-Verfahren
(Abb. 3.27). AnschlieBend wurden die aufgereinigten KTN-Proteine mit Hilfe einer HiTrap
DeSalting-Saule entsalzt, und mit Hilfe von Gelfiltrationen {iber die Séule
Superdex 200 10/300 ihre Oligomerisierugszustinde bei unterschiedlichen pH-Werten
analysiert (Abb. 3.28).

A B
KDa M — + M In Du Waschen Eluieren kDa M 1.E
] 130 -
%
- —_— - 70 -
70 - ... 1, —
55 - . = 2]
0- SR NS
35 - N : ]
- - W — N 27 -
25. . WRG» - KIN__=,
15 -
15- —a—— =

Abb. 3.27: Heterologe Expression und Aufreinigung des loslichen KTN-Proteins. Der cytoplasmatische
KTN-Sequenzbereich von cglK (ab Nukleotid 409) wurde in den Vektor pet-52b mit der Sequenz fiir einen
C-terminalen His-Tag kloniert, und im E. coli-Stamm BL21 exprimiert (= 1 mM IPTG). Die Aufreinigung
erfolgte affinititschromatographisch im batch-Verfahren und wurde in einer 15% SDS-PAGE dokumentiert
(A). Die erste Elution ist zusdtzlich mittels eines Western Blots mit Anti-His-Antikérpern analysiert worden
(B). I=Input (10 mM Imidazol), Du=Durchfluss (10 mM Imidazol), Waschungen (20 mM Imidazol),
Elutionen (250, 500, 750, 750 mM Imidazol) und M=Marker. Mit den Pfeilen sind die KTN-Proteinbanden
markiert.
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Zur Bestimmung der KTN-ProteinkomplexgroB3e wurde die analytische Gelfitrationssdaule mit
Hilfe des Gelfiltration Kalibrierungs-Kits HMW (GE Healthcare) geeicht, so dass durch
Auftragen des Verteilungskoeffizienten Kay gegen den Logarithmus des Molekulargewichts

(MG) eine lineare Kalibrierungsfunktion erstellt werden konnte (Gleichung 15).

V.= Elutionsvolumen (Probe)
Vo= Totvolumen (8,43 ml; Elutionsvolumen von Blue Dextran);

V.= Bettvolumen (24 ml; Elutionsvolumen von Aceton)

KAV = (Ve - V()) / ( Vc— V())
LN (MG) = — 7,0492 K,y + 14,008 (Gleichung 15)

Die Gelfiltration des KTN-Proteins bei pH 6,5 ergab einen nicht vollstindig aufgetrennten
Peak mit einem Retentionsvolumen von 15,21 ml (Abb. 3.28). Bei neutralem pH von 7,0
traten zwei fast gleich grofle Peaks mit Retentionsvolumina von 13,54 ml, bzw. 15,11 ml auf.

Bei pH 7,5 war ein nicht komplett diskriminierter Peak bei 13,19 ml zu erkennen.

2 -

> —pH 6,5 4x 2x

20{ —PpHT70 l l
—pH7)5

154

10

Absorption 280 nm [mAU]

0 5 10 15 20 25

Volumen [ml]

Abb. 3.28: Analytische Gelfiltration der KTN-Proteine bei unterschiedlichen pH-Werten Die
aufgereinigten 27 kDa groBen KTN-Proteine wurden mittels der Saule Superdex 200 10/300 bei
unterschiedlichen pH-Werten (50 mM Mops; pH 6,5; 7,0; 7,5) ausschlusschromatographisch analysiert

(4 x = tetramerer KTN-Komplex; 2 x = dimerer KTN-Komplex).

Der Proteinpeak bei pH 6,5 entsprach einer GroBBe von 56 kDa und war somit ein dimerer
KTN-Proteinkomplex. Die beiden bei pH 7,0 detektierten Peaks entsprachen mit ihren
GroBlen von 120 kDa und 60 kDa einem Tetramer, bzw. Dimer aus KTN-Proteinen. Bei

pH 7,5 konnte das Retentionsvolumen des detektierten Peaks einer GroBe von 140 kDa und
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somit ebenfalls einem Komplex aus vier KTN-Proteinen zugeordnet werden. Die leichte
Verschiebung des Peaks vom Tetramer war durch die Kalibrierung bedingt, die bei pH 7,0
durchgefiihrt worden war. Somit ist die Komplexbildung, bzw. der Oligomerisierungsgrad der
KTN-Proteine durch den pH-Wert beeinflussbar. Da die KTN-Proteine somit den pH-Wert
detektieren kdnnen und Histidinreste mit ihrem pKs von 6,0 dafiir geeignet sein konnen,
wurden alle drei Histidine in der KTN-Sequenz auf ihre Funktion in CgIK hin untersucht,

wobei mit dem folgenden physiologischen Screening-Verfahren begonnen wurde.

3.6.2 Untersuchungen zur pH-sensorischen Funktion von KTN

Um die mogliche Funktion der Histidinreste im KTN-Bereich als pH-Sensoren in vivo zu
untersuchen, wurden Basenpaaraustausche in der Sequenz von cg/K durchgefiihrt, die die
jeweiligen Codons fiir Histidine in die fiir Alanine umwandelten. In der Aminoséduresequenz
von CgIK befinden sich drei Histidine H140, H246 und H308, die alle im Bereich von KTN
liegen. Dabei wurden neben einzelnen Histidinen auch Histidine in Kombination
ausgetauscht. Die mutierten cg/lK pEKEx2-Plasmide wurden dann in C. glutamicum-Zellen
des Stammes AcglKAkup durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG exprimiert und
Wachstumsexperimente bei pH 6,5 mit unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen in MTP

durchgefiihrt (Abb. 3.29).

0,201
BwWT
O AcglKAkup
= B AcglKAkup _cglK
- 157
= 0 ClAcglKAkup_cglK_HI140A
3— B AcglKAkup cglK H246A
E B AcglKAkup _cglK H308A
E 0,101 B AcglKAkup cglK H140A H246A H308A
£ [ AcglKAkup cglK H140A H308A
= B AcglKAkup _cglK H246A_H308A
S 0,057
=
0,00-
0,05 5 10 50
KCI [mM]

Abb. 3.29: Einfluss der Histidine von KTN auf die CglK-vermittelte Komplementation des pH-sensitiven
Wachstumsphinotyps von C. glutamicum Stamm AcglKAkup. Zellen der Stimme WT pEKEx2,
AcglKAkup pEKEX2, AcglKAkup pEKEX2 cglK, AcglKAkup pEKEX2 cglK H140A;
AcglKAkup pEKEX2 cglK H246A; AcglKAkup pEKEx2 cglK H308A;
AcglKAkup pEKEx2 cglK H140A H246A H308A; AcglKAkup pEKEx2 cglK H140A H308A und
AcglKAkup pEKEx cglK H246A H308A wurden bei pH 6,5 mit 0,05; 5; 10 oder 50 mM KCI sowie 1 mM
IPTG in MTP kultiviert und die Wachstumsraten bestimmt (n=8).
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Mutationen von H246 und H308 hatten sowohl als Einzelmutation, als auch in Kombination,
keinen Effekt auf die cg/K-abhingige Komplementation des pH-sensitiven
Wachstumsphinotyps der Acg/KAkup-Mutante. Der Austausch des Histidins 140 in ein
Alanin lieB hingegen keine vollstindigen Komplementation zu. Vielmehr zeigte diese
Mutante einen intermedidren Phénotyp, der besser als der Deletionsstamm, aber schlechter als
die cg/K-Komplementation wuchs. Auch in Kombination mit Mutationen der anderen
Histidine war dieser Phianotyp erkennbar. Somit hatte nur die Mutation des Histidins 140 in
ein Alanin einen negativen Effekt auf die Funktionalitdt von CgIK in C. glutamicum.

Da kein Nachweis des mutierten CglK-Proteins in C. glutamicum moglich war, wurde die
Bedeutung der Histidinreste auf die Funktionalitit von CglK zusétzlich in E. coli TK2309-
Zellen untersucht, um gleichzeitig die heterologen Proteine zu detektieren. Dazu wurden
Basenpaaraustausche in der Sequenz von pTrc cgIK eingefligt, die die jeweiligen Histidin-
Codons in die fiir Alanine mutierten. Das Wachstum der TK2309-Zellen, welche die
mutierten Plasmide beinhalteten, wurde mit Hilfe von Tropftesten auf IPTG-haltigen
kaliumarmen LB- und kaliumreichen LK-Agarplatten untersucht, wihrend die Genexpression
mittels Western Blot analysiert wurde (Abb. 3.30). Die Mutation des Histidins 140 in ein
Alanin fiihrte, wie in der C. glutamicum-Mutante, zu einer unvollstindigen Komplementation
des kaliumabhingigen Wachstumsphinotyps. Dabei zeigte der Western Blot, dass in dieser
H140A-E. coli-Mutante kein separates KTN-Protein exprimiert wurde (Abb. 3.30).

Der Austausch von Histidin 140 in die positiv geladene Aminosdure Lysin flihrte zu keiner
funktionellen Komplementation des TK2309 Phénotyps durch das mutierte CglK. Die
Mutation H246A zeigte eine verringerte Komplementation, wéihrend H308A nur einen
schwachen negativen Effekt auf die Wachstumskomplementation von TK2309 durch CglK
hatte. Dabei wurden die separaten KTN-Proteine jeweils in geringeren Mengen als in
TK2309 cglK nachgewiesen. Somit verhindert die Mutationen des Histidins 140 sowohl in
C. glutamicum, als auch in E. coli, die Komplementation der jeweiligen kaliumsensitiven
Wachstumsphinotypen wahrscheinlich aufgrund der eingeschrinkten Expression des KTN-
Abschnitts ein.

Zur weiteren biochemischen Untersuchung der Funktion des Histidins 140 in vitro wurde
dieses im separaten, 10slichen KTN-Protein in ein Alanin ausgetauscht. Der mutierte cg/K-
Genabschnitt wurde im E. coli-Stamm BL21 exprimiert und das His-Tag-markierte Protein
affinitdtschromatographisch im batch-Verfahren aufgereinigt (Daten nicht gezeigt). In
Gelfiltrationsanalysen ~ mit  unterschiedlichen pH-Werten und Salzkonzentrationen

aggregierten die aufgereinigten KTN-H140A-Proteine, so dass die Komplexgrofle nicht
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bestimmt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Somit beeinflusste die Mutation der
cglK-Sequenz, die zum Austausch des Histidins 140 in ein Alanin flihrte, die Expression und
Stabilitdt des KTN-Proteins.
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Abb. 3.30: Heterologe Expression und Tropfteste von cg/K-Varianten im E. coli Stamm TK2309.
Tropfteste von kaliumentleerten, rekombinanten TK2309-Zellen mit cglK, cglK H140A, cglK H246A,
cglK H308A, cglK H140A, cglK HI140A H246A, cg/lK H140A H308A, cg/K H246A H308A oder
cglK H140A H246A H308A auf kaliumarmen LB- und kaliumreichen LK-Agarplatten mit jeweils 1 mM
IPTG. Die Expression der His-markierten cg/K-Varianten wurde mittels Western Blots der Gesamtproteinlysate
mit Anti-His-Antikérpern untersucht.

3.6.3 Untersuchungen zur Bedeutung des Nukleotid-Bindemotives in KTN

Fir den MthK-Kanal ist ein ligandenabhidngiger gating-Mechanismus beschrieben, in dem
Calcium an die RCK-Proteine bindet (Jiang et al., 2002b). Ob ein dhnlicher Mechanismus in
CglK vorliegen konnte, wurde im Folgenden untersucht. Dazu wurde der Einfluss des

Rossmann Fold Motivs in der KTN-Sequenz mit dem glycinreichen, putativen Nukleotid-
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Bindemotiv GXGXXG (G145-G150) auf die Funktionalitdt von CgIK durch Austausche der
Glycine in Alanine in einem physiologischen Screening-Verfahren analysiert.

