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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

In ihrer nattrlichen Umgebung, sowie unter artifiziellen Bedingungen wie in der
industriellen Biotechnologie sind Bakterien stetig Veranderungen ihrer Umwelt ausgesetzt.
Um sich raschen Anderungen der externen Osmolalitat anzupassen, besitzen Bakterien
verschiedene Schutzmechanismen. Bei einem plétzlichen Abfall der externen Osmolalitat
wird eine Zelllyse aufgrund einstromenden Wassers durch Aktivierung mechanosensitiver
Kandle verhindert. Dabei 6ffnen mechanosensitive Kandle als Folge eines Anstiegs der
Membranspannung und ermdglichen die rasche Freisetzung von kompatiblen Soluten.
Corynebacterium glutamicum wird seit vielen Jahrzehnten fir die Produktion von
Aminosauren wie L-Glutamat eingesetzt. Ein Exportmechanismus, der fiir die Freisetzung
von Glutamat verantwortlich ist, war jedoch lange unbekannt. VVor wenigen Jahren wurde der
Export von Glutamat mit den mechanosensitiven Kanal MscCG in Verbindung gebracht.
MscCG von C. glutamicum zahlt zu den mechanosensitiven Kanélen der MscS-Familie und
nimmt offenbar neben seiner Funktion als Notventil zur Freisetzung kompatibler Solute wie
Glycin-Betain und Prolin auch eine Rolle bei der Produktion von Glutamat ein. So fiihrt die
Manipulation durch Verkirzung um 110 Aminoséuren zu einer spontanen Exkretion von
Glutamat, wahrend eine Deletion von mscCG eine ausgeltste Exkretion drastisch verringert.
MscCG  weist  typische  Eigenschaften  eines  Membranspannungs-abhéngigen
mechanosensitiven Kanals auf und ist zusammen mit dem sekundar aktiven Betain/Na*
Symporter BetP bei der Feinabstimmung der internen Solutkonzentration unter
hyperosmotischen Bedingungen beteiligt. In dieser Arbeit wurde sowohl mit GOF- als auch
LOF-Mutationen gezeigt, dass die Penicillin-ausgeltste Exkretion von Glutamat direkt durch
den mechanosensitiven Kanal vermittelt wird. Die zusétzliche C-terminale Doméne von
MscCG scheint dabei eine regulatorische, aber keine essenzielle Funktion einzunehmen,
wéhrend die Integritat der vierten Transmembrandomane, sowie flankierender Bereiche fiir
die Akkumulation von Betain unter hyperosmotischen Bedingungen und damit der

Osmoregulation als Antwort auf hyperosmotischen Stress von essenzieller Bedeutung ist.



Abstract

Abstract

In their natural environment as well as under fermentation conditions in industrial
biotechnology bacteria are exposed to rapid environmental changes. To cope with these
changes, bacterial cells are equipped with several protective mechanisms to overcome life-
threatening alterations, in particular against shifts in external osmolality. To prevent cell
lysis caused by hypoosmotic downshift as a consequence of a massive influx of water,
mechanosensitive channels are activated by an increased membrane tension to release
compatible solutes. Corynebacterium glutamicum has been used for the industrial production
of amino acids like L-glutamate since decades, whereas the export mechanism has only been
poorly understood. Recently, the mechanosensitive channel MscCG was related to the
production of glutamate. MscCG of C. glutamicum belongs to the MscS-family of
mechanosensitive channels and plays, besides its function as emergency release for
compatible solutes like glycine-betaine and proline, a role in the excretion of glutamate. The
truncation of MscCG by 110 amino acids leads to spontaneous excretion of glutamate,
whereas the deletion of mscCG results in a drastic decrease of the induced glutamate
excretion. MscCG shows typical properties of stretch-activated mechanosensitive channels
and contributes, together with the secondary active transporter BetP, to the adjustment of the
internal concentration of compatible solutes which are accumulated during hypoosmotic
conditions. This work provides evidence that glutamate is directly released through the
channel domain of MscCG in response to penicillin treatment. GOF- as well as LOF-
mutations were introduced in MscCG and enhanced or abolished the excretion of glutamate,
respectively. The additional and unique C-terminal domain of MscCG seems to possess a
regulatory function, without being essential for the triggered release of glutamate. However,
the integrity of the fourth transmembrane domain, as well as enclosed and highly conserved
segments surrounding this domain, are essential for the accurate accumulation of betaine

during osmotic compensation after hypoosmotic shock.
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IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
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NBT p-Nitrotetrazoliumblauchlorid

OD¢no Optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
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Des Weiteren wurden die tblichen Abkirzungen des Internationalen Einheitensystems

(systéme international d’unités, SI) verwendet.
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1. Einleitung

1.1 Corynebacterium glutamicum

Seit seiner Isolierung aus einer Bodenprobe, auf der Suche nach Aminosaure-produzierenden
Bakterien (Abe et al., 1967; Kinoshita et al., 1957) gilt das Gram-positive und apathogene
Corynebacterium glutamicum seit Jahrzehnten als einer der bedeutendsten Mikroorgansimen
in der industriellen Biotechnologie. C. glutamicum ist ein stdbchenférmiges, unbewegliches
und Biotin-auxotrophes Bodenbakterium und zéahlt mit seinen pathogenen Verwandten wie
C. diphteriae und Mycobacterium tuberculosis zu den Mycolsdure-haltigen Actinomyceten.
Bakterien dieser Ordnung zeichnen sich durch einen hohen G/C-Gehalt ihrer DNA aus und
besitzen einen einzigartigen Zellwandaufbau (Stackebrandt et al., 1997). Als apathogenes
Bakterium dient C. glutamicum aufgrund seines speziellen Zellwandaufbaus als
Modellorganismus u.a. fur C. diphteriae und M. leprae. So stellt die Mycolsdure-haltige,
auBere Schicht der Zellwand eine Barriere fir Antibiotika und andere hydrophile Substanzen
dar (Jarlier und Nikaido, 1994; Jarlier und Nikaido, 1990). Dabei scheinen die Mycolsauren
der auBeren Schicht fur die Permeabilitatsbarriere essenziell zu sein (Gebhardt et al., 2007;
Tropis et al., 2005).

C. glutamicum nimmt als einer der Hauptproduzenten von Aminosduren wie L-Lysin und L-
Glutamat eine grof3e wirtschaftliche Bedeutung in der industriellen Biotechnologie ein. So
liegt die weltweite Produktion von L-Lysin, das als Futtermitteladditiv verwendet wird, bei
ca. 1,5 Mio. Tonnen/Jahr, wéhrend die Produktion des Geschmackverstérkers L-Glutamat
ca. 2,5 Mio. Tonnen betragt (Becker und Wittmann, 2012). Aufgrund seiner wirtschaftlichen
Bedeutung zur Herstellung von Aminoséuren und anderen biotechnologisch relevanten
Metaboliten wie organische Sauren und Vitamine (Vertes et al., 2012), wurde 2003 das
Genom von C. glutamicum ATCC 13032 mit 3,3 Mb von mehreren Gruppen vollstandig
sequenziert (Ikeda und Nakagawa, 2003; Kalinowski et al., 2003). Mithilfe der erlangten
Daten wurden 3002 Protein-kodierende Gene vorhergesagt, von denen 22% als fir die
Kodierung von integralen Membranproteinen verantwortlich angesehen werden. Aufgrund
seiner biotechnologischen und damit wirtschaftlichen Bedeutung, ist C. glutamicum seitdem
Gegenstand intensiver Forschung zur Produktionsoptimierung. Ziel sind dabei insbesondere
Manipulationen des Metabolismus, sowie die Identifizierung und Charakterisierung von

Aufnahme- und Exportmechanismen.
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1.2. Osmoregulation in C. glutamicum - Die Bewaltigung von osmotischem Stress

Bakterien sind jederzeit Veranderungen ihrer Umgebung ausgesetzt. So ist C. glutamicum in
seinem natlrlichen Habitat, aber auch unter Fermentationsbedingungen mit Schwankungen
des pH, der Temperatur und insbesondere der externen Osmolalitit konfrontiert. Drastische
Anderungen der externen Osmolalitat, die beispielsweise durch Regen oder Trockenheit
hervorgerufen werden, konnen zur einer Lyse oder Dehydrierung der Zellen fuhren.
C. glutamicum besitzt diverse Mechanismen zur Osmoregulation, um hypoosmaotische und
hyperosmotische Anderungen der externen Osmolalitit zu kompensieren. Eine Komponente
zur Aufrechterhaltung des Turgors, der fir die Wachstum und Zellteilung essenziell ist, stellt
die Zellwand dar (Koch, 1984). Der Zellturgor resultiert durch Einstromen von Wasser
entlang des chemischen Potentials aufgrund hoher Konzentration von osmotisch wirksamen
Teilchen in der Zelle. Der Turgor wird dabei durch Ausbildung eines hydrostatischen Drucks
auf die Cytoplasmamembran und Zellwand hervorgerufen. Um den Zellturgor aufrecht zu
erhalten, werden osmotisch wirksame Solute zu denen Aminosduren, Oligosaccharide und
Aminosaurederivate zahlen, gegen den chemischen Gradienten akkumuliert (Epstein, 1986).
Die Akkumulation kompatibler Solute erfolgt hauptsachlich unter hyperosmotischen
Bedingungen um den osmotischen Gradienten durch einstrdmendes Wasser durch Erhéhung
der internen Osmolalitat aufrecht zu halten, ohne dabei Zellfunktionen trotz hoher
Konzentration zu beeinflussen und Proteine durch préferierte Hydratisierung sogar zu
stabilisieren (Csonka und Epstein, 1996; Poolman und Glaasker, 1998; Ruffert et al., 1997).