Die mutierten cg/K-Konstrukte wurden im C. glutamicum-Stamm AcglKAkup exprimiert und
Wachstumsexperimente mit 1 mM IPTG in MTP bei pH 6,5 mit fiir den Phénotyp selektiven
Kaliumkonzentrationen durchgefiihrt. Der separate oder kombinierte Austausch des ersten
und zweiten Glycins (G145; G147) flihrte dazu, dass der Wachstumsphénotyp der
AcglKAkup-Mutante nicht durch die mutierten cg/K-Sequenzen komplementiert wurde
(Abb. 3.31). Der Austausch des dritten Glycins (G150) in CgIK hatte hingegen keinen Effekt
auf die Komplementation des Wachstumsphinotyps der AcglKAkup-Mutante.
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Abb. 3.31: Einfluss der Glycine im putativen Nukleotidbindemotiv auf die CglK-vermittelte
Komplementation des pH-sensitiven Wachstumsphinotyps von C. glutamicum AcglKAkup. Zellen der
Stimme WT_pEKEx2, AcglKAkup pEKExX2, AcglKAkup pEKEx2 cglK, AcglKAkup pEKEx2 cglK G145A;
AcglKAkup pEKEX2 cglK G147A,; AcglKAkup pEKEX2 cglK G150A;
AcglKAkup pEKEx2 cglK G147A_GI150A; AcglKAkup pEKExX2 cglK G145A GI147A;
AcglKAkup pEKEx2 cglK G145A G150A wurden bei pH 6,5 mit 0,05; 5; 10 oder 50 mM KCI sowie 1 mM
IPTG bei pH 6,5 in MTP kultiviert, und die Wachstumsraten bestimmt (n=8).

Diese Mutationen fiir die Aminosaureaustausche wurden ebenfalls in das Plasmid pTrc_cg/K
eingefiigt, um ihre Effekte auf die heterologe Expression und Funktionalitit von ¢g/K im
E. coli-Stamm TK2309 zu untersuchen. Dabei flihrte der alleinige Austausch eines Glycins
(G145; G147 oder G150) in ein Alanin schon dazu, dass der Wachstumsphédnotyp von
TK2309 nicht mehr durch die mutierte cg/K-Sequenz auf den kaliumarmen LB-Platten
komplementiert wurde (Abb. 3.32). Dies setzte sich bei den kombinierten Austauschen der

Glycine ebenfalls fort.

79



Ergebnisse

Beziiglich der Expression war bei allen mutierten cg/K-Sequenzen die Menge an separatem
KTN-Protein reduziert, bzw. war es nicht mehr detektierbar. Die Mutationen innerhalb der
glycinreichen Sequenz von CglK schrinkten somit sowohl in C. glutamicum, als auch in
E. coli die Moglichkeit kaliumsensitive Wachstumsphénotypen von entsprechenden Mutanten
durch die varrierten CglK-Proteine zu komplementieren, ein. Wéhrend dieser Effekt in E. coli
bei allen drei Glycinen beobachtet wurde, gab es in C. glutamicum die Ausnahme, dass der
Austausch des Glycins 150 in ein Alanin keinen Effekt hatte (Daten nicht gezeigt). Eine
genaue Untersuchung der Funktion des Nukleotid-Bindemotivs war somit aufgrund der

veranderten Menge des KTN-Proteins nicht moglich.
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Abb. 3.32: Heterologe Expression von cglK-Varianten im E. coli Stamm TK2309. Tropfteste von
kaliumentleerten Zellen der E. coli-Staimme TK2309 mit den Plasmiden: pTrcYH cgIK, pTrcYH cglK G145A,
pTrcYH cglK G147A, pTrcYH _cglK G150A, pTreYH cglK G145A G147A, pTrcYH _cglK G147A_G150A,
pTrcYH cglK G145A G147A HI50A und pTrcYH cg/lK G145A G150A auf kaliumarmen LB- und
kaliumreichen LK-Agarplatten mit jeweils 1 mM IPTG. Die Expression der His-markierten cg/K-Varianten
wurde mittels Western Blot mit Anti-His-Antikdrpern analysiert.
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3.7 Einfluss von Kanal- und Transporter-vermittelter Kaliumaufnahme

auf die Stressanpassung von C. glutamicum

3.7.1 Heterologe Expression von ktrBA aus C. jeikeium in C. glutamicum

Um zu untersuchen, ob und unter welchen Bedingungen die alleinige Kaliumaufnahme durch
den Kaliumkanal CgIK in C. glutamicum ausreichend ist, sowie wann und warum ein aktiver
Kaliumtransporter von Vorteil ist, wurde nach einem geeigneten Carrier zur heterologen
Expression gesucht. Dabei wurde das in Actinobakterien hdufig vorkommende sekundér
aktive KtrAB-System ausgewéhlt, und die entsprechenden Gensequenzen aus C. diphtheriae
bzw. C. jeikeium in C. glutamicum heterolog exprimiert.

Das aktive Kaliumtransportsystem KtrAB aus C. jeikeium besteht aus zwei Untereinheiten,
die durch die Gene ktrB (jk0347) und ktrA (jk0348) codiert werden (Abb. 3.33A). Diese
wurden zusammen mit einem zusitzlichen Sequenzabschnitt von ungefihr 300 bp vor dem
Startcodon und einem C-terminalen Strep-Tag codierenden Bereich mittels PCR amplifiziert,
und in den Vektor pEKEx2 kloniert (Abb. 3.33B). Fiir die KtrB-Untereinheit wurden acht
Transmembrandomédnen und ein Molekulargewicht von 49 kDa vorhergesagt. Die KtrA-
Untereinheit ist ein 16sliches, 23 kDa groes Protein. Die heterologe Expression von ktrBA
aus C. jeikeium in C. glutamicum wurde nach Induktion mit 0,5 mM IPTG in einem Western
Blot dokumentiert, wobei eine Proteinbande des C-terminal Strep-markierten KtrA-Proteins
auf der Hohe von 25 kDa sichtbar war (Abb. 3.33C). Die Klonierung, bzw. funktionelle
Expression von ktrBA (dip1930, dip1931) aus C. diphtheriae war hingegen nicht erfolgreich
(Daten nicht gezeigt), worauthin weitere Ansédtze mit diesem Konstrukt eingestellt wurden.
Um die Funktionalitdt des heterologen KtrAB-Kaliumtransportsystems aus C. jeikeium in den
C. glutamicum Stammen WT und AcglKAkup zu untersuchen, wurden diese jeweils mit dem
pEKEx2 ktrBA-Konstrukt oder dem leeren pEKEx2-Plasmid transformiert, und das
Wachstum der rekombinanten Zellen auf Minimalmedium-Agarplatten mit unterschiedlichen
Kaliumkonzentrationen bei einem fiir C. glutamicum (pHinern=7,5) leicht saurem externen pH-

Wert von 7,0 untersucht (Abb. 3.34).
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Abb. 3.33: Genomische Kartierung der kfrBA-Gene aus C. jeikeium und heterologe Expression in
C. glutamicum. Das 2000bp groBBe ktrBA-Operon aus C. jeikeium wurde mit den Primern
,»Pre300 Ue Ktr Cjeik 5 und ,,Ue Ktr CStrep Cjeik 3" mit 300 bp vor dem 5’-Startcodon und einer
Strep-Tag-Sequenz am 3’Ende amplifiziert und in den Vektor pEKEx2 kloniert (A). Die Kontrolle der
Transformation der C. glutamicum-Zellen mit den Plasmiden pEKEx2 oder pEKEx2 kfrBA erfolgte mittels
PCR mit den Primern ,,pEXEx2 forward“ und ,pEXEx2 reverse” (B). War das plasmidcodierte Gencluster
ktrBA4 vorhanden, so war das PCR-Fragment 2400 bp grof3, war hingegen der leere pEKEx2-Vektor vorhanden,
so entstand ein 200 bp groBes PCR-Produkt. Die Kontrolle der Expression erfolgte, indem jeweils 100 pg
Proteinextrakt der rekombinanten Zellen, die in Anwesenheit von 0,5 mM IPTG kultiviert worden waren, in
einer 14%igen SDS-PAGE aufgetrennt und ein Western Blot Nachweis mit Anti-Strep-Antikdrpern
durchgefiihrt wurde (C). Auf der Hohe von 27 kDa ist das Signal der KtrA-Proteinbande durch einen Pfeil
markiert.

In der Anwesenheit von 50 mM Kalium wuchsen die Zellen aller rekombinanten Stimme
nahezu gleich gut. Bei einer Kaliumkonzentration von 5 mM waren die Acg/KAkup-Zellen
mit dem leeren pEKEx2-Plasmid nur eingeschrinkt wachstumsfihig, wiahrend der WT nur
etwas schwicher als in Anwesenheit von 50 mM KCl wuchs. Mit dem pEKEx2 ktrBA-
Vektor war hingegen weder das Wachstum des WTs, noch der Acg/lKAkup-Mutante im
Vergleich zu den Bedingungen mit 50 mM KCl verringert. Bei der geringsten, in den
Agarplatten einstellbaren Kaliumkonzentration, von 0,05 mM wuchs der WT mit dem
heterologen KtrAB-System wesentlich besser als die Kontrolle mit dem leeren pEKEx2-
Plasmid. Wahrend die AcglKAkup-Zellen mit pEKEx2 bei 0,05 mM KCIl nicht wuchsen,

konnte der Stamm mit dem heterologen KtrAB-System genauso so gut, wie der WT mit

KtrAB wachsen.
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Somit konnte durch die heterologe, funktionelle Expression des Genclusters ktrBA aus
C. jeikeium in  C. glutamicum  der  kaliumsensitive = Wachstumsphinotyp  der
AcglKAkup-Mutante vollstindig komplementiert, und desweiteren ein positiver Effekt auf das
Wachstum der WT-Zellen bei geringen externen Kaliumkonzentrationen unter leicht sauren

Bedingungen verzeichnet werden.

ODgg 10°10"10%10°107* 10°10" 102107107 10°10" 102107107
WT pEKEx2

WT pEKEx2 ktrBA
AcglKAkup pEKEX2

AcglKAkup pEKEX2 ktrBA

50 5 0,05 K’ [mM]

Abb. 3.34: Einfluss des heterologen KtrAB-Systems auf das Wachstum von C. glutamicum WT und
AcglKAkup. C. glutamicum-Zellen der Stimme WT pEKEx2, AcglKAkup pEKEx2, WT pEKEx2 ktrBA
und AcglKAkup pEKEx2 ktrBA wurden kaliumentleert, und ihr Wachstum auf Minimalmedium-Agarplatten
(pH 7,0) mit 50, 5 und 0,05 mM KCI untersucht. Eine Zelldichte von ODgy=1 und folgende Verdiinnungen
wurden jeweils in kaliumfreien Minimalmedium erstellt, und jeweils 4 ul auf die Platten getropft. Die
Inkubation erfolgte fiir 42 h bei 30°C

3.7.2 Einfluss des heterologen KtrAB-Transporters auf die pH-Homdéostase von

C. glutamicum

Der Kanal CgIK ist in C. glutamicum bei saurem pH-Stress das Hauptaufnahmesystem fiir
Kalium. Die Mdglichkeit zur internen Kaliumakkumulation ist dabei vom elektrochemischen
Kaliumpotential abhéngig. Kalium kann nur von den Zellen aufgenommen werden, wenn eine
ausreichend hohe externe Kaliumkonzentration und ein ausreichendes Membranpotential
vorliegen.

Zur Untersuchung des Einflusses des KtrAB-Systems auf die pH-Homdostase und das
Wachstum von C. glutamicum, wurden Tropfteste mit kaliumgehungerten Zellen auf
Agarplatten mit 5 mM KCI bei pH 7,5 und pH 6,0 durchgefiihrt. Wéhrend bei pH 7,5 in der
Anwesenheit von 5 mM KCI die WT-Zellen mit dem pEKEx2-Plasmid im gleichen Ausmaf}
wie die Zellen mit dem Vektor pEKEx2 k#rBA wuchsen, war das Wachstum der Acg/KAkup-
Mutante mit pEKEx2 im Vergleich zu den AcglKAkup-Zellen mit dem KtrAB-System stark
eingeschrinkt (Abb. 3.35). Bei pH 6,0 wuchsen die WT-Zellen mit pEKEx2 eingeschrénkt,
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wohingegen sich die Zellen mit pEKEx2 k#rBA durch besseres Wachstum auszeichneten.
AcglKAkup-Zellen mit Plasmid pEKEx2 wuchsen nicht auf den Platten mit pH 6,0 und 5 mM
KCI. Mit dem Expressionsplasmid pEKEx2 ktrBA konnten die Acg/KAkup-Zellen hingegen
genauso gut wie die WT-Zellen mit pEKEx2 wachsen.

ODgoo 10°107'107107°10710°  10° 1071071071070
AcglKAkup pEKEX2 ktrBA
WT pEKEx2 ktrBA
AcglKAkup pEKExX2

WT pEKEx2

pH 7,5 pH 6,0

Abb. 3.35: Einfluss der ktrBA-Expression auf das Wachstum von C. glutamicum unter
kaliumlimitierenden Siurestressbedingungen. C. glutamicum-Zellen der Stimme WT pEKEx2,
AcglKAkup pEKEx2, WT pEKEx2 ktrBA und AcglKAkup pEKEx2 ktrBA wurden kaliumentleert, und ihr
Wachstum auf Minimalmedium-Agarplatten mit 5 mM KCI untersucht. Eine Zelldichte von OD gp=1 und
folgende Verdiinnungen wurden jeweils in kaliumfreien Minimalmedium erstellt, und jeweils 4 pl auf die
Platten getropft. Die Inkubation erfolgte fiir 42 h bei 30°C.