1.2.1 Die hyperosmotische Stressantwort

Eine plotzliche hyperosmotische Veranderung der externen Osmolalitdt hat zunachst ein
passives Ausstromen von Wasser via Aquaporine zur Folge. Dies ist gefolgt von einer
Rehydrierung des Cytoplasmas und Akkumulation von lonen sowie kompatiblen Soluten.
Nach dieser Phase werden ionische Osmolyte vermehrt gegen kompatible Solute
ausgetauscht und das Zellwachstum fortgesetzt (Dinnbier et al., 1988; Wood, 1999). Von
C. glutamicum werden bevorzugt K*-lonen, sowie die kompatiblen Solute Glycin-Betain,
Prolin, Glutamat, Ectoine und Trehalose akkumuliert (Farwick et al., 1995; Frings et al.,
1993; Guillouet und Engasser, 1995a, 1995b). Zur Akkumulation von kompatiblen Soluten

erfolgt neben der Aufnahme aufRerdem die Biosynthese von Glutamat, Prolin und Trehalose
2



Einleitung

(Kawahara et al., 1989; Skjerdal et al., 1996; Wolf et al., 2003). Die Neusynthese von
Soluten ist dabei abhangig von externen Bedingungen, wie beispielsweise der Stickstoff-
Verflgbarkeit (Morbach, 2005). Eine Aufnahme wird gegeniiber der Neusynthese aufgrund
geringerer Energiekosten favorisiert. Zur Aufnahme von kompatiblen Soluten besitzt
C. glutamicum die osmoregulierten sekundar aktiven Transporter BetP, ProP, LcoP und EctP
(Peter et al., 1996; Peter et al., 1998; Steger et al., 2004) sowie PutP (Peter et al., 1997). Die
Aktivitat der Transporter ist in Abhé&ngigkeit der extern Osmolalitat in &hnlicher Weise
reguliert (Morbach und Kramer, 2003).

Zusatzlich besitzt C. glutamicum Systeme, die Veranderungen wahrnehmen und Signale
beispielsweise zur Expressionsanderung weiterleiten konnen (Kocan et al., 2006). Ein
System, das bei Osmostress zutragen kommt ist MtrAB (Moker et al., 2004). MtrAB ist ein
osmosensorisches Zweikomponentensystem, das aus der membranstandigen Histidin-Kinase
MtrB und dem loslichen Response-Regulator MtrA, der als Transkriptionsfaktor agiert,
besteht. MtrB ist in der Lage einen Osmostimulus, ausgehend vom cytopalsmatischem
Raum, zu perzipieren, wobei die Proteinkinase an einem Histidinrest autophosphoryliert und
die Phosphoryl-Gruppe an einem Aspartat des Response-Regulatores transferiert wird. Die
dabei verénderte Fahigkeit DNA zu binden, fihrt zur Aktivierung oder Unterdriickung der
Transkription bestimmter Gene. So reguliert MtrAB unter anderem die Expression von proP,
IcoP und betP (Brocker und Bott, 2006).

Einer der bestuntersuchten sekundéaren Transporter ist BetP, dessen Struktur mit einer
Auflsung von 3,3 A seit einigen Jahren bekannt ist (Ressl et al., 2009). BetP ist ein Na'-
gekoppelter Symporter. Er gehort zu der Familie der Betain/Cholin/Carnitin-Transporter
(BCCT) und ist fir die hochaffine Aufnahme von Glycin-Betain verantwortlich
(Ribenhagen et al., 2000). BetP besteht aus 594 Aminoséuren, die eine Kerndomane aus 12
Transmembransegmenten bilden, sowie zwei C- sowie N-terminale, hydrophile Doméanen
die mit ca. 55 Aminosduren im Cytoplasma lokalisiert sind. Die Aufnahme von Betain ist
gekoppelt mit dem Symport von zwei Na*-lonen zum Aufbau eines Betain-Gradienten bis zu
einem Innen/AuRen-Verhaltnis von 4 - 10° bei einem Ky, von 8,9 uM (Farwick et al., 1995).
BetP ist stark osmoreguliert und erreicht seine maximale Aktivitat bei einer Osmolalitit von
ca. 1,3 osmol/kg (Peter et al., 1996). Die Osmostimulierung von BetP ist nicht restlos
verstanden und unterliegt sowohl intrinsischen, als auch externen Faktoren. In einem
Proteoliposomensystem konnten Faktoren, die zur Stimulierung von BetP beitragen,
identifiziert werden. So wird die Aktivitat von BetP in Anwesenheit von K*-lonen mit einer

Konzentration von ber 200 mM signifikant stimuliert (Rubenhagen et al., 2001). Ein
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weiterer Faktor zur Stimulierung von BetP ist die Oberflachenladung der umgebenden
Lipiddoppelschicht in C. glutamicum, wobei die negative Ladung der Phospholipide die
Aktivierung von BetP deutlich beeinflusst (Schiller et al., 2006). Aufllerdem scheint die
Aktivierung von BetP durch die hydrophile C-terminale Domane beeinflusst zu sein. Die
Verkirzung um 23 Aminoséduren resultiert in einer verringerten Maximalaktivitat und dem
Verlust der Regulation. Die vollstandige Deletion dieser Doméane fihrt sogar zu einer
Inaktivierung von BetP (Schiller et al., 2004b). Die C-terminale Doméne wird demnach als
eine Sensordomane angesehen, die eine essenzielle Rolle in der Reizwahrnehmung von BetP
besitzt (Schiller et al., 2004a) und eine inhibierende Funktion einnehmen kann. Es wird
angenommen, dass die C-terminale Domdane mit der Membranoberféche interagiert und
somit BetP inaktiviert (Ott et al., 2008).

Die Adaption von BetP wahrend der Kompensation von osmotischem Stress unterliegt mehr
als nur der Aktivierung und Deaktivierung von BetP. So ist auch die Regulation wéhrend
und nach der osmotischen Kompensation von Bedeutung. Es wurde beobachtet, dass die
Aktivitat von BetP ist nach Akkumulation von Betain deutlich verringert ist (Botzenhardt et
al., 2004). Diese verringerte Aktivitdt wird jedoch nicht auf die interne Konzentration
akkumulierter kompatibler Solute oder der Kaliumkonzentration zuruckgefuhrt. Es wird
vermutet, dass ein zusétzlicher Stimulus nach Anpassung des osmotischen Gradienten
regulierend wirkt und moglicherweise von BetP durch Veranderungen des Membranzustands
durch  Protein/Lipid-Interaktionen wahrgenommen wird. Tatsachlich erfolgt die
Feinabstimmung der internen Betainkonzentration unter hyperosmotischen Bedingungen im
Zusammenspiel mit dem mechanosensitiven Kanal MscCG. So wurde gezeigt, dass die
Abstimmung der internen Solutkonzentration nicht nur durch die aktive Aufnahme des
sekundaren Transporters BetP reguliert wird, sondern auch passiv durch den bei

hypoosmotischen Stress aktivierten mechanosensitiven Kanal (Bérngen et al., 2010).
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1.2.2 Die hypoosmotische Stressantwort

Eine hypoosmotische Veranderung der Umgebung fuhrt zu einem Wassereinstrom in die
Bakterienzelle und resultiert in einem Anstieg des Zellturgors. Um eine Zelllyse zu
vermeiden, besitzen Bakterien einen Schutzmechanismus, der in der Lage ist das osmotische
Ungleichgewicht auszugleichen (Abb. 1). Als Antwort auf die steigende Membranspannung
werden mechanosensitive Kanale aktiviert, die durch Offnung ihrer Pore akkumulierte
kompatible Solute und lonen freisetzen und so den osmotischen Gradienten verringern und
damit das Einstrdmen von Wasser unterbinden (Levina et al., 1999; Martinac et al., 1987;
Sukharev et al., 1994).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Freisetzung von kompatiblen Soluten durch
mechanosensitive Kanéle nach hypoosmotischem Schock. Eine plétzliche Verringerung der
externen Osmolalitat fiihrt zu einem Einstrémen von Wasser in die Bakterienzelle. Um eine Zelllyse
zu vermeiden und den osmotischen Gradienten zu verringern, werden durch die Membranspannung
mechanosensitive Kanéle aktiviert und kompatible Solute und lonen freigesetzt. Dargestellt ist die
geschlossene (Bass et al., 2002), als auch die offene Konformation von MscS (Wang et al., 2008)
aus E. coli.

Dieser Aktivierungsmechanismus ist gut, wenn auch nicht in allen Details verstanden. Als
sicher gilt, dass Veranderungen der Lipiddoppelschicht wahrgenommen werden und
mechanische  Kréafte zu  Strukturdnderungen fiihren. Die ersten bakteriellen
mechanosensitiven Kanéle wurden in E. coli identifiziert und elektrophysiologisch
charakterisiert. Diese unterscheiden sich in ihrer Leitfahigkeit und werden demnach benannt.
So weist MscS (mechanosensitive channel of small conductance) eine kleine, MscL eine
hohe (large) und MscM die kleinste (mini) Leitféhigkeit in E. coli auf. Zusatzlich ist der

Kalium-abhdngige Kanal MscK beschrieben (Berrier et al., 1996; Levina et al., 1999). Im
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Gegensatz zu MscS und MscL ist die Regulation und die Funktion von MscM noch vollig
unverstanden. MscL wurde intensiv charakterisiert und seine Struktur aus Mycobacterium
tuberculosis in einer geschlossenen Konformation mit einer Auflésung von 3,5 A (Chang et
al., 1998), sowie einer expandierten Konformation aus Staphylococcus aurerus mit einer
Auflésung von 3,8 A (Liu et al., 2009) identifiziert. MscL ist der groRte bekannte
mechanosensitive Kanal mit einer Leitfahigkeit von tUber 3 nS und wird erst kurz vor
Zelllyse bei massiver Membranspannung aktiviert (Sukharev et al., 1994). MscL wird als
Homopentamer assembliert, von dem jedes Monomer aus zwei Transmembransegmenten
und 136 Aminosduren besteht, wobei C- sowie N-terminus im Cytoplasma lokalisiert sind
und eine Pore von 30 A bilden kénnen. Die erste und zweite Transmembrandoméne sind im
Periplasma mit einem flexiblen loop verbunden. MscL ist hoch konserviert, in nahezu jedem
Bakterium zu finden und wird als ultima ratio einen hypoosmotischen Schock zu
kompensieren aktiviert (Nakamaru et al., 1999). MscS von E. coli ist der erste bakterielle
mechanosensitive Kanal, der elektrophysiologisch identifiziert wurde. MscS besteht aus 286
Aminosauren, die einen homoheptameren Komplex bilden, deren mutmallich offene, als
auch geschlossene Konformation identifiziert wurde (Bass et al., 2002; Pliotas et al., 2012;
Wang et al., 2008). Jedes Monomer besitzt eine stark konservierte Kanaldomane, die aus
drei Transmembrandoménen (TM1: AS 28-60; TM2: AS 63-90; TM3a: AS 93-113 und
TM3b: AS 113-128) gebildet wird, sowie einer C-terminalen cytoplasmatischen Doméne
(Abb. 2). Die erste Transmembrandomane ist mit der zweiten Transmembrandoméne durch
einen engen Knick verbunden, die wiederum uber einen loop mit TM3b verbunden ist. Die
dritte Transmembrandomane ist aufgrund eines Knicks bei Gly113 leicht gebogen und wird
daher in die TM3a und TM3b unterteilt. Diese bildet mit einem Durchmesser von 7-11 A in
der heptameren Konformation die Pore des Kanals (Bass et al., 2002; Sotomayor und
Schulten, 2004). Jede der helikalen Achsen von TM1 und TM3 verlaufen nahezu parallel,
wohingegen TM2 antiparellel verlduft. Die periplasmatische Domane besteht hauptséchlich
aus B-Faltblittern, sowie kompakten a-Helices. Seitlich der periplasmatischen Domane sind
sieben Offnungen mit einem Durchmesser von 12 A, die den Transfer von lonen durch die
Pore ermdglichen. Die schmalste Stelle der Pore ist von hydrophoben Aminosauren gesdumt
(Leul05 und Leul09), die den Kanal in geschlossener Konformation abdichten und fir eine
geschlossene Konformation bendtigt werden (Bass et al., 2002; Miller et al., 2003b). Die
Poren-formende Domane besitzt  ein Glycin-Alanin-reiches Motiv ~ (93-
AXXGAAGXAXGxAXYG-113, mit x: hydrophob, y: hydrophil), das fir eine Art Helix-Helix-

Verknipfung innerhalb der dritten Domane verantwortlich ist. Dieses Motiv erlaubt eine
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Verschiebung gegenuberliegender TM3-Helices und damit die Offnung der Pore (Edwards et
al., 2005). In der getffneten Konformation passen TM1 und TM2 eine Veranderung
Cytoplasmamembran infolge von erhéhter Membranspannung durch Drehung an, die dann
zu einer Konformationsanderung der dritten Transmembrandoméne und einem
Auseinanderziehen der hydrophoben Seitenketten von Leul05 und Leul09 fuhrt (Wang et
al., 2008). Manipulationen der dritten Transmembrandomane durch Substitution von
Alaninen oder Glycinen fiihren zu einem erleichterten gating-Verhalten und &ufern sich
unter anderem in verdnderten Leitfahigkeiten und verringerter Viabilitat der Zellen (Edwards
et al., 2005; Miller et al., 2003a; Okada et al., 2002). In neuen Modellen wird auf3erdem
angenommen, dass die dritte Transmembrandoméne ihren Knick bei Glyl13 in
geschlossener Konformation verliert und eine verlangerte TM3a mit einem Knick bei
Gly121 bildet (Akitake et al., 2007). Die Offnung der Pore wird demnach als Folge der
Bewegung bei Gly121 angesehen die durch Weiterleitung von Anderungen der
Membranspannungen durch eine Art Klammer bei Leul13 und Phe68 vermittelt wird (Belyy
et al., 2010). Bis heute werden immer neue Homologe mit zusétzlichen N- oder C-
terminalen Domanen identifiziert, deren Aminosauresequenz insbesondere in der Pore-
formenden dritten Transmembrandoméne stark konserviert ist (Caldwell et al., 2010; Levina
et al., 1999; Schumann et al., 2010).

Periplasma

Cytoplasma

Abb. 2: Darstellung der geschlossenen Struktur von MscS aus E. coli. MscS bildet ein Heptamer in
der Cytoplasmamembran von E.coli (links). Jedes Monomer (rechts) besteht aus drei
Transmembrandoménen, von denen die dritte Transmembrandoméne die Pore des mechanosensitiven
Kanals bildet. Der Hauptteil des Kanals bildet der cytoplasmatische Anteil mit insgesamt sieben
Seitendffnungen (Bass et al., 2002, 20AU.pdb).
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Die E. coli Kanéle MscS und MscL sind trotz leichter Tendenz zur Freisetzung von Anionen
im Falle von MscS relativ unspezifisch (Edwards et al., 2004). Im Gegensatz dazu weist
C. glutamicum mit der Freisetzung von hauptséchlich Betain und Prolin eine groRere
Substratspezifitat auf (Ruffert et al.,, 1997). In C. glutamicum wurden bisher zwei
mechanosensitive Kanéle identifiziert (Ruffert et al., 1999), von denen ein Kanal homolog
zu MscL von E. coli ist, sowie ein Kanal, der zu der MscS-Familie zdhlt. Beide Kanéle
wurden hinsichtlich ihrer Rolle zur Freisetzung von kompatiblen Soluten nach
hypoosmotischem Schock untersucht und charakterisiert. Die Deletion des MscL-Homologs
hat keinen Effekt auf die Zellviabilitat oder Freisetzung von Soluten, wobei die Deletion des
MscS-Homologs hingegen die Freisetzung von Betain und die Fahigkeit hypoomotische
Schocks zu kompeniseren reduziert. Trotzdem wird die Existenz eines weiteren,
unbekannten Effluxkanals angenommen. So waren Zellen trotz Doppeldeletion beider
mechanosensitiven Kandle in der Lage hypoosmotische Schocks zu tiberleben (Nottebrock et
al., 2003).

1.3 Die Produktion von Glutamat mit C. glutamicum

C. glutamicum wird seit Uber 50 Jahren fir die Produktion von Aminosauren verwendet.
Noch heute ist C. glutamicum einer der wichtigsten Organismen zur Herstellung von L-
Glutaminséaure in Form des Geschmackverstarkers Mononatrium-Glutamat (MSD), der die
finfte Geschmacksqualitdt umami hervorruft. L-Glutamat besitzt den grofiten Anteil
biotechnologisch hergestellter Aminosauren (Becker und Wittmann, 2012). Die fermentative
Herstellung von L-Glutamat erfolgt unter sterilen Bedingungen hauptséchlich mit Melasse
von Zuckerriben als Kohlenstoffquelle, sowie Stickstoff-, Schwefel-, Phosphorquellen und
Spurenelementen. Die Fermentation erfolgt unter spezifischen pH-, Temperatur- und
Beliiftungsbedingungen in industriellen large-scale Fermentern. Die Gewinnung des L-
Glutamats im Medium erfolgt mittels Kristallisation durch Anpassung des pH-Werts an
dessen isoelektrischen Punkt von 3,2 (Kimura, 2005; Leuchtenberger et al., 2005).