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen der heterologe KtrAB-Transporter auf die interne
Akkumulation von Kalium in C. glutamicum bei pH-Stress hat, wurde der interne
Kaliumgehalt von Zellen des WTs mit und ohne kfrBA-Expressionsplasmid nach
achtstiindiger Kultivierung in Anwesenheit von 1 mM KCl und 0,5 mM IPTG bei
unterschiedlichen pH-Werten flammenphotometrisch bestimmt (Abb. 3.36).

Sowohl unter neutralen, als auch unter sauren pH-Bedingungen, wurde ein hoherer interner
Kaliumgehalt in den C. glutamicum-Zellen mit den KtrAB-System im Vergleich zu Zellen
mit dem Kontrollplasmid pEKEx2 gemessen. Bei pH 7,5 war der interne Kaliumgehalt der
WT-Zellen mit dem pEKEx2 ktrBA-Plasmid um rund 170 mM grof3er als in den Zellen mit
dem leeren pEKEx2-Plasmid. Bei pH 6,0 hatten die Zellen mit dem KtrAB-System circa
120 mM mehr Kalium intern akkumuliert. Im Vergleich dazu, unterschied sich der interne
Kaliumgehalt der Zellen mit dem KtrAB-Transporter bei pH 8,5 nicht von dem der WT-
Zellen, die nur tiber den CglK-Kanal verfiigten.

Somit sind C. glutamicum-Zellen durch den heterologen, aktiven KtrAB-Transporter aus
C. jeikeium bei neutralen und tiefen pH-Werten in der Lage mehr Kalium im Cytoplasma zu

akkumulieren.
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Abb. 3.36: Einfluss der kfrBA-Expression auf die Kaliumakkumulation von C. glutamicum. Zellen der
Stimme WT pEKEx2 und WT pEKEx2 k#rBA wurden kaliumentleert und in Minimalmedium bei pH 8,5, 7,5
und 6,0 in der Anwesenheit von 1 mM KCI und 0,5 mM IPTG acht Stunden lang kultiviert. Der interne
Kaliumgehalt der Zellen wurde darauthin flammenphotometrisch bestimmt (n=3).

Zur Untersuchung des direkten Einflusses des KtrAB-abhidngigen Kaliumtransportes auf die
pH-Homdostase von C. glutamicum wurde der interne pH-Wert von kaliumgehungerten
Zellen des WTs und der AcglKAkup-Mutante mit dem Kontrollplasmid pEKEx2 bzw. dem
Expressionsplasmid pEKEx2 ktrBA 15 min nach einem externen pH-Shift von 7,5 zu pH 6,0
in Abhingigkeit von Kalium gemessen. In WT-Zellen mit pEKEx2 lag in der Anwesenheit
von 50 mM Kalium bei einem externen pH von 6,0 der interne pH-Wert bei rund 6,7
(Abb. 3.37). Mit dem Expressionsplasmid pEKEx2 ktrBA war unter den gleichen
Bedingungen der interne pH-Wert des WTs um 0,3 Einheiten hoher. Auch bei der geringsten
Kaliumkonzentration von 0,05 mM hatten die WT-Zellen mit KtrAB einen um 0,6 Einheiten
hoheren internen pH-Wert, als die WT-Zellen mit dem leeren pEKEx2-Plasmid. Wéhrend in
den C. glutamicum-Zellen ohne c¢g/lK und kup mit pEKEx2 unabhingig von der
Kaliumkonzentration der interner pH-Wert bei 6,2 lag, war er in den AcglKAkup-Zellen mit
pEKExX2 ktrBA bei der niedrigsten Kaliumkonzentration um 0,6 und in Anwesenheit von
50 mM Kalium um 0,9 pH-Einheiten gesteigert. Somit kann durch den KtrAB-Transporter der
kaliumabhingige pH-sensitive Wachstumsphénotyp der AcglKAkup-Mutante vollstindig
komplementiert werden. Zusétzlich zu der kanalvermittelten Kaliumaufnahme durch CglK
ermoOglicht die Anwesenheit des KtrAB-Transporters den C. glutamicum-Zellen bei
Saurestress einen hoheren internen pH-Wert aufrecht zu erhalten, und verbessert dadurch ihre

Stressresistenz.
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Abb. 3.37: Einfluss der Expression von ktrBA auf den internen pH der C. glutamicum-Zellen WT und
AcglKAkup. Zellen des WTs und der AcglKAkup-Mutante mit dem Kontrollplasmid pEKEx2, bzw. dem
Expressionsplasmid pEKEx2 kfrBA wurden kaliumentleert einem pH-Shift von 7,5 auf 6,0 in Anwesenheit
von 0,05 mM KCI (=) oder 50 mM KCI (+) ausgesetzt, und ihr interner pH-Wert nach 15 min bestimmt
(n=3).

Um zusdtzlich die Auswirkungen des KtrAB-vermittelten Kaliumtransportes auf die
Bioenergetik von C. glutamicum zu untersuchen, wurden die Komponenten, die zur
Aufrechterhaltung der bioenergetischen Zellfunktion beitragen, analysiert. Dazu gehorten das
Membranpotential (AYW), welches zusammen mit dem pH-Gradienten (ApH) iiber der
Membran den Wert der Protonenmotorischen Kraft (PMK) bestimmt (Gleichung 12) und die
Atmungsaktivitdt der Zellen. Im Rahmen der pH-Homoostase von C. glutamicum ist eine
kaliumabhingige, CglK-vermittelte Verringerung des Membranpotentials bei niedrigen
externen pH-Werten notwendig (Follmann ef al., 2009a). Die Zellen der unterschiedlichen
Stamme wurden kaliumgehungert, und der externe pH-Wert in Anwesenheit von 0,05 bzw.
50 mM KCI von pH 7,5 auf pH 6,0 herabgesetzt. In den Zellen des WTs mit dem pEKEx2-
Plasmid wurde nach 15min in Anwesenheit von 0,05 mM Kalium ein hohes
Membranpotential von rund 180 mV und mit 50 mM Kalium ein niedrigeres
Membranpotential von ungefihr 140 mV gemessen (Abb. 3.38A). Unabhidngig von der
Kaliumkonzentration betrug der Wert des Membranpotentials in der AcglKAkup-Mutante mit
pEKEx2 circa 190 mV. War hingegen das KtrAB-System vorhanden, so war in den
AcglKAkup-Zellen das Membranpotential um rund 30 mV reduziert.

Somit war sowohl im WT unabhingig von der Anwesenheit von ktrBA-, als auch im
rekombinanten Stamm Acg/KAkup pEKEx2 ktrBA in der Anwesenheit von Kalium bei
tiefem externen pH-Wert der Wert des Membranpotentials niedrig. Dabei wurden fiir alle

Stamme untereinander vergleichbare Werte fiir die Protonenmotorische Kraft (PMK) von
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rund 200 mV, unabhdngig von der Anwesenheit des Kaliumkanals oder des KtrAB-
Transporter, ermittelt (Abb. 3.38B).
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Abb. 3.38: Einfluss der k#&rBA Expression auf bioenergetische Parameter von C. glutamicum-Zellen des
WTs und der AcglKAkup-Mutante. Die kaliumgehungerten Zellen wurden einem pH-Shift von pH 7,5 auf
pH 6,0 in Anwesenheit von 0,05 (—) oder 50 mM KCI (+) ausgesetzt, ihr Membranpotential AY (A) nach 15 min
gemessen, und die Protonenmotorische Kraft (PMK) mit den Daten der internen pH-Werte (vgl. Abb. 3.36)
berechnet (B). Alle Werte wurden als Potentiale in mV angegeben (n=3).

Beim WT gab es kaliumunabhingig keine Unterschiede bei der Atmungsaktivitidt zwischen
den Zellen mit oder ohne KtrAB. Ohne Kaliumzusatz betrug der Sauerstoftverbrauch
ungefiahr 38 nmol O, min ' *ml ! *OD600_1, wihrend dieser durch die Zugabe von Kalium
auf rund 62 nmol O, min ' * ml™' * ODggo ' gesteigert wurde (Abb. 3.39). Die AcglKAkup-
Zellen mit dem Kontrollplasmid pEKEx2 zeigten nach einem pH-Shift von 7,5 zu 6,0
kaliumunabhingig eine Atmungsaktivitit beziiglich des Sauerstoffverbrauches von ungefihr
27 nmol O, min ' *ml™ * ODggo '. In Zellen des AcglKAkup-Stammes mit pEKEx2_ktrBA
wurde die Atmungsaktivitdit nach der Zugabe von 5 oder 50 mM Kalium von 27 auf
40 nmol O, min ' * ml ™' * ODgo ' erhoht.

Somit hatte die Anwesenheit des KtrAB-Transporters direkt nach einem pH-Shift keinen
Einfluss auf die Atmungsaktivitidt von C. glutamicum, wenn der CglK-Kanal vorhanden war.
Ohne den Kaliumkanal wurde die Atmungsaktivitit der Zellen mit dem KtrAB-System nach
Herabsetzung des pH-Wertes zwar signifikant erhoht, erreichte aber im untersuchten Zeitraum

nicht den Wert der Zellen mit funktionellem CglK-Kanal.
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Abb. 3.39: Einfluss der ktrBA-Expression auf die Atmungsaktivitit von C. glutamicum. Zellen des WTs und
der AcglKAkup-Mutante mit dem Plasmid pEKEx2. bzw. pEKEx2 ktrBA wurden kaliumgehungert und einem
pH-Shift von 7,5 auf pH 6,0 in Minimalmedium mit 0, 5 oder 50 mM KCIl ausgesetzt. Die jeweilige
Atmungsaktivitit der Zellen wurde direkt nach dem pH-Shift iiber den Sauerstoffverbrauch ermittelt (n=3).

3.7.3 Einfluss des heterologen KtrAB-Transporters auf die Osmostressantwort von

C. glutamicum

Eine weitere Moglichkeit um den Effekt des aktiven Kaliumtransportsystems KtrAB aus
C. jeikeium auf C. glutamicum zu untersuchen, waren limitierende hyperosmotischen
Bedingungen. Dazu wurden Tropfteste mit Zellen der Stimme WT pEKEx2 und
WT pEKEx2 ktrBA auf IPTG-haltigen Minimalmedium-Agarplatten mit unterschiedlichen
ionischen und nicht-ionischen Substanzen sowie verschiedenen Kaliumkonzentrationen
durchgefiihrt. Unter Kontrollbedingungen wuchsen beide Stimme auch bei der geringsten
Kaliumkonzentration von 0,05 mM gleich gut (Abb. 3.40). Mit zusdtzlichen 0,75 M NaCl
(1390 mosmol/kg) in der Agarplatte konnten die WT pEKEx2-Zellen jedoch bei der
geringsten Kaliumkonzentration nicht mehr wachsen. Das Wachstum der WT-Zellen
pEKEX2 ktrBA war bei dem ionischen Salzstress hingegen vom Kaliumgehalt unbeeinflusst.

In der Anwesenheit von 1,158 M Sorbitol, was der Osmolalitdt von 0,75 M NaCl entspricht,
war das Wachstum der WT-Zellen mit dem Kontrollplasmid pEKEx2 in der Anwesenheit von
1 sowie 5 mM KCI stiarker eingeschrinkt, als das der WT-Zellen mit KtrAB. Bei der
niedrigsten Kaliumkonzentration wuchsen auf den sorbitolhaltigen Platten nur die WT-Zellen
mit KtrAB. Wurden den Minimalmedium-Agarplatten zusdtzlich 10% Glukose mit einer
osmotischen Wirksamkeit von 579 mosmol/kg zugesetzt, war das Wachstum des Stammes
WT pEKEx2 schon in der Anwesenheit von 5mM KCI, im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen, massiv eingeschrénkt und bei 0,05 mM KCI nicht mehr detektierbar.
Die WT-Zellen mit pEKEx2 ktrBA wuchsen hingegen unter diesen Bedingungen im
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Vergleich zu ihrem Wachstum auf Agarplatten ohne Osmolytzusatz, kaliumunabhingig nur
geringfligig schlechter. Somit hatte das KtrAB-Transportsystem unter hyperosmotischen
Bedingungen, die durch ionische oder nicht-ionische Subtanzen bedingt waren, einen
positiven Einfluss auf das Wachstum von C. glutamicum, besonders wenn eine zusétzliche

Kaliumlimitation bestand.