C. glutamicum bendtigt als Biotin-auxotrophes Bakterium Biotin (Vitamin B7) flr sein
Wachstum. Bei ausreichender Anwesenheit von Biotin setzt C. glutamicum kein Glutamat
frei. Eine Limitierung von Biotin fuhrt jedoch zu einer Exkretion von Glutamat (Shiio et al.,
1962). Neben der Limitierung von Biotin, gibt es weitere Moglichkeiten, eine Exkretion von

8



Einleitung

Glutamat hervorzurufen. So ermdglichen die Zugabe der Detergenzien Tween 40
(Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monopalmitat) und Tween 60 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-
monostearat) (Takinami et al., 1964), aber auch Ethambutol (Radmacher et al., 2005) oder
die Zugabe des B-Lactam-Antibiotikums Penicillin (Nara et al., 1964) eine Exkretion von
Glutamat. Auch Andasthetika wie Chlorpromazin, Tetracain, Butacaine oder Benzocaine
I6sen eine Exkretion von Glutamat aus (Lambert et al., 1995). Samtliche Behandlungen
beeinflussen die Cytoplasmamembran oder Struktur der Peptidoglycanschicht sowie die
aullere Mycolséaureschicht. So wird Biotin als Coenzym fir die Fettsduresynthese benétigt,
was bei Biotin-Limitierung zu einer verringerten Verfugbarkeit von Phospholipiden fiihrt
und damit in Verénderungen der Membran resultiert. Die Zugabe von B-Lactam-Antibiotika
wie Penicillin G beeinflusst die Zellwandsynthese durch Bindung von Penicillin-
Bindeproteinen die eine Transglykolisierung und Transpeptidierung von Peptidoglycan
vermitteln (Nunheimer et al., 1970). Ethambutol beeinflusst die Arabinosyltransferase-
Aktivitdt und somit den Aufbau der Arabinogalactanschicht (Belanger et al., 1996),
wohingegen Lokalanésthetika den physikalischen Zustand von Lipiddoppelschichten direkt
verandern (Cantor, 1997).

Die Cytoplasmamembran, bestehend aus hauptséchlich negativ geladenen Phospholipiden,
ist bei C. glutamicum von einer kovalent gebundenen Peptidoglycan- und Arabinogalactan-
Schicht umgeben. Dariiber befindet sich eine Mycolatschicht, hauptséchlich aus
Dimycolaten bestehend, die mit der darunter liegenden Arabinogalactanschicht vererstert
sind. Einige der Arabinosylenden sind mit dartber liegenden Mycolséuren verestert und
bilden so einen Mycolyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex. Diese &uRere Schicht
beinhaltet Mycolsduren unterschiedlicher Lénge. C. glutamicum besitzt im Vergleich zu
anderen Mycobacterien kiirzere Mycolsdauren. Diese Schicht bildet insgesamt eine deutliche
Permeabilitatsbarriere, die eine Rolle sowohl bei der Antibiotikaresistenz als auch der
Glutamat-Produktion einnimmt (Burkovski, 2013; Eggeling und Sahm, 2001; Puech et al.,
2001).
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& Proteine n Glycolipide

n Phospholipide @ Mycolate

Abb. 3: Schematische Darstellung der Zellhiille von Corynebacterium glutamicum. Oberhalb der
Cytoplasmamembran befindet sich eine Peptidoglycanschicht, die mit einer Arabinogalactanschicht
kovalent verbunden ist. Einige der Arabinosylenden sind mit dariiber liegenden Mycolsauren verestert
und bilden zusammen einen Mycolyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex. Uber dieser Schicht
erstreckt sich eine duRere Schicht, die l6sliche Mycolate in Form von Treahlosemonomycloaten und
Trehalosedimycolaten sowie Proteine bzw. Glycoproteine enthélt. (modifiziert nach Burkovski, 2013).

Auch passive Verénderungen der Zellwand, durch genetische Verédnderung von
Stoffwechselwegen zur Synthese von Fettsauren, fiihren zu einer Exkretion von Glutamat.
Die Deletion von Genen, die fir die Synthese von Trehalose notwendig sind haben einen
Verlust der Mycolatschicht aufgrund fehlender Trehalosemono- und dimycolate zur Folge
(Tropis et al., 2005). Dieser Verlust fiihrt zur Glutamatexkretion, die auch bei Deletion oder
Uberexpression von Proteinen auftritt, die an der Lipidsynthese beteiligt sind und eine
Veréanderung der Lipidzusammensetzung hervorrufen (Gebhardt et al., 2007; Nampoothiri et
al., 2002). Die ldentifikation eines Stamms, der nicht sensitiv gegeniiber Tween 40 war,
flhrte zur Identifikation des Gens dtsR1, das eine groBe Ahnlichkeit zu der B-Untereinheit
einer Propionyl-CoA-Carboxylase anderer Bakterien aufweist und ein Bestandteil des
Biotin-beinhaltenden Fettsdurebiosynthese-Komplexes AccBC-DtsR1 ist (Kimura et al.,
1996). In Anwesenheit von Biotin war die dtsR1 Deletionsmutante in der Lage Glutamat zu
produzieren (Kimura et al., 1997). Bei Biotin-limitierten Bedingungen und nach Zugabe von
Tween 40 war die Menge an DtsR1 erhoht, wobei Penicillin keine Verénderung der
Proteinmenge hervorrief. Somit hat Tween 40 wahrscheinlich einen direkten Einfluss auf
den Acetyl-CoA-Carboxylase-Komplex und inhibiert somit die Fettsauresynthese (Kimura et

al., 1999). In C. glutamicum wurden zwei Carboxylasen identifiziert, die mit DtsR1 einen
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Komplex bilden, Biotin als Cofaktor verwenden und damit fur die Fettsdure- sowie
Mycolsauresynthese essenziell sind (Gande et al., 2007).

Entscheidend fiir die Exkretion von Glutamat ist nicht nur die Anderung der Zellhiille,
sondern auch Modifikationen des Metabolismus. So wurde eine verringerte Aktivitat des
ODHC (2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex) unter Glutamat-Produktionsbedingungen,
nach Zugabe von Tween 40 oder Penicillin, sowie unter Biotin-Limitierung beobachtet
(Kawahara et al., 1997). Auch die Deletion von dtsR1 resultierte in einer Verringerung der
ODHC-AKktivitat (Kimura, 2002). Der ODHC ist im Citratzyklus fur die oxidative
Decarboxylierung von 2-Oxoglutarat, dem Vorprodukt zur Synthese von Glutamat, zu
Succinyl-CoA verantwortlich. Wahrend unter Produktionsbedingungen eine verringerte
Aktivitdt des ODHC beobachtet wurde, war die Aktivitat der Glutamatdedydrogenase
(GDH), die fiir die Katalyse von 2-Oxoglutarat zu Glutamat verantwortlich ist, unverandert.
Dennoch scheint die ODHC-Aktivitdt mit der Produktion von Glutamat negativ zu
korrelieren (Kawahara et al., 1997). So fuhrte die Deletion des Gens odhA, das fir die 2-
Oxoglutarat-Dehydrogenase-Untereinheit E1o des ODHC kodiert, zu einer Produktion von
Glutamat (Asakura et al.,, 2007). Eine verringerte ODHC-Aktivitdt und somit eine
Verschiebung des metabolischen Flusses in Richtung der Synthese von Glutamat ist
demnach entscheidend. Die Regulation der ODHC-Aktivitdt war allerdings bis zur
Identifikation des Regulatorproteins Odhl unbekannt. Odhl ist ein 15 kDa grolRes Protein,
das als Substrat der Serin/Threonin-Kinase PknG fungiert. Odhl besitzt eine FHA Domane
(forkhead-associated domain), die an Phosphothreonin-Epitopen von Proteinen bindet und
die Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt. In seiner unphosphorylierten Form inhibiert
Odhl den ODHC durch direkte Interaktion mit der Elo Untereinheit von OdhA. PknG
phosphoryliert die Threoninreste von Thrl4 und Thrl5 und die Bindung wird verhindert
(Niebisch et al., 2006). AuBerdem wurden die Proteinkinasen PknA, PknB und PknL
identifiziert die in der Lage sind Odhl zu phosphorylieren (Schultz et al., 2009). Die
phosphorylierte Form von Odhl wird von der Phosphatase Ppp dephosphoryliert, was die
Inaktivierung des ODHC zur Folge hat (Schultz et al., 2007). Dabei interagiert der
Phosphothreoninrest von Odhl mit seiner eigenen FHA-Doméane und kann nicht mit OdhA
interagieren, um die ODHC-Aktivitdt zu inhibieren. Die FHA-Doméne in der
unphosphorylierten Form von Odhl interagiert dabei mit der C-terminalen Dehydrogenase
Doméne von OdhA (Barthe et al., 2009; Hirasawa et al., 2012; Krawczyk et al., 2010). Die
Deletion von odhl verhindert die Exkretion von Glutamat, ausgelost durch Biotin-

Limitierung oder Penicillin génzlich (Schultz et al., 2007). Unter Biotin-limitierten
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Bedingungen ist Odhl Gberwiegend dephosphoryliert. Auch die Zugabe von Penicillin und
Tween 40 fihren zu einer vermehrten Dephosphorylierung von Odhl (Boulahya et al., 2010;
Kim et al.,, 2011). Es wird angenommen, dass die Membran-gebundenen Proteinkinasen
PknA, PknB und PknL in der Lage sind Signale in der Cytoplasmamembran zu erkennen,
uber die Dephosphorylierung von Odhl die Aktivitdt des ODHC zu beeinflussen und somit
den metabolischen Fluss Richtung Glutamatsynthese zu lenken (Abb. 4).

Tween 40
Biotin-Limitierung

Glucose

Penicillin
Ethambutol

Citratzyklus m = =

MscCG
(P

Ppp PknG PknA PknB PknL

Abb. 4: Modell der mdglichen molekularen Mechanismen zur Produktion von Glutamat in
C. glutamicum. Alle Methoden zur Auslésung einer Glutamatexkretion verandern direkt oder
indirekt die Zellhille von C. glutamicum. Penicillin oder Ethambutol verhindern die Biosynthese der
Zellwand, die Limitierung von Biotin oder Zugabe von Tween 40 inhibieren die Fettsdure- und
Mycolsauresynthese und iiben so eine Veranderung auf die Cytoplasmamembran durch Anderung der
Membranspannung aus. Diese Verdnderung wird vom mechanosensitiven Kanal MscCG
wahrgenommen und vermittelt so die Exkretion von Glutamat. Zusatzlich werden Verénderungen von
Serin/Threonin-Kinasen wahrgenommen, die posttranslational die Aktivitit des ODHC durch
Phosphorylierung von Odhl regulieren und somit die Synthese von Glutamat begunstigen.
(modifiziert nach Nakamura et al. 2007 und Hirasawa et al., 2012)

Bis vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass Glutamat die Cytoplasmamembran und
Zellwand durch die genannten Modifikationen per Diffusion passiert. Jedoch gab es immer
wieder Hinweise fiir die Beteiligung eines Exportproteins, da die Anderung der Zellhiille
nicht essenziell fir die Exkretion von Glutamat ist (Hoischen und Kramer, 1989). Es wurde

beobachtet, dass die Membranpermeabilitat wahrend der Glutamatexkretion nicht veréndert
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war und Aminosauren und lonen nicht freigesetzt wurden (Hoischen und Kramer, 1990).
Somit wurde vermutet, dass ein spezifischer Transporter fur die Exkretion verantwortlich ist
(Gutmann et al., 1992). Erst vor kurzem wurde ein mechanosensitiver Kanal der MscS-

Familie mit der Exkretion von Glutamat in Verbindung gebracht.

Wie erwahnt, fuhrte die Deletion von odhA, einer Untereinheit des ODHC zu einer
Produktion von Glutamat ohne vorheriger Auslésung durch Manipulation der Zellhille
(Asakura et al., 2007). Die Deletion flhrte, neben der spontanen Exkretion von Glutamat
geringen AusmaRes, zu einem verschlechterten Wachstum und einem insgesamt unstabilen
Phéanotyp (Nakamura et al., 2007). Darunter wurde eine Deletionsmutante identifiziert, die
spontan grofiere Mengen Glutamat produzierte und ein stark verringertes Wachstum aufwies.
Mithilfe einer shotgun Klonierung dieser Mutante mit chromosomaler C. glutamicum ATCC
13869 DNA einer ,,Sau3Ai“ Bibliothek konnte eine weitere abgeleitete Mutante identifiziert
werden, die ein unverdndertes Wachstum zeigte und die spontane Exkretion von Glutamat
unterband. Die Sequenzierung des enthaltenen Plasmids aus der Sau3Ai Bibliothek
offenbarte, dass lediglich ein Gen, das fir den mechanosensitiven Kanal NCgl1221 kodiert,
enthalten war. Eine Sequenzanalyse der Mutante, die die starke spontane Exkretion von
Glutamat aufwies, offenbarte, dass diese eine um 110 Aminosduren verkirzte Variante
dieses Gens beinhaltete. Die Integration dieser verkirzten Variante (V419::1S1207) in das
Chromosom des Wildtyp ATCC 13869 durch homologe Rekombination, hatte eine massive
Exkretion von Glutamat ohne vorherige Induktion zur Folge. Eine Plasmid-kodierte
Uberexpression von NCgl1221 fiihrte zu einer vermehrten Exkretion, wahrend die Deletion
die Glutamatexkretion massiv verringerte und die interne Konzentration gleichzeitig erhéhte
(Nakamura et al., 2007). Basierend auf diesen Beobachtungen wurde ein Modell postuliert,
bei dem der mechanosensitive Kanal NCgl1221 eine entscheidende Rolle bei der Exkretion
von Glutamat einnimmt. In diesem Modell wiirden Anderungen der Zellhiille und
Manipulation der Synthese von Zellwandkomponenten mittels Tween 40, Ethambutol oder
Biotin-Limitierung, die zu einer direkten Modifikation der Zellwand durch Penicillin oder
Anderung der Cytoplasmamembran durch Lokalanasthetika wie Tetracain filhren, und hatten
Anderungen der Membranspannung und damit eine Aktivierung des mechanosensitiven
Kanals zur Folge. Dabei wird auch die Mdoglichkeit diskutiert, bei der NCgl1221 die
Aktivitat des Odhl-PknG-Systems beeinflusst und so die Aktivitdt des ODHC reguliert um
zu einer vermehrten Produktion von Glutamat zu fiihren.

Unbekannt ist, ob die Glutamatexkretion direkt durch den mechanosensitiven Kanal

vermittelt wird oder dieser durch Reizwahrnehmung und Weiterleitung eine regulatorische
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Funktion einnimmt und damit fur die Aktivierung eines unbekannten Exporters
verantwortlich ist, wie beispielsweise die Proteine UhpB und UhpC als Regulatoren fir das
Glucose-6-Phosphat-Transportsystem UhpC von E. coli fungieren (Island und Kadner,
1993).

1.4 MscCG von C. glutamicum

Der in C. glutamicum ATCC13869 von NCgl1221 kodierte mechanosensitive Kanal ist
homolog zu cgl1434 und kodiert in C. glutamicum ATCC 13032 (NC _006958) fiir den
mechanosensitiven Kanal MscCG. MscCG besteht aus 533 Aminosauren und z&hlt aufgrund
von Homologien seiner Kanaldoméne zu der MscS-Familie (mechanosensitive channel of
small conductance) mechanosensitiver Kandle. Wie die meisten Kanéle dieser Familie
agieren diese als ,,Notventile“ zur Freisetzung kompatibler Solute, um hypoosmotische
Schocks zu tberwinden und eine Zelllyse aufgrund einstrdmenden Wassers zu verhindern.
C. glutamicum ATCC 13032 besitzt mit cgl001 ein Gen, das fur einen zweiten
mechanosensitive Kanal (MscL) kodiert. Beide Kanéle wurden in der Cytoplasmamembran
von C. glutamicum elektrophysiologisch identifiziert und zeichnen sich durch
unterschiedliche Leitfahigkeiten aus (Ruffert et al., 1999; Ruffert et al., 1997). MscL aus
C. glutamicum weist eine Identitat von 57% zu MscL aus M. tuberculosis und 38 % Identitat
mit MscL aus E. coli auf. MscCG weist eine Ubereinstimmung von 38% mit Kanéalen
anderer Actinomyceten auf (Nottebrock et al., 2003). Die groRte Homologie beschrankt sich
auf die N-terminale Kanaldomane von MscCG, die mit 43% die gréRte Homologie zu MscS
mit 286 Aminosduren aufweist und sich hauptsdchlich aus drei N-terminalen
Transmembransegmenten zusammensetzt. MscCG besitzt eine zusatzliche C-terminale
Domane von 247 Aminosauren, die nur in der Familie der Corynebacteriaceae zu finden ist.
Fur diese zusétzliche Domane wird eine vierte Transmembrandoméne vorhergesagt, die
experimentell durch C-terminale Fusion des Proteins mit einer Alkalischen-Phosphatase-f3-
Galactosidase-Reporterkassette (Seidel et al., 2007) nachgewiesen werden konnte, womit der
C-Terminus als im Periplasma lokalisiert angesehen wird (Bérngen, 2009).