KCI [mM] 0,05 1 5

10°107'1072107°10* 10°10'107%107°10* 10°107'107%10°107*

WT_pEKEx2 Kontrolle

WT _pEKExX2 ktrBA
WT _pEKEx2
WT _pEKExX2 ktrBA
WT _pEKEx2
Sorbitol
WT _pEKExX2 ktrBA
WT _pEKEx2

Glukose
WT pEKEx2 ktrBA

Abb. 3.40: Einfluss der ktrBA-Expression auf das Wachstum von C. glutamicum unter ionischen und
nicht-ionischen hyperosmotischen Stressbedingungen. C. glutamicum-Zellen der Stimme WT pEKEx2 und
WT pEKEx2 ktrBA wurden kaliumgehungert und ihr Wachstum auf Minimalmedium-Agarplatten ohne Zusatz
(300 mosmol/kg) mit 0,75 M NaCl (+1390 mosmol/kg), 1,158 M Sorbitol (+1390 mosmol/kg) oder zusitzlich
10% Glukose (+579 mosmol/kg) in der Anwesenheit von 5, 1 oder 0,05 mM KCI untersucht. Eine Zelldichte von
ODgpp=1 und folgende Verdiinnungen wurden jeweils in kaliumfreien Minimalmedium erstellt, und jeweils
3,5 pl auf die Platten getropft. Die Inkubation erfolgte fiir 42 h bei 30°C.

Desweiteren wurde der Einfluss des KtrAB-Systems auf die Kaliumakkumulation der
C. glutamicum-Zellen unter hyperosmotischen Bedingungen untersucht, indem WT-Zellen
mit pEKEx2 oder pEKEx2 ktrBA in Schiittelkolben sechs Stunden lang in Minimalmedium
mit 1 mM KCIl und zusitzlichen 0,75 M NaCl oder 10% Glukose kultiviert, und ihr
Wachstum dokumentiert, sowie ihr interner Kaliumgehalt bestimmt wurde.

Die Wachstumsrate der WT-Zellen mit pEKEx2 unterschied sich in der Anwesenheit von
0,75 M NaCl nicht signifikant von der der WT-Zellen mit pEKEx2 ktrBA und lag bei
ungefihr 0,16 h™'. Hingegen war der interne Kaliumgehalt der WT-pEKEX2 ktrBA-Zellen
nach der sechsstiindigen Kultivierung bei Salzstress mit 600 + 24 mM signifikant hoher als
der der WT-Zellen mit pEKEx2, dessen interne Kaliumkonzentration nur 494 + 19 mM
betrug. Mit zusétzlich 10% Glukose im Medium wuchsen beide Stimme mit einer Rate von
ungefihr 0,18 h™' ebenfalls gleich gut. Die Zellen des Stammes WT pEKEx2_k#rBA hatten

jedoch mit einer internen Kaliumkonzentration von 470 + 38 mM mehr Kalium als die
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WT pEKEx2-Zellen akkumuliert, deren interner Kaliumgehalt 405 + 15 mM betrug. Somit
konnten C. glutamicum-Zellen mit dem heterologen KtrAB-Transporter aus C. jeikeium unter
hyperosmotischen Bedingungen in Fliissigkultur, im Vergleich zur Langzeitanpassung auf
Agarplatten, nur geringfligig besser wachsen, jedoch im gleichen Zeitrahmen mehr Kalium

akkumulieren.

3.7.4 Auswirkungen von KtrBA auf die Lysinproduktion durch C. glutamicum

Um zu untersuchen, ob der CglK-Kanal als alleiniges Kaliumaufnahmeystem in
C. glutamicum unter Stressbedingungen, die wéhrend Produktionsprozessen in Fermentern
auftreten konnen, fiir die Aminoséureproduktion ausreichend ist, wurde die Lysinproduktion
des Produktionsstammes DM1946 pEKEx2 mit der von DMI1946 pEKEx2 ktrBA
verglichen. Dazu wurden beide Stimme jeweils in gepuffertem Minimalmedium bei pH 7,5 in
der Anwesenheit von 1 mM KCI und zusétzlich 10% Glukose drei Tage lang kultiviert, und
die externen Lysingehalte im Medium, sowie die daraus resultierenden Ausbeuten bezogen
auf die Biotrockenmasse (BTM) bestimmit.

Die Lysinausbeuten, die bei der Kultivierung der beiden Stdmme erreicht wurden,
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abb. 3.41). Nach einem Tag wurden rund
0,65 g nach zwei Tagen etwa 1,24 g und am dritten Tag circa 1,4 g Lysin, jeweils auf die
Biotrockenmasse bezogen, produziert und ins Medium exkretiert. Die CglK-vermittelte
Kaliumaufnahme war somit ausreichend fiir die Lysinproduktion von C. glutamicum,
wihrend die zusitzliche KtrAB-Transporter-vermittelte Kaliumaufnahme keinen Effekt auf

die Hohe der Ausbeuten hatte.
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Abb. 3.41: Lysinbildung der Stimme DM1946 pEKEx2 und DM1946 pEKEx2 ktrBA. Die Zellen beider
Stdimme wurden in Minimalmedium bei pH 7,5 in der Anwesenheit von 1 mM KCI und zusitzlich 10% Glukose
kultiviert. Zu Beginn (0 h), nach 24, 48 und 72 h wurden jeweils die ODggy der Kultur bestimmt und in
Uberstandsproben mittels HPLC die Lysinkonzentration bestimmt. Die Lysinausbeuten wurden als
g pro Biotrockenmasse ggmy berechnet (n=3).
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4 Diskussion

4.1 Die Sensitivitit von C. glutamicum gegeniiber tiefen pH-Werten wird durch die

Akkumulation von Cystein beeinflusst

Die Identifikation und das Verstdndnis metabolischer Limitationen bei tiefen pH-Werten
sollten die pH-Stressantwort von C. glutamicum nédher charakterisieren. Beziiglich der
Methioninbiosynthese kommt es bei tiefen externen pH-Werten in C. glutamicum-Zellen zu
einem Anstieg des Intermediates S-Adenosylhomocystein (SAH) (Follmann et al., 2009b),
welches aus S-Adenosylmethionin (SAM), das bei der Methylierung von DNA verwendet
wird (Lu, 2000), entsteht. Diese SAH-Akkumulation fiihrt tiber die Inaktivierung des
Repressors McbR zur Induktion der Gene der Methionin- und Cystein-Biosynthesewege
(Rey et al., 2005). Davon ausgenommen ist aecD, das fiir die Cystathionin-B-Lyase (AecD)
codiert. Bei tiefem pH wird aecD nicht vermehrt transkribiert, und auch der Proteingehalt von
AecD ist unverdndert. Die Aktivitdit von AecD ist jedoch, aufgrund biochemischer pH-
Sensitivitdt, massiv eingeschrankt. Somit ist das AecD Enzym entscheidend an der
Akkumulation der Metabolite Cystathionin und Cystein und einem verminderten Gehalt an
Methionin beteiligt (Follmann et al., 2009b).

Wihrend in E. coli der wachstumshemmende Effekt der limitierten Methioninbiosynthese
unter Sdurestressbedingungen durch die externe Methioninzugabe aufgehoben werden kann
(Roe et al., 2002), hatte die Zugabe von Methionin bei tiefem pH-Wert auf C. glutamicum
keinen Effekt, so dass eine Limitation unwahrscheinlich ist. Vielmehr konnte die
Akkumulation von Cystein in C. glutamicum unter sauren Bedingungen zu einem
Ungleichgewicht der Thiolhomdostase fiihren, welches das Wachstum der Zellen einschrinkt.
Cystein steht im Gleichgewicht mit seinem Redoxpartner Cystin, welches vom Enzym AecD
gegeniiber Cystathionin bevorzugt wird. Bei einer Cysteinakkumulation kdnnten aufgrund
dieser Priferenz von AecD filir Cystin, die Methionin- und SAM-Biosynthesen zusitzlich
inhibiert sein, was zur weiteren Anhdufung von Cystein filhren wiirde. Diese erhohten
Cysteinkonzentrationen konnten unter anderem zur Entstehung von H,O, und
Hydroxylradikalen iiber die Fentonreaktion beitragen, und somit wie in E. coli toxisch wirken

(Park und Imlay, 2003).
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4.2 Bei tiefen pH-Werten kommt es durch die endogene Entstehung von H,O; zu

oxidativem Stress

Die H,0,-Konzentrationen, die in den Medien der bei pH 6,0 und pH 7,5 kultivierten
C. glutamicum-Zellen gemessen wurden, sind ein Hinweis darauf, dass in Abhéngigkeit vom
externen pH-Wert die Zellen oxidativem Stress ausgesetzt sind. Die maximalen
Konzentrationen von externem H,O,, die fiir E. coli beschrieben sind, liegen zwischen 0,5-
1 uM (Varghese et al., 2007). In E. coli-Kulturen konnte H,O, nur nachgewiesen werden,
wenn in den Zellen das Gen flir die Alkyl-Hydroperoxid-Reduktase (AhpCF), ein H,O;
vernichtendes Enzym, ausgeschaltet war (Seaver und Imlay, 2001). In C. glutamicum gibt es
kein zum Ahp-Enzym aus E. coli homologes System. Der Katalasegehalt ist in
C. glutamicum-Zellen, die bei pH 6,0 und pH 7,5 kultiviert werden, allerdings wesentlich
geringer als bei pH 9,0 (Follmann et al., 2009b). Der zellulire H,O,-Schutzmechanismus
konnte somit in den Zellen unter niedrigen und neutralen Bedingungen limitiert sein. Die
externe Zugabe aufgereinigter Katalase bei neutralen pH hatte zwar einen leicht
wachstumsfordernden Effekt, bei tiefem pH konnten hingegen neben der mdoglichen
unzureichenden oxidativen Stressabwehr zusitzliche limitierende Faktoren einen positiven
Effekt der externen Katalasezugabe auf das Wachstum verhindert haben.

Der vom pH-Wert abhidngige Wachstumsphinotyp der Katalase-defizienten C. glutamicum-
Mutante, der durch eingeschrinktes Wachstum unter alkalischen Bedingungen
gekennzeichnet war, steht moglicherweise im Zusammenhang mit einer induzierten Abwehr
von H,O; unter diesen Bedingungen. Die endogene Entstehung von H,O, konnte unter
alkalischen Bedingungen hdher als bei neutralen oder tiefen pH-Werten sein, der der
induzierte enzymatische Abbau entgegenwirkt. Quellen fiir die Entstehung von
Wasserstoffperoxid konnten neben der Atmungskette alternative Oxidasen wie die Lactat-
oder die Pyruvat-Oxidase sein, die z. B. in Milchsdurebakterien fiir die Produktion grofer
Mengen an H0O, verantwortlich sind (Seaver und Imlay, 2004; Imlay 2008). In
C. glutamicum sind sowohl die Lactat-Oxidase, als auch die Pyruvat-Oxidase bei tiefen pH-
Werten induziert (Follmann et al.,2009b). Ein Abfall des internen pH-Wertes in
C. glutamicum-Zellen unter sauren Bedingungen konnte ebenfalls zur vermehrten Bildung
weiterer reaktiver Sauerstoffspezies durch 16sliche Oxidoreduktasen, die an den Cofaktor
FADH, und einen engen pH-Optimumsbereich  gebunden  sind, fiithren
(Woodmansee und Imlay, 2002; Imlay, 2003).

Die bisherigen identifizierten Auswirkungen von Séurestress auf den Stoffwechsel von

C. glutamicum stellen nur beispielhafte Punkte dar, an denen die Zelle im Rahmen der pH-
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Homoostase regulierenden Einfluss haben muss. Zur Identifikation weiterer Limitationen in
C. glutamicum, die das Wachstum unter tiefen pH-Bedingungen einschrinken, konnten
Untersuchungen der Systeme dienen, die moglicherweise an der sekundéren, endogenen
Entstehung von oxidativem Stress in C. glutamicum beteiligt sind. Um diese Systeme
ausfindig zu machen, konnten vergleichende Transkriptom- und Proteomanalysen von Zellen
des WTs und der Katalase-defizienten Mutante durchgefiihrt werden. Desweiteren konnten in
Proteincarbonylierungsstudien durch  oxidativen Stress geschiddigte Proteine in
C. glutamicum-Zellen identifiziert werden. Zudem konnten Proteine, die moglicherweise an
der Abwehr von oxidativem Stress in C. glutamicum beteiligt sind, wie Protein der DNA-
Reparatur und de novo-Synthese niher charakterisiert werden. Auch konnten Metalle, wie
Eisen oder Mangan direkt oder indirekt an der oxidativen Stressantwort der Zelle beteiligt
sein (Park und Imlay, 2003; Mc Ewan, 2009), so dass durch die Untersuchung der Mangan-
und Eisenaufnahmesystem in C. glutamicum ebenfall neue Ansatzpunkte gewonnen werden

konnten.

4.3 Unter Siurestressbedingungen ist die kaliumabhiingige Stimulation der

Atmungskettenaktivitiit fiir die Bioenergetik von C. glutamicum wichtig

Zur effektiven pH-Homoostase sind nur Zellen mit einem uneingeschriankten
Energiestoffwechsel  fahig. Die  Protonenmotorischen Kraft (PMK) und die
Atmungskettenaktivitét sind fiir die ATP-Synthese iiber die F;Fo-ATPase essentiell. Die PMK
der C. glutamicum-Zellen wird kaliumunabhingig iiber einen weiten pH-Bereich konstant
gehalten, indem der Wert des Membranpotentials pH-Wert-abhéngig reguliert wird
(Follmann et al., 2009b). Sinkt der externe pH-Wert ab, steigt der Wert des pH-Gradienten
iiber der Membran an und geht mit einem Kaliumstrom einher, der den Wert des
Membranpotentials aufgrund der Ladungsverschiebung vermindert (Follmann et al., 2009a).
Die Aufnahme von Kalium durch CgIK reduziert bei tiefen externen pH-Werten den Wert des
Membranpotentials und ermdglicht es den C. glutamicum-Zellen ihren internen pH-Wert iiber
einen vermehrten Protonenexport zu steigern (Follmann ef al., 2009a). Die Menge des intern
akkumulierten Kaliums ist jedoch viel groBer, als sie fiir die alleinige Verdnderung des
Membranpotentials notwendig wire. Die Aktivitdt der Atmungskette, die Verdnderungen des
Membranpotentials und des internen pH-Wertes detektieren kann (Kim, 2002), war in
Abwesenheit von Kalium nach Erniedrigung des externen pH-Wertes massiv eingeschrankt,
und wurde erst nach einem Kaliumeinstrom stimuliert. Ohne den CglK-Kanal blieb dieser

Effekt aus, da die Kaliumionen nicht die Zellmembran passieren konnten. Erst durch die
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Zugabe von Valinomycin, das als kaliumselektives Ionophor die Membran spezifisch fiir
Kaliumionen durchlédssig machte und das Membranpotential absenkte, wurde auch in diesen
Zellen die Atmungsaktivitit im gleichen Malle wie im WT erhoht.

Somit ist nicht das CglK-Protein an sich, sondern der dariiber vermittelte Kaliumeinstrom mit
der einhergehenden Absenkung des Membranpotentials fiir den stimulierenden Effekt auf die
Atmungskette verantwortlich. Ob die Atmungskette jedoch durch die Absenkung des
Membranpotentials, oder durch die Kaliumionen stimuliert wurde, konnte nicht geklért
werden. Dariiber wiirden zeitlich hochaufgeloste, parallele online Messungen des
Membranpotentials, des Kaliumflusses und des internen pH-Werts mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen Aufschluss geben. Dabei konnte durch die Zugabe eines Entkopplers
das Membranpotential kiinstlich abgebaut werden, und der Effekt mit dem des
Kaliumeinstroms verglichen werden.

Durch die stimulierte Atmungskettenaktivitit werden vermehrt Protonen iiber die
membranintegrierten Atmungskettenkomplexe aus dem Cytoplasma exportiert, was die
Aufrechterhaltung des internen pH-Wertes unterstiitzt. Der fiir die Aufrechterhaltung des
internen pH-Wertes notwendige Protonenexport ist jedoch viel groBer, als er durch die
Atmungskette vermittelt werden kann. Zur Unterscheidung des Betrags der einzelnen
Atmungskettenkomplexe zum Membranpotential oder zum pH-Gradienten iiber der
Membran, konnte in C. glutamicum-Mutanten mit deletierten Teilen der Atmungskette der
interne pH-Wert und das Membranpotential nach einem pH-Shift bestimmt werden. Auf der
Suche nach weiteren moglichen protonenexportierenden Systemen kann der putative Kup-
Transporter von C. glutamicum mit einer Funktion als Protonen-Kalium-Antiporter
ausgeschlossen werden, da die Deletionsmutante bei pH-Stress keinen Phanotyp aufweist und
keine Beteiligung von Kup am Kaliumtransport gemessen wurde (Follmann et al., 2009a). In
wiefern bisher nicht charakterisierte Transporter in C. glutamicum im Rahmen der pH-
Homoostase am Protonenexport beteiligt sind, konnte anhand von knock-out Mutanten
untersucht werden. Hierbei konnte eine dhnliche P-Typ ATPase, wie fiir Saccharomyces

cerevisiae beschrieben (Ambesi et al., 2000), einen Protonenexport vermitteln.

4.4 Bei osmotischem Stress reguliert die CglK-vermittelte Kaliumakkumulation als

indirektes Signal die Akklimatisation von C. glutamicum

Wie schon fiir andere Bakterien bekannt, bendtigte auch C. glutamicum Kalium flir das
Wachstum unter hyperosmotischen Bedingungen, die durch ionische oder nicht-ionische

osmotisch aktive Substanzen hervorgerufen wurden. Dafiir war im Medium mindestens eine

94



Diskussion

Kaliumkonzentration von 1 mM notwendig. Die Akkumulation von Kalium in den Zellen von
E. coli und B. subtilis ist als schnelle Antwort auf hyperosmotischen Stress beschrieben, und
fir deren Uberleben unter diesen Bedingungen essentiell (McLaggan et al., 1994;
Whatmore und Reed, 1990; Reed et al., 1985). In Ubereinstimmung mit den Kaliumfliissen,
die in FE. coli-Zellen gemessen worden sind (Shabala et al.,2009), wurde auch in
C. glutamicum-Zellen bei steigenden externen Salz- und Sorbitolkonzentrationen vermehrt
Kalium im Cytoplasma akkumuliert, wo es essentiell zum Pool der Osmolyte beitrégt.
Wihrend in E. coli Glutamat das Gegenion zu Kalium darstellt (Dinnbier et al., 1988), konnte
dies nicht fiir C. glutamicum bestétigt werden. Ob moglicherweise, wie fiir Halobakterien
beschrieben (Saum und Miiller, 2007), gleichzeitig mit den positiven Kaliumionen
Chloridionen aufgenommen werden, konnten qualitative und quantitative Analysen der freien
Ladungstrager in der C. glutamicum-Zelle klaren.

Nach einem osmotischen Schock war die Anwesenheit von Kalium in der Zelle fiir die
Induktion der Expression der Gene betP und proP, die die Aufnahmesysteme BetP und ProP
fiir die kompatiblen Solute Betain und Prolin codieren, essentiell. Fiir BetP wurde gezeigt,
dass es sowohl an der langsamen Langzeitanpassung, als auch an der schnellen, kurzzeitigen
Anpassungen an hyperosmotischen Bedingungen beteiligt ist (Weinand et al., 2007). Der
gesteigerte Gehalt von BetP-Proteinen in der Membran unter hyperosmotischen Bedingungen
(Weinand et al., 2007) bedingt moglicherweise auch den erhohten Bedarf an Kaliumionen,
weil die Aktivierung der BetP-Transportfunktion kaliumabhéngig ist, und eine halbmaximale
Aktivierung erst in  Anwesenheit von 220 mM  Kalium  erreicht  wird
(Riibenhagen et al., 2001). Uber die Hohe des internen Kaliumgehalts soll durch BetP die
Intensitét des hyperosmotischen Stresses detektiert, und die BetP-Transportaktivitit reguliert
werden (Schiller et al., 2004). Dabei ist die Anwesenheit von Kalium fiir die Aktivitdt von
BetP zwar notwendig, aber nicht hinreichend (Ott, 2008).

Fir die geringere und leicht verzogerte Induktion von proP, welches das
Prolinaufnahmesystem ProP codiert, ist Kalium ebenfalls notwendig. In E. coli wird die
Aktivitdit des Prolintransporters ProP durch Kalium stimuliert, das durch die
Transportsysteme Kdp und Trk aufgenommen wird (Bremer und Krimer, 2000). Inwiefern
das im Cytoplasma von E. coli an die RNA-Polymerase gebundene Kalium
(Gralla und Vargas, 2006) moglicherweise ebenfalls an die RNA-Polymerase in
C. glutamicum bindet, und die Transkription von betP und proP reguliert, konnte in in vitro
Transkriptionsanalysen untersucht werden. In weiteren Analysen zur Osmostressantwort von

C. glutamicum konnten Proteine, die im Proteom von C. glutamicum unter hyperosmotischen
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Bedingungen in erhohter Peptidanzahl aufireten (Fridnzel et al.,2010), beziiglich ihrer
Kaliumabhéngigkeit getestes werden.

C. glutamicum-Zellen ohne cglK zeigten unter hyperosmotischen Bedingungen einen
kaliumabhidngigen Wachstumsphénotyp, wie er auch unter tiefen pH-Werten beobachtet
wurde (Follmann ef al., 2009a). Fiir den putativen Kup-&dhnlichen Kaliumtransporter in
C. glutamicum konnte wie unter Sdurestressbedingungen (Follmann et al., 2009a) ebenfalls
keine Funktion bei erhohten Salzkonzentrationen beobachtet werden. In C. glutamicum ist
hingegen das CglK-Protein nicht nur bei tiefem externen pH, sondern auch unter
hyperosmotischen Bedingungen das Hauptaufnahmesystem fiir Kalium, da unabhéngig von
kup, die Anwesenheit der plasmidcodierten cglK-Sequenz in einem Expressionsplasmid den
salzsensitiven Wachstumsphéinotyp der cg/K kup-defizienten Mutante nahezu vollstindig
komplemtierte. Der niedrig-affine Kup-Transporter aus E. coli (Bossemeyer et al., 1989) ist
unter hyperosmotischen Bedingungen in Kombination mit tiefen pH-Werten als
Hauptaufnahmesystem fiir Kalium identifiziert worden (Trchounian und Kobayahi, 1999).
Ein Vergleich des Wachstums der C. glutamicum-Stamme WT, AcglKAkup und Acg/K unter
kombinierten Stressbedingungen aus pH- und Ossmostress konnte Aufschluss iiber eine

mogliche Funktion von Kup liefern.

4.5 Der CglK-Komplex aus C. glutamicum ist ein kaliumspezifischer Kanal

Das membranintegrierte CglK-Protein ist in C. glutamicum das Hauptaufnahmesystem fiir
Kalium und im Rahmen der pH-Homdostase an der Einstellung des Membranpotentials
beteiligt (Follmann et al., 2009a). Aufgrund der groBen Ahnlichkeit zwischen CglK und dem
MthK-Kaliumkanal aus Methanobacterium thermoautotrophicum, dessen dreidimensionale
Struktur geldst ist (Jiang et al., 2002a), bilden wahrscheinlich vier Volllingenproteine von
CglK mit vier =zusdtzlichen, cytoplasmatisch assemblierten KTN-Proteinen einen
Kanalkomplex. Der nach der Solubilisierung detektierte Komplex aus acht CglK-
Vollldngenproteinen, entstand wahrscheinlich durch die Zusammenlagerung der C-terminalen
KTN-Doménen. Fiir eine mutierte MthK-Kanalvariante ohne RCK-Proteine ist ebenfalls die
Bildung eines oktameren Komplexes nachgewiesen worden (Jiang et al., 2002a).

Aufgrund des Verlustes der 16slichen KTN-Proteine wihrend der Membranpréparation von
CglK konnten die C-terminalen Bereiche nicht mehr durch die separaten KTN-Proteine
abgesittigt gewesen sein, und sich daher zusammengelagert haben. Ob in Anwesenheit von
KTN-Proteinen, diese ebenfalls gemeinsam mit den CglK-Volllingenproteinen einen

oktameren Komplex bilden, kénnte durch die Zugabe von einem Uberschuss an

96



Diskussion

aufgereinigten l0slichen KTN-Proteinen zu solubilisierten CglK-Vollldngenproteinen und
anschlieBender Gelfiltrationsanalyse oder Auftrennung in einer Blue-Native PAGE untersucht
werden. Dies wire ein Hinweis fiir einen konstitutiv oktameren CglK-Komplex, der durch
einen zusidtzlichen Nachweis eines tetrameren CgIK M137Stop-Komplexes unterstiitzt
werden konnte. Hierzu miissten geeignete Bedingungen bei der Solubilisierung von
CglK M137Stop getestet werden, die den Komplex stabilisieren, z. B. verschiedene
Detergenzien in unterschiedlichen Konzentrationen.