Nicht nur die Tatsache, dass die C-terminale Verkirzung des Homologs NCgl1221 eine
spontane Exkretion von Glutamat zur Folge hatte (Nakamura et al., 2007), sondern auch
Beobachtungen einer erhéhten mscCG-Expression unter Produktionsbedingungen bei
Anwesenheit von Ethambuthol (Radmacher et al., 2005), verdeutlichen die Relevanz des
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Kanals bei der Exkretion von Glutamat. In elektrophysiologischen Experimenten konnte
gezeigt werden, dass MscCG typische Eigenschaften eines mechanosensitiven Kanals besitzt
und bei der Freisetzung von Glycin-Betain und Glutamat nach hypoosmotischen Schock
beteiligt ist. Auerdem verringerte die Deletion von mscCG in C. glutamicum ATCC 13032
die ausgeloste Exkretion von Glutamat, wahrend die Uberexpression eine spontane
Exkretion hervorrief. Zusatzlich wurde gezeigt, dass MscCG eine Rolle bei der Aufnahme
von Betain bei osmotischer Kompensation nach hypoosmotischen Schock, sowie unter
steady state-Bedingen einnimmt. In einem ,,pump and leak* Modell wird postuliert, dass die
Feinabstimmung der internen Betainkonzentration mittels aktiver Aufnahme durch den
sekundar aktiven Transporters BetP und mittels Efflux durch den passiven
mechanosensitiven Kanal MscCG reguliert wird (Borngen et al., 2010). MscCG spielt
demnach nicht nur eine Rolle bei einem hypoosmotischen Schock, sondern auch bei der
Feinabstimmung der hyperosmotischen Stressantwort. Zudem wird vermutet, dass die C-
terminale Domane eine regulatorische Funktion bei der Exkretion von Glutamat tibernimmt,
obgleich unbekannt ist ob Glutamat durch MscCG exkretiert wird oder MscCG als Regulator

eines unbekannten Exportsystems fungiert.
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1.5 Zielsetzung

Zur Bewaltigung von osmotischem Stress ist Corynebacterium glutamicum mit
verschiedenen Schutzmechanismen ausgestattet. Ein hypoosmotischer Schock wird durch
Aktivierung des mechanosensitiven Kanals MscCG kompensiert, indem dieser kompatible
Solute freisetzt und so eine Zelllyse verhindert. Der Kanal zahlt, aufgrund von Ahnlichkeiten
seiner Kerndoméne, zu den mechanosensitiven Kanalen der MscS-Familie, obgleich dieser
eine einzigartige zusétzliche C-terminale mit bisher unbekannter Funktion besitzt. Eine
Verkirzung um 110 Aminosauren dieser zusatzlichen Domane offenbarte, dass der Kanal,
neben Eigenschaften eines typischen mechanosensitiven Kanals und damit der Funktion als
Notventil, auflerdem eine Rolle bei der biotechnologischen Glutamatproduktion von
C. glutamicum besitzt. So fihrte diese Verkirzung zu einer spontanen ExKkretion von
Glutamat, wahrend eine Deletion von mscCG eine durch Penicillin ausgeldste Exkretion
drastisch verringerte.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der Rolle von MscCG bei der Freisetzung von
Glutamat, da bisher unbekannt war, ob Glutamat tatsachlich die Pore von MscCG passiert
oder der Kanal Reize perzipiert und als moglicher Regulator eines unbekannten Exporters
fungiert. Eine besondere Beachtung sollte die zusatzliche C-terminale Doméne erhalten, die
offenbar eine regulatorische Rolle bei der Exkretion von Glutamat einnimmt. Neben einer
biochemischen Charakterisierung sollten elektrophysiologische Untersuchungen von
MscCG-Derivaten, Aufschluss tber die Funktion dieser zusétzlichen Doméne geben.

Neben der hypoosmotischen Stressantwort ist MscCG aullerdem, zusammen mit dem
sekundir aktiven Betain/Na® Symporter BetP, an der steady-state Feinabstimmung der
internen Solutkonzentration, nach Akkumulation von Betain unter hyperosmotischen
Bedingungen, beteiligt. Bei der Untersuchung der mdglicherweise regulatorischen Funktion
der C-terminalen Doméne sollte der Fokus daher auch auf eine mogliche Funktion der C-

terminalen Domane bei der hyperosmotischen Stressantwort gelegt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Bakterienstdmme und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli- und Corynebacterium glutamicum-

Stamme und deren Genotyp sind in folgender Tabelle (Tab. 1) aufgefihrt.

Tab. 1: Verwendete E. coli- und C. glutamicum-Stamme

E. coli Stamm Genotyp Referenz

DH50 mcr endAl supE44 thi-1 A" recAl gyrA96 relAl Grantetal., 1990)
deoR A(lacZYA-argF) U196 ¢80Dlacz
AM15mcrA A(mmr hsdRMS mcrBC)

BL21 (DE3) F ompT gal [dcm] [lon] hsdSB (rB —-mB -; an  Novagen (Darmstadt)
E. coli B Stamm) mit DE3, eine A Prophage
mit T7 RNA Polymerase Gen

MJF465 Fragl, AmscL::Cm, AyggB, AkefA::Km Levina etal., 1999

MJF612 Fragl AmscL::cm, A4mscS, Schumann et al., 2010
AmscK::kan,4ybdG::apr

MJF431 Fragl, AkefA::kan, AyggB, AyjeP (Levina et al., 1999)

C. glutamicum Stamm  Genotyp Referenz

ATCC 13032 Wildtyp ATCC 13032 (Abe et al., 1967)

ATCC 13032 AmscCG Derivat von ATCC 13032 mit einer in frame- (Bdrngen, 2009)
Deletion des mscCG Gens

ATCC 13032 AmscL Derivat von ATCC 13032 mit einer in frame- (Bdrngen, 2009)
AmscCG Deletion des mscL und mscCG Gens
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In folgender Tabelle (Tab. 2) sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgefihrt.

Tab. 2: Verwendete Plasmide fr E. coli und C. glutamicum

Plasmid

Eigenschaften

Referenz

PEKEX2

pEKex2_mscCG-his

PEKex2_mscCGA4110-his

pEKex2_mscCGA132-his

PEKex2_mscCGA141-his

PEKEX2_mscCGA128-His

pEKex2_mscCGA247-his

pEKex2_mscCGA53-his

pEKex2_mscCGA21-his

pEKex2_mscCGA97-his

KmR, tac promotor, oriVec, oriVeg,

pEKex2 mit mscCG-hisg zur
Uberexpression von MscCG mit C—
terminaler  (His)s-tag  Fusion in
C. glutamicum

PEKex2 mit mscCGA110-hisg zur
Uberexpression von MscCGA110 mit
C—terminaler Verkirzung um 110 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKex2 mit mscCGA132-hisg zur
Uberexpression von MscCGA132 mit
C—terminaler Verkirzung um 132 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

pEKex2 mit mscCGAI41-hisg zur
Uberexpression von MscCGA141 mit
C—terminaler Verkirzung um 141 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKex2 mit mscCGA128-hisg zur
Uberexpression von MscCGA128 mit
C—terminaler Verkirzung um 128 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKex2 mit mscCGA247-hisg zur
Uberexpression von MscCGA247 mit
C—terminaler Verkirzung um 247 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKex2 mit  mscCGA53-hiss  zur
Uberexpression von MscCGAS53 mit
C—terminaler Verkirzung um 53 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKex2 mit mscCGA21-hiss  zur
Uberexpression von MscCGA21 mit
C—terminaler Verkirzung um 21 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKex2 mit  mscCGA97-hiss  zur
18
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Uberexpression von MscCGA97 mit
C—terminaler Verkiirzung um 97 AS
und (His)e-tag Fusion in C. glutamicum

pPEKex2_mscS--his pPEKex2 mit mscS-hisg zur  (Borngen, 2009)
Uberexpression von MscS mit C—
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum

pEKex2_mscS/CT_mscCG-his pEKex2 mit mscS, fusioniert mit der C- (Borngen, 2009)
terminalen Doméne von mscCG-hisg
zur Uberexpression von
MscS/Ct_mscCG-His mit C—terminaler
(His)e-tag Fusion in C. glutamicum

pPEKEx2_mscCG_L109C-his pEKex2 mit mscCG_L109C-hiss zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG_L109C
mit C-terminaler (His)s-tag Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_A51D_V70D-his PEKex2 mit mscCG_A51D V70D-hiss diese Arbeit
zur Uberexpression von
MscCG_A51D_V70D mit C-
terminaler  (His)s-tag  Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2 _mscCG_M86D L41D-his  pEKex2 mit mscCG_M86D L41D-hiss diese Arbeit
zur Uberexpression von
MscCG_M86D_L41D mit C-
terminaler  (His)s-tag  Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_L31IN_L93N-his pEKex2 mit mscCG_L31 L93N-hiss diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
L31IN_L93N mit C—terminaler (His)s-
tag Fusion in C. glutamicum