Durch heterologe Expression von ¢glK in E. coli konnte der kaliumsensitive
Wachstumsphinotyp des Stammes TK2309 komplementiert werden, was die CgIK-
vermittelte Kaliumaufnahme zeigte. Bestétigt wurde dies durch den gemessenen Abfall der
externen Kaliumkonzentration im Medium und einer internen Akkumulation von Kalium in
den TK2309-Zellen mit dem CglK-Protein im Vergleich zu TK2309 ohne
Kaliumaufnahmesysteme. Zusitzlich konnte in E. coli-Zellen der Einfluss der CglK-
abhédngigen Kaliumaufnahme auf das Membranpotential demonstriert werden.

In elektrophysiologischen Untersuchungen von Proteoliposomen und Sphéroplasten lie3 sich
der CglK-Proteinkomplex als kaliumselektiver Kanal charakterisieren. Hierbei war bei den
untersuchten Membranpotentialen zwischen —60 und +60 mV keine Aussagen beziiglich einer
einer bevorzugten Stromdurchlassrichtung moglich, die fiir den MthK-Kanal erst bei groBeren
Potentialen erkennbar ist (Jiang et al., 2002a; Kuo et al., 2007). Da in den Messungen der
E. coli-Sphéroplasten in den hoheren Spannungsbereichen andere Aktivitdten und Stdrungen
auftraten, konnten keine Daten erfasst werden, so dass eine mit MthK vergleichbare
Rektifizierung von CgIK nicht auszuschlieBen ist. Diese einwirts gerichtete Rektifizierung
wird im MthK-Kanal teilweise iiber eine Ca’'-abhingige Blockade vermittelt wird
(Ye et al., 2006; Zadek und Nimigean, 2006). Im Bereich der KTN-Sequenz von CgIK ist
keine mobgliche Ca’"-Bindestelle vorhanden. Da ebenfalls die physiologische
Calciumkonzentration mit rund 70 uM (vgl. Abschnitt 6.2) in den C. glutamicum-Zellen
ungefdhr hundertmal geringer ist als die in den elektrophysiologischen Untersuchungen
eingesetzte Konzentration, miisste eine eventuelle Rektifizierung iiber einen anderen
Mechanismus gewihrleistet werden. Die reversible TEA-vermittelte Inhibitition der
Kaliumstrome durch CglK wurde durch eine direkte Blockade des Selektivitétsfilters
ausgelost und ist fiir Kaliumkanéle charakteristisch (Yellen, 1987; Luzhkov und Aqist, 2001).
Die abgeschitzte Leitfihigkeit von CglK bei negativen Membranpotentialen in E. coli-
Sphiroplasten war mit einem Wert von rund 570 pS groBer als die Leitfahigkeit, die in

Proteoliposomen mit rund 360 pS ermittelt wurde. Die ermittelten Leitfidhigkeiten von MthK
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liegen zwischen 50 und 200 pS (Jiang et al., 2002; Kuo et al., 2007; Parfenova et al., 2006;
Zadek und Nimigean, 2006) und liegen somit in einer &hnlichen GroBenordnung. Die
auftretenden Unterschiede konnen durch die voneinander abweichende Membranumgebung

begriindet sein.

4.6 Die KTN-Module sind essentiell am gating von CgIK beteiligt

Um unnoétigen Verlusten des elektrochemischen Potentials entgegenzuwirken, muss der
Ionenfluss tiber die Zellmembran effektiv reguliert werden. Dies kann auf unterschiedlichen
Ebenen, vom Einzelkanal bis hin zur Gesamtheit von Kandlen und Transportern, stattfinden.
Die Ebene des Einzelkanals beinhaltet die Leitfihigkeit, Offenwahrscheinlichkeit und
Offnungsdauer.

Der Verlust der C-terminalen KTN-Doméne und der 16slichen KTN-Proteine von CgIK fiihrte
dazu, dass in den Ionenstromen von CgIK M137Stop keine Einzelkanalschaltungen mehr
auftraten, sondern diese nur noch von der angelegten Spannung und der Anzahl der aktiven
Proteine im patch bestimmt waren. Eine vergleichbare Mutation in MthK beeinflusste dessen
Kanalaktivitit nur unwesentlich (Lief al., 2007), so dass CglK iiber einen anderen
gating-Mechanismus als MthK verfligen muss.

Fiir KcsA wird durch das Uberkreuzen der zweiten Transmembrandomine (TM2) im
Tetramer auf der cytosolischen Seite eine Engstelle erzeugt, die als gate fungiert und als
,bundle crossing® bezeichnet wird (Doyle et al., 1998). Die geschlossene Konformation von
KcsA soll mittels einer Blockade der C-Termini der TM2 durch inter- und intramolekulare
Wechselwirkungen mit den N-Termini der TM1, stabilisiert werden (Thompson ef al., 2008;
Cuello et al., 2010). Durch eine kleine Verschiebung, bzw. Rotationsbewegung der TM2-
Helices auf der intrazelluliren Seite wird der KcsA-Kanal in eine funktionell offene
Konformation tiberfiihrt (Perozo et al., 1999). Zusétzlich kommt es innerhalb dieses gating-
Mechanismus zu einem Konformationswechsel der innere Helix in der TM2, die beim Offnen
des Kanals an einem konservierten Glycinrest abknickt, und sich beim SchlieBen wieder
gerade ausrichtet (Magidovich und Yifrach, 2004). Ein Austausch dieses konservierten
Glycins in die Aminosdure Prolin fithrte in dem spannungsabhidngigen Shaker-Kanal Kv 1.1
zu einer steten Offnung (Magidovich und Yifrach, 2004), und der Kanal KcsA ist durch
solche Mutationen vermehrt offen (Thompson et al., 2008). Auch der MthK-Kanal beinhaltet
einen dhnlichen gating-Mechanismus mit einem intrazelluldren gate am Kreuzungspunkt der
TM2-Helices (Jiang et al., 2002b), wobei die loslichen RCK-Proteine gemeinsam mit den

membrangebundenen RCK-Domidnen einen zusétzlichen regulatorischen Ring bilden
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(Liet al., 2007).

In der Sequenz von CgIK ist hingegen kein Glycin an konservierter Stelle vorhanden. Die
Anwesenheit eines Prolinrestes an dieser Position in der TM2 in CgIK kdnnte dafiir sprechen,
dass kein gelenkvermittelter gating-Mechanismus, sowie kein intrinsisches gate vorhanden
sind, bzw. dass das gafe nicht mehr selber schlieBen kann und stets in der gedffneten
Konformation vorliegt. Der Membranteil von CgIK scheint somit nur den Permeationsweg
des Kanals darzustellen. Dies konnte durch Austausche der Aminosduren in diesem
Sequenzbereich  der  Transmembrandomidnen von CglK und anschlieBenden
elektrophysiologische Analysen der Varianten untersucht werden.

In elektrophysiologischen Untersuchungen von CglK M137I wurden trotz fehlender separater
KTN-Proteine Einzelkanalaktivititen beobachtet, wobei allerdings dessen Leitfdhigkeit
geringer als beim CglK-Kanal war. Eine Kanalfunktionalitdit wird ebenfalls fiir die
Kaliumkandle Kch aus E. coli und MjK2 aus Methanococcus janaschii nach Entfernung der
16slichen KTN-, bzw. RCK-Proteine nach heterologer Expression in E. coli beobachtet
(Kuo et al., 2003; Ptak et al., 2005). Wihrend Einzelkanalschaltungen im MthK-Kanal auch
ohne RCK-Doménen zu beobachten sind, also ein intrinsisches gating des Membranteils
existiert, sind die membrangebundenen KTN-Dominen von CglK essentiell fiir die
SchlieBung und stellen somit das gate des Kanals dar. Gemeinsam mit den separaten KTN-
Proteinen sind sie fiir den gating-Mechanismus verantwortlich.

Durch die KTN-Module von CglK konnte ein ligandenabhingiger gating-Mechanismus, wie
er flir MthK vorgeschlagen ist (Jiang et al., 2002a), vermittelt werden. Der MthK-Kanal
6ffnet, bzw. seine Offenswahrscheinlichkeit wird durch die Bindung des Liganden Ca®"
erhoht, da sich dadurch der Durchmesser des regulatorischen RCK-Rings, der aus vier C-
terminalen RCK-Doménen und vier separaten RCK-Proteinen besteht, vergrofert. Im KcsA-
Kanal sind die Rotationsbewegungen der TM2-Helices, und die damit zusammenhidngende
VergroBerung des Durchmessers des inneren Vorraums, pH-abhéngig (Perozo et al., 1999).
Wihrend die membrangebundenen KTN-Doménen den Permeationsweg von CgIK blockieren
konnten, wird jedoch moglicherweise nur in Anwesenheit der coassemblierten KTN-Proteine
eine vollstindig offene Konformation des gates vermittelt.

Da in der KTN-Sequenz mogliche Ca®*-Bindestellen fehlen, konnten andere Liganden, wie
z. B. die Nukleotide AMP oder NAD(H), deren Konzentrationen vom metabolischem Zustand
der Zelle bestimmt werden, an die glycinreiche Sequenz im Rossmann Fold binden. Dadurch
konnte eine Konformationsdnderung der KTN-Module induziert und somit regulatorischer

Einfluss auf die Offenwahrscheinlichkeit von CgIK ausgeiibt werden. Inwiefern und mit
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welchen Affinitéten die unterschiedlichen Nukleotide moglicherweise an den KTN-Komplex
binden, konnte mit Hilfe von Bindungsanalysen mit radioaktiv markierten Nukleotiden oder
spektrometrischen Messungen bei 260 und 340 nm von aufgereinigtem KTN-Protein
untersucht werden.

Zusdtzlich konnte der interne pH-Wert regulatorischen Einfluss haben, da sich die
pH-abhingige Konformation der KTN-Proteine im Oligomerisierungsgrad bedingte. Bei
tiefen pH-Werten wurde die Konformation der KTN-Module stabilisiert, die die Ausbildung
dimerer Komplexe unterstiitzt, so dass die Offenwahrscheinlichkeit von CgIK erhoht werden
wiirde, und der fir die pH-Homoostase von C. glutamicum essentielle Kaliumeinstrom
vermittelt wird. Ein neutraler pH-Wert wiirde hingegen ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen KTN-Dimeren und -Tetrameren fordern. Bei hohen pH-Werten wiirde die
Konformation der KTN-Module bevorzugt sein, die zur Ausbildung ausschlieSlicher
tetramerer KTN-Komplexen flihrt, und somit die Offnungswahrscheinlichkeit des CgIK-
Kanals negativ beeinflusst, um einer moglichen mit der Kaliumaufnahme verbundenen
Alkalisierung entgegen zu wirken.

Fir die genaue Analyse der Regulation des CglK-Kanals konnten Bestimmungen der
Offenwahrscheinlichkeit von CglK in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen
verschiedener Nukleotide und pH-Werte in elektrophysiologische Messungen dienen.
Ebenfalls kdnnten die schon vorhandenen CglK-Varianten mit den ausgetauschten Histidinen
und Glycinen Aufschluss iiber die pH-Sensierung und mogliche Nukleotidbindung liefern.
Eine separate Expression von cg/K und dessen KTN-Bereich in einem Duett Vektorsystem
wiirde weitere Variationen bei der Einfligung unterschiedlicher Aminosdureaustausche

ermoglichen.

4.7 Sowohl C. glutamicum, als auch E. coli-Zellen konnen in Abwesenheit der KTN-

Module nur bedingt Kalium durch CgIK aufnehmen

Die voneinander abweichenden Eigenschaften der CglK-Varianten mit und ohne l6sliche
KTN-Proteine, bzw. membrangebundene KTN-Doménen, hatten sowohl auf E. coli-, als auch
auf C. glutamicum-Zellen, die iiber keine genomcodierten Kaliumaufnahmesysteme mehr
verfligten, unterschiedliche physiologische Auswirkungen. Der Verlust der separaten KTN-
Proteine schrinkte die physiologische Funktion von CglK M1371 in der kaliumabhingig
pH-sensitiven AcglK-Mutante von C. glutamicum teilweise ein, da diese mit der CglK-
Variante einen intermediiren Wachstumsphinotyp zeigte. Ahnliche Beobachtungen sind fiir
den Kaliumkanal Kch aus Helicobacter pylori gemacht worden. Es wurde ebenfalls ein
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intermedidrer Phénotyp bei einer Komplementation mit einer HpKch-Variante ohne separate
RCK-Proteine beziiglich der Sensitivitit gegeniiber geringen Kaliumkonzentrationen
beobachtet (Stingl et al., 2007).