pEKEx2_mscCG_F78N_I45N-his pEKex2 mit mscCG_F78N_I45N-hiss diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
F78N_I45N mit C—terminaler (His)s-
tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_F79N_I146N-his pPEKex2 mit mscCG_F79N_I46N-his; diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
F79N_146N mit C—terminaler (His)s-
tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_M86N_MA41N-his pEKex2 mit mscCG_M86N_M41N-hiss diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
M86N_M41N mit C—terminaler (His)s-
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tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_A51IN_V70N-His pEKex2 mit mscCG_A51IN_V70N-hiss diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
_A51IN_V70N mit C—terminaler (His)e-
tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_F78N_I46N-his pEKex2 mit mscCG_ F78N_I46N-his; diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
F78N_I46N mit C—terminaler (His)s-
tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_F79_I45N-His PEKex2 mit mscCG_ F79 I45N-hiss diese Arbeit
zur  Uberexpression von MscCG_
F79 145N mit C—terminaler (His)s-tag
Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscs/CT_mscCG_L109S-  pEKex2 mit mscs/CT_mscCG_L109S- diese Arbeit
his hiss  zur Uberexpression  von
Mscs/CT_MscCG_L109S mit C-
terminaler  (His)s-tag  Fusion in
C. glutamicum

pEKEx2_mscCG-TEV-His pEKex2 mit mscCG-TEV-hiss zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG mit TEV-
Schnittstelle und C—terminaler (His)e-
tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_175S-his PEKex2 mit mscCG_I75S-hisg zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG_I75S mit
C—terminaler (His)e-tag Fusion in
C. glutamicum

pEKEx2_mscs/mscCG110-his pEKex2 mit mscS/mscCG110-hiss zur diese Arbeit
Uberexpression von MscS mit 110 C—
terminalen AS von MscCG und (His)e-
tag Fusion in C. glutamicum

pEKEx2_mscCG_Q112L_V115S-his pEKex2 mit mscCG_Q112L_V115S- diese Arbeit
hiss  zur  Uberexpression  von
MscCG_Q112L_V115S mit C-
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum

pPEKEX2_mscS/Ct_mscCGA110-his  pEKex2 mit mscS, fusioniert mit der diese Arbeit
um 110 AS verkirzten C-terminalen
Doméne von mscCG zur
Uberexpression von
MscS/Ct mscCGA110 mit C-
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
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C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_A397-405-his PEKex2 mit mscCGA397-405-hisg zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCGA397-405
mit C-terminaler (His)s-tag Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_Ala397-405-his pEKex2 mit mscCG_Ala397-405-hiss diese Arbeit
zur Uberexpression von
MscCG_Ala397-405 mit C—-terminaler
(His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_1107S-his PEKex2 mit mscCG_1107S-hisg zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG_1107S mit
C—terminaler (His)e-tag Fusion in
C. glutamicum

pEKEx2_mscCG_V115S-his pEKex2 mit mscCG_V115S-hiss zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG_V115S
mit C—terminaler (His)s-tag Fusion in
C. glutamicum

PEKEX2_mscCGA110_Ala406-423- pEKex2 mit mscCGA710_Ala406-423- diese Arbeit
his hiss,  zur  Uberexpression  von
MscCGA110_Ala406-423 mit C-
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2 _mscCGA97_Ala424-436- pEKex2 mit mscCGA110 _Ala406-423- diese Arbeit
his hiss,  zur  Uberexpression  von
MscCGA110_Ala406-423 mit C—
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2_mscS/CT_mscCG_Ala406- pEKex2 mit mscS/CT_mscCG_A406- diese Arbeit
423-his 423-hiss zur  Uberexpression von
MscS/CT_MscCG_A406-423 mit C—
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum

PEKEx2_mscCG_Ala406-423-his pPEKex2 mit mscCG_Ala406-423-hiss diese Arbeit
zur Uberexpression von
MscCG_Alad06-423 mit C—terminaler
(His)e-tag Fusion in C. glutamicum

PEKEx2_mscS/CT_MscCG A406- PEKex2 mit mscS/Ct mscCG _A406- diese Arbeit
423-His 423-hiss zur  Uberexpression von
MscS/Ct_MscCG_A406-423 mit C-
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum
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PEKEx2_ mscCGA406-423-his pEKex2 mit mscCG_4406-423-hiss zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG_A406-423
mit C—terminaler (His)s-tag Fusion in
C. glutamicum

PEKEX_mscCGA110_random287- PEKex2 mit mscCGA110 _random287- diese Arbeit
401-his 401-hiss zur  Uberexpression  von
MscCGA110_random287-401 mit C-—
terminaler  (His)e-tag  Fusion in
C. glutamicum

pQEG6O Am', T5 promotor, Col E1 Qiagen (Hilden)
pQEGO_lacl pQEGO mit integriertem lacl Gen (Bbrngen, 2009)
pQE6O_lacl_mscCG PQE6O_lacl mit mscCG zur  (Borngen, 2009)

Uberexpression von MscCG in E. coli

PQE6O_lacl mscCGAL10 pQE6O_lacl mit mscCGA110 zur (Borngen, 2009)
Uberexpression von MscCGA110 in
E. coli

pPQE6O_lacl mscCGAI132 pQE6O_lacl mit mscCGA132 zur (Borngen, 2009)
Uberexpression von MscCGA132 in
E. coli

PQEGO_lacl mscCGA247 pQE6O _lacl mit mscCGA247 zur (Borngen, 2009)
Uberexpression von MscCGA247 in
E. coli

PQEG6O_lacl mscCGA141 pPQEGO lacl mit mscCGA141 zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCGA141 in
E. coli

pQEGO_lacl_mscCG_Q112L_V115S pQE6O_lacl mit diese Arbeit
mscCG_Q112L_V115S zur
Uberexpression von

MscCG_Q112l_V115Sin E. coli

pQEG6O_lacl_mscCG_A106V pQEGO_lacl mit mscCG_A106V zur diese Arbeit
Uberexpression von MscCG_A106V in
E. coli

pQEG6O_lacl_mscS pQEGO_lacl mit mscS zur diese Arbeit

Uberexpression von MscS in E. coli

pQEG6O_lacl_mscL pQEGO_lacl mit mscL zur diese Arbeit
Uberexpression von MscL in E. coli

pET29% KmR, Py, Novagen Inc.
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(Madison, USA)

PET29b_mscCG-his PET29b mit mscCG-hisg fur die Nina Moker
Uberexpression von MscCG mit C—
terminaler (His)s-tag Fusion in E. coli

pDrive_mscCG-his pDrive mit mscCG-hisg zur Borngen, 2009
Zwischenklonierung von mscCG in
E. coli

2.2 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 20 im Anhang aufgefhrt.

2.3 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung von E. coli DHSamer (Grant et al., 1990) und E. coli MJF Stdmmen
(Levina et al., 1999; Schumann et al., 2010), sowie der in dieser Arbeit verwendeten
C. glutamicum ATTC 13032 Stdmme (Abe et al., 1967) erfolgte in Schikanekolben unter
aeroben Bedingungen mit 125 rpm (revolutions per minute). Die Anzucht von E. coli in
Komplexmedien erfolgte bei einer Temperatur von 37°C in LB-Medium (Sambrook et al.,
1989), die Anzucht von C. glutamicum bei 30°C in BHI (brain-heart-infusion, Difco und
Oxoid- ThermoFisher Scientific).

Fur Wachstums- und Exkretionsversuche mit C. glutamicum wurde CgXII-Minimalmedium
verwendet. Die Bestimmung der optischen Zelldichte (ODggo) erfolgte photometrisch bei
einer Wellenldnge von 600 nm (Spektrophotometer Novaspec Il, Pharmacia Biotech Inc.).
Dabei wurde bei einer ODgg von 1 von einer Zelltrockenmasse von 34 mg/ml ausgegangen.
Vorkultivierungen von C. glutamicum erfolgten in BHI-Medium tber 8 h und wurden nach
Waschen mit CgXII-Medium oder einer 0,9% NaCl-Losung, fur das Animpfen in CgXIlI-
Medium auf eine ODggo von 0,5 verwendet. Die Plasmid-kodierte Expression von Proteinen
erfolgte Uber Nacht standardmafig durch Zugabe von 25 pM IPTG (Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid). Die so Uber 16 h inkubierte Kultur wurde anschliefend fiir das
Animpfen der Hauptkultur verwendet. Zur Selektion von E. coli-Zellen wurden jeweils

Plasmid-abhéngig 100 pg/ml oder fir C. glutamicum 25 pg/ml der Antibiotika Kanamycin
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oder Carbenicillin verwendet. Fir Wachstum auf Agar-Platten wurden den Komplexmedien

jeweils 15 g/l Agar zugesetzt.