Der Versuch einer Expression der Transmembrandoménen von CgIK ohne die KTN-Module,
CglK M137Stop, hatte keine positiven physiologischen Auswirkungen auf die
kaliumsensitiven C. glutamicum-Zellen. Da aber kein Nachweis der Proteinexpression dieser
CglK-Variante moglich war, ist keine Aussage zur Funktionalitit dieser Variante in
C. glutamicum moglich. In E. coli konnte sowohl die Kaliumaufnahme, als auch die
heterologe Komplemention des kaliumsensitiven Wachstumsphénotyps von TK2309 durch
CglK beobachtet werden. Dabei war dies, wenn auch nur eingeschrinkt, sowohl mit
CglK M1371 ohne separate KTN-Proteine, als auch durch die ausschlieflichen
Transmembrandominen ohne KTN-Module (CglK M137Stop) moglich. Diese verbleibende
Funktionalitdt ist ebenfalls fiir die Kaliumkandle Kch aus E. coli und MjK2 aus
Methanococcus janaschii nach Entfernung der loslichen KTN-, bzw. RCK-Proteine nach
heterologer Expression in E. coli beobachtet worden (Kuo et al., 2003; Ptak et al., 2005).

Die E. coli TK2309-Zellen konnen somit wahrscheinlich iiber den Permeationsweg des
Membranteils von CgIK auch ohne KTN-Module entlang des elektrochemischen Gradienten
intern Kalium akkumulieren. Da jedoch eine Abhéngigkeit zwischen der Anzahl der KTN-
Module und der fiir die Kaliumaufnahme notwendigen externe Kaliumkonzentration bestand,
sind die KTN-Module wahrscheinlich an der Regulation des Kaliumflusses beteiligt, und ihre
Abwesenheit fiihrt moglicherweise zu einem verdnderten, deregulierten Energiehaushalt der
Zellen. Davon scheint vor allem das Membranpotential betroffen zu sein, wie die Messungen
der  kaliumabhédngigen Verdnderung des Membranpotentials mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Disc3(5) zeigten. Nach Kaliumauswaschung betrug der interne
Kaliumgehalt in den E. coli-Zellen 40 bis 100 mM. Bei der geringen externen
Kaliumkonzentration von 0,5 mM, die in den Messungen mit der kaliumsensitiven Elektrode
eingesetzt wurde, betrug das Kaliumpotential etwa +130 mV und hatte eine gegenldufige
Polaritit zum Membranpotential. Da der Betrag des Membranpotentials der E. coli-Zellen
wahrscheinlich im gleichen Bereich liegt, konnten schon kleine Abweichungen des
Membranpotentials oder des internen Kaliumgehalts die treibende Kraft fiir eine
Kaliumaufnahme minimieren und somit die schlechte, bzw. eingeschriankte Kaliumaufnahme
durch CgIK-Stop, bzw. CglK_M137I erkldren.

In den experimentellen Ansédtzen mit der kaliumsensitiven Elektrode wurde in den WT-Zellen

von E. coli ein rascher Kaliumeinstrom gemessen, der wahrscheinlich iiber das Trk-
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Aufnahmesystem stattfand, wobei durch die Reduktion der Trk-Transportaktivitit und
Aktivierung des Kaliumexports das Membranpotential reguliert wurde. In den E. coli
TK2309-Zellen mit heterolog exprimierten cg/K aus C. glutamicum wird die Durchléssigkeit
der Membran fiir Kaliumionen von der Anzahl funktioneller CglK-Kanéle, deren
Leitfihigkeit und Offenwahrscheinlichkeit bestimmt. Die Wachstumsinhibition, die bei der
Uberexpression von cglK und der cglK M1371-Variante in E. coli besonders bei hohen
externen Kaliumkonzentrationen und langer Inkubation auftrat, konnte durch fehlenden
regulatorischen Einfluss verursacht worden sein. Dem CglK-vermittelten Kaliumfluss in der
E. coli-Zelle konnte zum einem eine intrinsische Inaktivierung von CglK, wie sie fiir den
MthK-Kanal beschrieben (Thomson und Rothberg, 2010) ist, oder ein erhohter Kaliumefflux
(Bakker et al. 1987) entgegenwirken. Ob dies fiir CglK und C. glutamicum-Zellen zutriftt,
konnte durch den Vergleich von Einzelkanalmessungen mit makroskopischen Strémen, z. B.
in whole cell-Messungen analysiert werden, wobei die Dauer der Messungen einen
entscheidenen Parameter darstellt.

Zwischen den Einzelkanalaktivititen von CglK und den CglK-Varianten sowie den
dazugehorigen physiologischen Untersuchungen trat eine allgemeine Diskrepanz auf. Sowohl
fir CglK als auch fir CglK M1371 wurden in elektrophysiologischen Ansidtzen
Kanalaktivititen gemessen, wéhrend in physiologischen Untersuchungen unterschiedliche
Effekte beobachtet wurden. Der groBte Kaliumeinstrom wurde in den E. coli-Zellen mit dem
heterologen wildtypischen CglK-Kanal gemessen. Die geringere Aufnahmerate der Zelle
durch die CglK MI137I-Variante, trotz vergleichbar vorhandener Proteinmengen, konnte
aufgrund der geringeren Leitfihigkeit erkldart werden. Wihrend CgIK-M137Stop in
elektrophysiologischen Messungen als konstitutiv offener Permeationsweg flir Kaliumionen
fungiert, konnte erst bei ausreichend hohen externen Kaliumkonzentrationen in
physiologischen Untersuchungen eine Kaiumaufnahme durch diese Variante gemessen
werden. Der geringe Kaliumeinstrom durch die alleinigen Transmembrandoménen von CgIK
konnte durch die verminderte Proteinmenge und eine Instabilitdt des Proteinkomplexes in der
Membran erklirt werden. Ein Hinweis auf die Instabilitdt gibt der Befund, dass es nicht
moglich war CglK M137Stop als Komplex zu solubilisieren (Daten nicht gezeigt).
Desweiteren konnte die Leitfahigkeit von CglK M137Stop wesentlich geringer als die von
CglK und CglK_M137I sein. Die Bestimmung der Leitfdhigkeit von CglK M137Stop konnte
moglicherweise in elektrophysiologische Messungen mit zeitgleicher TEA-Titration in die

Badlosung, die die aktiven Komplexe einzeln blockiert, durchgefiihrt werden.
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4.8 Modell zum gating-Mechanismus von CgIK

Im Folgenden wurde aus den experimentellen Daten von CgIK ein Modell fiir dessen gating-
Mechanismus vorgeschlagen. Der Kaliumkanal CglK aus C. glutamicum setzt sich in diesem
Modell aus einem oktameren Komplex zusammen, der aus vier membranintegrierten CglK-
Vollldngenproteinen und vier zusétzlichen, an die cytoplasmatischen C-terminalen KTN-
Dominen assemblierten, l6slichen KTN-Proteinen gebildet wird (Abb. 4.1A). Die vier
membranintegrierten Untereinheiten des Kanals besitzen jeweils einen strukturellen Kern aus
zwei transmembranen Helices, die durch den P-Loop mit der hochkonservierten
Aminosduresequenz  TVGYGD  gemeinsam den  Selektivitédtsfilter  bilden.  Der
membranintegrierte Teil von CgIK ist dabei ausschlielich fiir die Permeation, d. h. fiir den
selektiven Transport von Kaliumionen durch die Membran verantwortlich, da aufgrund eines
Prolins, welches als Helixbrecher fungiert, eine starre Abweichung der regelmifiigen
Helixstruktur in der TM2 vorliegt. Die C-terminalen KTN-Doménen bilden das gate, welches
den Zugang zum Permeationsweg durch den membranintegrierten Part von CgIK iiber eine
cytoplasmatische Engstelle kontrolliert. In Abhdngigkeit von der Konformation der KTN-
Dominen ist das gate entweder offen und der Permeationsweg fiir die Kaliumionen frei
passierbar, oder geschlossen, so dass der Permeationsweg blockiert wird.

Mit den zusdtzlich assemblierten 16slichen KTN-Proteinen bilden die KTN-Doméinen
gemeinsam einen oktameren Ring, der den biochemisch regulierten gating-Mechanismus
vermittelt. Kommt es zur Bindung von Liganden an die KTN-Module, oder wird von ihnen
eine Anderung des pH-Wertes detektiert, so veriindert sich die KTN-Ringsstruktur, was die
Offenwahrscheinlichkeit des CglK-Kanals beeinflusst. In der CglK M137I-Variante fehlen
die assemblierten l6slichen KTN-Proteine (Abb. 4.1B), wobei die KTN-Doménen der CgIK-
Vollldngenproteine immer noch als gate fungieren. Die Konformation der KTN-Doménen ist
jedoch aufgrund der fehlenden Bindung der 16slichen KTN-Proteine verdndert, was die
Leitfihigkeit des Kanals reduziert. Der Ringkomplex kann ebenfalls nur eingeschrdankt den
gating-Mechanismus vermitteln, und die Offenwahrscheinlichkeit von CgIK nur bedingt
beeinflussen.

Sind sowohl die KTN-Proteine, als auch die KTN-Doménen am C-Terminus des CglK-
Kanals deletiert, so liegen nur noch die Transmembrandoméinen mit dem integrierten
Selektivitdtsfilter vor (Abb. 4.1C). CglK MI137Stop stellt somit sowohl von der
intrazelluldren, als auch von der extrazelluldren Seite einen frei zugdnglichen Permeationsweg
dar. Kaliumionen konnen diesen Permeationsweg durch CglK MI137Stop in beide

Richtungen ungehindert entlang des elektrochemischen Gradienten passieren.
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A B C
CglK CglK_M1371 CglK_M137Stop

geschlossen

Abb. 4.1: Modell zum biochemisch regulierten Gating-Mechanismus von CgIK aus C. glutamicum. In der
Seitenansicht mit jeweils zwei Untereinheiten sind der Kaliumkanal CglK (A) und dessen Varianten
CglK M1371 (B) und CglK M137Stop (C) dargestellt. Durch blaue Zylinder sind die Transmembrandoménen
(TM1 und TM2) und durch rote Zylinder sind die P-Loop-Regionen (P) symbolisiert. Anstelle der konservierten
Glycine in den TMs2 von MthK und KcsA liegt in diesem Bereich in CgIK ein Prolin (&). Die grauen Kugeln
stellen die membrangebundenen C-terminalen KTN-Doménen dar, wéhrend lila Kugeln die 16slichen KTN-
Proteine symbolisieren. Kaliumionen (K ") werden durch kleine Kreise mit rotem Punkt in der Mitte dargestellt.
Die grauen Pfeile stehen fiir die Beeinflussung des Konformationswechsels in Abhéngigkeit von der An- (+)
oder Abwesenheit (—) eines Effektors (E). Zusétzlich sind jeweils links Frontalansichten senkrecht vom
Cytoplasma aus auf den gesamten Komplex mit allen Untereinheiten dargestellt.

4.9 Die Kaliumversorgung durch den CglK-Kanal ist fiir C. glutamicum ausreichend,
wird jedoch unter kaliumlimitierenden Stressbedingungen durch einen aktiven

Kaliumtransporter verbessert

Unter Stressbedingungen ist eine Kaliumbediirftigkeit sowohl von bakteriellen, als auch von
eukaryotischen Organismen bekannt (Epstein, 2003). In C. glutamicum wurde sowohl bei
saurem pH-Stress, als auch unter hyperosmotischen Bedingungen das Kanalprotein CglK als
das Hauptaufnahmesystem fiir Kalium identifiziert. Die treibende Kraft fiir eine CglK-Kanal-
abhingige Kaliumaufnahme in C. glutamicum ist das Membranpotential, das in den Zellen

rund 180 mV betrdgt (Follmann ef al., 2009b). Anhand der Nernst-Gleichung ldsst sich auf
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eine Moglichkeit zur rund tausendfachen internen Akkumulation von Kalium schlieen, so
dass beispielsweise fiir die Akkumulation von 700 mM im Cytoplasma mindestens eine
externe Kaliumkonzentration von 0,7 mM vorliegen muss.

Bei guter Kaliumversorgung in neutraler Umgebung war der Kaliumkanal CglK in
C. glutamicum fir das Wachstum ausreichend. Der Vorteil dieser kanalvermittelten
Kaliumaufnahme ist die energetisch giinstige Kopplung an den bestehenden
elektrochemischen Gradienten {iber der Zellmembran. Desweiteren ermdglicht der Kanal die
selektive Kaliumaufnahme mit einer sehr groBen Geschwindigkeit von 10° bis 10° Tonen pro
Sekunde (Hick und Hick, 2009), so dass eine effektive Anpassung an sich rasch verdndernde
Umweltbedingungen gewéhrleistet ist. Die Aufnahmerate héngt u. a. von der Anzahl der
Kanile, deren Leitfdhigkeit, Offenwahrscheinlichkeit und Offhungszeit ab. Durch die
Beeinflussung dieser Parameter kann der Einstrom der Kaliumionen in die Zelle reguliert
werden, wenn z. B. externe Stressfaktoren eine vermehrte Kaliumakkumulation erfordern,
oder bei einem ausreichend hohen internen Kaliumgehalt dem Verlust des elektrochemischen
Gradienten durch eine weitere Kaliumaufnahme entgegengewirkt werden soll.

Besonders unter ungilinstigen Wachstumsbedingungen, wie Salz- und pH-Stress in
Kombination mit geringen externen Kaliumkonzentrationen wirkte sich der heterologe,
sekundér aktive KtrAB-Kaliumtransporter aus C. jeikeium in C. glutamicum positiv auf die
zelluldre Anpassung aus, was mit einer erhohten Stressresistenz der Zellen verbunden war.
Unabhingig vom Kaliumgradienten {iber der Membran konnten in den Zellen mit
pEKEX2 ktrBA, besonders unter Stressbedingungen hohere Kaliummengen als durch den
CglK-Kanal akkumuliert werden.

Dabei ist die Transporter-vermittelte Kaliumaufnahme energetisch aufwendiger als die durch
einen Kanal, da die Bewegung des Substrates an den Transport eines H oder Na'-Ions
entlang des Konzentrationsgefilles gekoppelt ist. Fiir die Cosubstrate muss der
Konzentrationsgradient unter ATP-Verbrauch zuvor errichtet werden. Bei einem energetisch
ungiinstigen Zustand der Zelle werden diese Transportprozesse reduziert, so dass auch die
sekundér gekoppelten Transportvorginge vermindert werden. Die Kaliumaufnahme wird u. a.
durch die Anzahl der Transporter und durch die Transportrate, die durch die Affinitdt des
Carriers zum Kaliumion limitiert wird, bestimmt. Die Geschwindigkeit der Kaliumaufnahme
durch einen Carrier ist dabei wesentlich langsamer als durch einen Kanal
(Hick und Hick, 2009).

Das Auftreten von Kanidlen und/oder Carriern flir die Kaliumaufnahme steht sehr

wahrscheinlich im Zusammenhang mit dem Habitat des Organismus. Fiir die im Boden
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vorkommenden Stressbedingungen und Kaliumkonzentrationen ist CglK in C. glutamicum
ausreichend. Der Bedarf eines aktiven Kaliumtransportsystems in C. glutamicum ist nicht
offensichtlich. Durch die Regulation der vorhandenen CglK-Kaliumkanile kdnnte sich die
C. glutamicum-Zelle schnell und energetisch giinstig an sich rasch é&ndernde
Umweltbedingungen anpassen. Fiir die Besiedlung von Habitaten, in denen extreme pH-
Werte, Kaliumarmut und/oder osmotische Stressbedingungen herrschen, ist C. glutamicum
nicht geeignet und tritt in solchen Regionen nicht auf. Vielmehr kommen dort Bakterien vor,
die iiber aktive Kaliumtransporter verfiigen und diese zur Kaliumaufnahme verwenden. Dies
trifft beispielsweise fiir die pathogenen Vertreter der Gattung der Actinomyceten zu, fiir die
eine effektive Akkumulation von Kalium fiir das Uberleben im Milieu ihres Wirtes essentiell
ist (Stingl et al., 2007). Dazu gehort unter anderem auch der pathogene Organismus
Corynebacterium jeikeium (Funke et al., 1997), der auf der Haut hohen Salzkonzentrationen
und einem tiefem pH-Werten von 5,0 in der Anwesenheit von rund 5-10 mM Kalium
ausgesetzt sein kann (Tietz, 1987). Das gleichzeitige Auftreten eines Kaliumkanals und
Kaliumtransportern, wie in C. diphtheriae, der neben einem Kaliumkanal vom CgIK-Typ und
einen KtrAB-Transportsystem zusétzlich iiber ein ATP-abhingiges Kdp-System verfiigt,
wiirde dabei wahrscheinlich die bestmoglichste Anpassung an wechselnde Bedingungen und
Bediirfnisse ermoglichen.

Dabei konnten eine genauere Charakterisierung, sowie eine nihere Betrachtung des
Vorkommens von bakteriellen Kaliumtransportern und Kaliumkanélen, aufgrund fehlender
homologer Proteine in eukaryotischen Zellen, fiir die Bekdmpfung von Pathogenen relevant
sein. Beispielsweise konnten mdglicherweise Inhibitoren, die spezifisch diese Carrier oder
Kandle hemmen, die bisherigen, teilweise schon unwirksamen Antibiotika ersetzen oder

erganzen.
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S5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zu Mechanismen der physiologischen Antwort von
Corynebacterium glutamicum auf tiefe pH-Werte und Osmostress durchgefiihrt. Dabei wurde
bei niedrigen pH-Werten eine Stérung der Thiolhomdostase durch eine pH-Wert abhidngige
Regulation und Aktivitit der Cystathionin-B-Lyase aufgeklart. Desweiteren wurde die
endogene Produktion von H,O, und das damit verbundene Auftreten von oxidativem Stress
wihrend der pH-Stressantwort von C. glutamicum erstmals nachgewiesen. Zusitzlich ist
Kalium essentiell fiir das Wachstum von C. glutamicum bei tiefen pH-Werten, da es unter
anderem einen stimulierenden Effekt auf die Atmungskettenaktivitédt bei niedrigen pH-Werten
hat. Unter hyperosmotischen Bedingungen ist Kalium ebenfalls fiir das optimale Wachstum
von C. glutamicum notwendig. Das intern akkumuliert Kaliumionen trigt entscheidend zum
internen Osmolytpool in den C. glutamicum-Zellen unter Osmostressbedingungen bei. Die
positive Ladung der Kaliumionen wird jedoch nicht durch entsprechende Konzentrationen an
Glutamat kompensiert. In Abhingigkeit zum Osmostress vermittelt Kalium die Expression
der Gene betP und proP, die Transporter fiir die Aufnahme von kompatiblen Solute codieren
und an der Osmoadaptation der Zellen mafigeblich beteiligt sind.

Sowohl bei tiefen pH-Werten, als auch unter hyperosmotischen Bedingungen wurde in
C. glutamicum fiir den Kaliumkanal CgIK, jedoch nicht fiir das putative sekundir aktive Kup-
System, eine essentielle Funktion in der Stressantwort der Zellen nachgewiesen. Die Funktion
von CglK als Kaliumtransporter wurde in Zellen von C. glutamicum und E. coli demonstriert.
Es wurde gezeigt, dass die mRNA von ¢g/K in ein membranintegriertes CglK-Protein und in
ein separates losliches KTN-Protein translatiert wird. Der CglK-Komplex setzt sich sehr
wahrscheinlich aus vier CglK-Proteinen und vier coassemblierten KTN-Proteinen zusammen.
Dabei fungiert CglK als kaliumspezifischer Kanal. Fiir die C-terminalen KTN-Dominen der
CglK-Proteine ist eine essentielle Beteiligung an der SchlieBung des CglK-Kanals
nachgewiesen worden, und fiir die separaten KTN-Proteine wurde eine pH-abhdngige
Komplexbildung gezeigt. Zusétzlich fiihrt die Anwesenheit der 16slichen KTN-Proteine zur
Erhohung der Leitfiahigkeit des CglK-Kanals, was auf eine Beteiligung an der Regulation der
Kanalaktivitit hinweist. Fiir den gating-Mechanismus und die Regulation des CglK-Kanals
wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem die C-terminalen KTN-Doménen die Funktion eines
gates libernehmen sollen. Gemeinsam mit den separaten KTN-Proteinen wiirden die KTN-
Dominen einen dynamischen oktameren KTN-Ring bilden, der die Offenwahrscheinlichkeit

des CglK-Kanals reguliert.
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Zusammenfassung

AnschlieBend wurden fiir C. glutamicum Vor- und Nachteile bei der Verwendung von
Kanélen, bzw. Transportern fiir die Kaliumaufnahme untersucht. Unter Stressbedingungen bei
Kaliummangel wurde ein positiver Effekt des heterolog exprimierten aktiven
Kaliumtransporters KtrAB aus C. jeikeium auf die Stressresistenz von C. glutamicum
verzeichnet. Bei guter Kaliumversorgung ist hingegen die ausschlieBliche Nutzung des CgIK-
Kanals zur Kaliumaufnahme sowohl fiir das Wachstum unter Stressbedingungen, als auch fiir

die Aminosédureproduktion von C. glutamicum, ausreichend.
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6 Anhang

6.1 Peptide Mass Fingerprints der aufgereinigten Proteine der cg/K-Expression

Die Proteinbanden der beiden 27 und 40 kDa groflen, aufgereinigten Proteine nach der
Expression von cg/K im Vektor pET52b in BL21 E. coli-Zellen mit einer C-terminalen His-
Markierung, wurden aus dem SDS-Gel ausgestochen und mit Hilfe von Peptide Mass
Fingerprint (PMF) in der Zentralen Bioanalytik (ZBA) des Zentrums fiir Molekulare Medizin
Ko6ln (ZMMK) analysiert, und deren Aminoséureabfolge (Abb. 6.1) bestimmt.

36 kDa (CgIK-Vollliingen-Protein):

1 MGRMKNDGEL ADLPDHALLS IIRIPQAAKR SPWALILTRI GYAMVLLVIV
51 TMVVYFDRNG YSEDLTFIDA LYYSTVSLTT VGYGDITPVT QSARLINIIV
101 LTPARIGFLI LLVGTTLSVL TEESRRALQI QRWRKRMRNH TVVVGYGTKG
151 RSAVAALLAD GVPANQIVVI DTDQVSLDAA NNSGLVTVKG SATKADVLRL
201 AGVSRARAVYV VAPNLDDTAYV LVTLSVREIA PQAMIVASVR ESENQHLLEQ
251 SGADSVVISS ETAGRMLGLA TVTPSVVEMM EDLLSPDEGF SVAERLVGED
301 EIGSNPRHLA DIVLGVVRSG ELYRIDSPEA ETVEPGDRLL YVRRVFSEEV
351 NDK

27 kDa (KTN-Protein):

1 MGRMKNDGEL ADLPDHALLS IIRIPQAAKR SPWALILTRI GYAMVLLVIV
51 TMVVYFDRNG YSEDLTFIDA LYYSTVSLTT VGYGDITPVT QSARLINIIV

101 LTPARIGFLI LLVGTTLSVL TEESRRALQI QRWRKRMRNH TVVVGYGTKG
151 RSAVAALLAD GVPANQIVVI DTDQVSLDAA NNSGLVTVKG SATKADVLRL
201 AGVSRARAVYV VAPNLDDTAYV LVTLSVREIA PQAMIVASVR ESENQHLLEQ
251 SGADSVVISS ETAGRMLGLA TVTPSVVEMM EDLLSPDEGF SVAERLVGED
301 EIGSNPRHLA DIVLGVVRSG ELYRIDSPEA ETVEPGDRLL YVRRVFSEEV
351 NDK

Abb. 6.1: Ergebnisse des Peptide Mass Fingerprints (PMF) der aufgereinigten Proteinbanden aus dem
E. coli Lysats der cglK-Uberexpression. In rot/fett hervorgehoben sind die Ubereinstimmungen der AS-
Abfolge der isolierten Proteinbanden zu denen des CglK-Proteins.

6.2 Bestimmung der internen Ca**-Konzentration in C. glutamicum

Die Bestimmung der internen Ca’’-Konzentrationen in C. glutamicum-Zellen mittels
Atomabsorptionsspektrometrie am Institut fiir Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene in
Koln zeigte, dass diese nach achtstiindigem Wachstum in Minimalmedium bei pH 7,5 rund

70 uM, bei pH 6,0 50 uM und bei pH 9,0 35 uM betrug.
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6.3 SDS-PAGE und Western Blot der in den Messungen des Membranpotentials
verwendeten Zellen

Die E. coli-Zellen, die in den Messungen des Membranpotentials verwendet wurden

(Abschnitt 3.4.5), sind durch Hitzebehandlung aufgeschlossen und in einer SDS-PAGE

aufgetrennt, sowie in einem anschlieBendem Western Blot analysiert worden (Abb. 6.2).

A ) ? B 9 g
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N o @ «
3 2| 2| § 2' 2'
oy 52 2o
kDa M & SN} kba M = O O ©
250 B 250
130_ 130-
100_ 100'
70 -
70 - 55
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35 «— CglKk
35 - 25 - «— KTN
25 - 15 - < Membranteil
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Abb. 6.1: SDS-PAGE (B) und Western Blot (A) mit jeweils 15 pg des Gesamtproteinextraktes der Stimme
TK2309, TK2309 pTrc cglK, TK2309 pTrc cg/K M1371 und TK2309 pTrc cg/K M137Stop, die in den
Membranpotentialmessungen mit DiSC;(5) verwendet wurden. M=Marker.
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