LB-Medium: CGXII-Medium: Spurensalzldsung:
10 g/l Trypton 20 g/l (NH,),SO4 10 g/l FeSO4 x 7 H,0O
5 g/l Hefeextrakt 5 g/l Urea 10 g/l MnSQ4 x H,0O
10 g/l NaCl 1 g/l KH,PO, 1 g/l ZnSO4 x H,0O
1,6 g K;HPO, 0,2 g/l CuSO4 x 5 H,0
42 g/l MOPS 20 mg/l NiCl, x 6 H,0
2,9 g/l NaCl

40 g/l Glukose

0,25 g/l MgSO,4

0,01 g/l CaCl,

0,2 mg/l Biotin

30 mg/I Protocatechuat
1 ml/l Spurensalzlésung

(PH7)

2.4 Molekularbiologie Methoden
2.4.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli und Transformation

Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden E. coli zuvor fur Aufnahme von Fremd-
DNA manipuliert. Dazu wurden 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie von E. coli von einer
LB-Agar-Platte beimpft und Uber 8 h bei einer Temperatur von 37°C Kkultiviert.
AnschlieBend wurden 125 ml SOB-Medium mit 1 ml der Vorkultur beimpft. Nach einer
Inkubationszeit von 16 h bei 37°C wurden die Zellen 10 min auf Eis abgekuhlt und mittels
Zentrifugation bei 2500 rpm und 4°C geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden
anschlieBend in 40 ml TB-Puffer aufgenommen, erneut Gber 10 min auf Eis inkubiert und
wiederholt zentrifugiert. Das Zellsediment wurde dann in 10 ml TB-Puffer aufgenommen
und unter leichtem Schwenken tropfenweise 700 pl DMSO hinzugegeben. Zur Lagerung der

transformationskompetenten Zellen wurden jeweils 100 pl der Zellsuspension in
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vorgekihlten Reaktionsgefalien aliquotiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C gelagert.

Fur die Transformation wurden die préparierten Zellen auf Eis aufgetaut und nach Zugabe
von Plasmid-DNA oder eines Ligationsansatzes tber 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen fur 30-45 s einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und abschliefend in
800 pl LB-Medium aufgenommen. Nach Inkubation tiber 1 h bei 37°C erfolgte die Selektion

Plasmid-tragenden Klone auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika.

SOB-Medium: TB-Puffer:

5 g/l Trypton 10 mM PIPES (pH 6,7)
1,25 g/l Hefeextrakt 15 mM CaCl,

0,125 g/l NaCl 250 mM KClI

2,5 mM KCI x H,0O 55 mM MnCl,

10 mM MgCl,

2.4.2 Herstellung transformationskompetenter C. glutamicum Zellen und Transformation

Zur Transformation von C. glutamicum Zellen mittels Plasmid-DNA erfolgte zunéchst die
Préaparation elektrokompetenter Zellen. Dazu wurden C. glutamicum von einer BHI-
Agarplatte in 5 ml LB mit 2% Glukose tbereimpft und 16 h bei 30°C und 125 rpm kultiviert.
Diese Kultur wurde in 25 ml LB mit 2% Glukose uberfiihrt und 8 h unter gleichen
Bedingugnen inkubiert. Anschlieend wurde diese Kultur zum Beimpfen von 250 ml LB-I-
Medium auf eine ODgo Von 0,3 verwendet. AnschlieBend erfolgte eine Kultivierung tber 16
h bei 20°. Nach 20-minitiger Kiihlung auf Eis wurden die Zellen mittels Zentrifugation mit
4000 rpm bei 4°C, Gber 10 min geerntet und mehrmals mit einer eiskalten Lésung 10%
Glycerins gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen in 1 ml Glycerin-Ldsung resuspendiert und
jeweils 55 pl in vorgekiihlte ReaktionsgefaRe aliquotiert. Diese wurden sofort in fllissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Fur die Transformation wurden aliquotierte Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1-3 pl Plasmid-
DNA versetzt. Nach 30 minutiger Inkubation auf Eis, wurde der Ansatz in vorgekihlte
Elektroporationskivetten (2 mm Kivette, Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld)
uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene-Pulser (Biorad, Miinchen) bei 2,5
kV, 600 Q und 25 pF iiber ca. 5 pys. Die elektroporierten Zellen wurden dann in 3 ml BHIS-

Medium aufgenommen und 1 h bei 30°C inkubiert. Nach Zentrifugation (4000 rpm, 3 min,
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4°C) wurden die Zellen auf BHI-Agarmedium mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert.

LB-1-Medium: BHIS-Medium:
10 g/l Trypton BHI-Medium
5 g/l Hefeextrakt 0,5 M Sorbitol
10 g/l NaCl

4 g/l Isonicotinsaurehydrazid

25 g/l Glycin

0,1% (v/v) Tween 80

2.4.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli und C. glutamicum

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli und C. glutamicum erfolgte nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse. Daftir wurden jeweils 5 ml Komplexmedium mit einer Einzelkolonie
E. coli oder C. glutamicum beimpft und Uber Nacht kultiviert. Die Isolierung der Plasmid-
DNA erfolgte schlieBlich mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) oder mit
dem High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) nach Angaben der Hersteller. Fur die Plasmid-
Isolation aus C. glutamicum wurde die Zellsuspension zuvor mit Puffer Al 15 mg/ml
Lysozym fur 1-2 h bei 37°C prainkubiert. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde in 50 pl H,O

eluiert.

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Auftrennung und Reinigung von DNA nach einer Restriktion oder PCR, wurde eine
Gelelektrophorese mit 1%ige Agarose in TAE-Puffer durchgefihrt (Sambrook et al., 1989).
Zur Auftragung wurden 6x Loading Dye (Fermentas) bzw. zur Auftrennung nach Restriktion
10 x Green Buffer (Fermentas) verwendet. Die Detektion der DNA erfolgte in
Ethidiumbromidlésung mit einer Konzentration von ca. 5 mg/l. Zur Visualisierung und
Dokumentation wurde das Image Master VDS System (Amersham Biosciences) verwendet.

Die Isolierung aufgetrennter DNA aus der Gelmatrix wurde mit Hilfe des Reaktionskits
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NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Die DNA wurde in 10-20 pl H,O eluiert.

TAE-Puffer:

40 mM Tris
1mM EDTA
pH 8

2.4.5 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde eine PCR (Polymerase-Chain-
Reaction) (Mullis et al., 1986) durchgefuhrt. Dabei wurden zwei spezifische Oligonukleotide
verwendet, die den zu amplifizierenden Bereich flankieren. Die Konzentration der
verwendeten Oligonukleotide lag bei 10 pmol/ul in H,O. Als Polymerase wurde die
thermostabile Phusion- (Fermentas) oder Precisor-Polymerase (BioCat) verwendet. Die
Reaktionsansétze beinhalteten neben den Oligonukleotiden und der Polymerase, aulRerdem
die zu amplifizierende DNA-Zielsequenz (Plasmid- oder chromosomale DNA), dNTPs
(Desoxynukleosid-Triphosphate) und vom Hersteller der Polymerase bereitgestellte Puffer
mit Mg**-lonen. Jede PCR wurde spezifisch fiir das zu amplifizierende DNA Fragment
optimiert und 30 Mal wiederholt. Nach einer 5 minutigen Initialdenaturierung bei 98°,
erfolgte eine 30-sekiindige Denatierungsphase, eine 30-sekiindige Hybridisierung der
Oligonukleotide, dessen Temperatur abhangig seiner Zusammensetzung gewahlt wurde (ca.
4°C fur Cytosin oder Guanin und 2°C flr Adenin und Thymin), sowie einer Amplifizierung
der DNA durch die Polymerase bei einer Temperatur von 72°C. Die Zeit der Amplifizierung
war dabei abhéngig von der Léange des Amplifikats und richtete sich nach der
Geschwindigkeit der Polymerase (ca. 15-30 sec/1 kb). Final erfolgte eine verlangerte
Elongation Uber einen Zeitraum von 5 min, bevor der Reaktionsansatz auf 4°C abgekiihlt
wurde. Das PCR-Programm wurde mit Hilfe der Thermocycler mastercycler® gradient und
Mastercycler® personal (Eppendorf) durchgefihrt.

Zur Uberpriifung der Plasmid-DNA, wurde nach einer Transformation auRerdem eine
Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde abweichend der vorgemischte Reaktionsansatz (2 x
Econo Tag PLUS GREEN (Lucigen) verwendet. Entsprechende Oligonukleotide sowie eine

Zellkolonie der zu testenden Stdamme wurden dem Ansatz hinzugefgt.
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Beispielansatz: Beispielprogramm:
35 pl A. dest 98°C: 5 min

10 pl Reaktionspuffer 98°C: 30 sec

1 ul dNTPs (10 mM) 60°C: 30 sec 30x
1 pl Matrizen-DNA 72°C: 30 s/1 kb

1 pl Primer_fw (10 pmol/ul) 72°C: 5 min

1 pl Primer_rev (10 pmol/ul) 4°C

1 ul Polymerase (2 U/ul)
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon

synthetisiert und sind in Tabelle 20 aufgefiihrt.

2.4.6 Ortsgerichtete Mutagenese und Fusion von DNA-Fragmenten mittels PCR

Fur die ortsgerichtete Mutagenese wurden das Prinzip der Quickchange Site-Directed
Mutagenesis (Agilent Technologies) mittels PCR (modifiziert nach (Hutchison et al., 1978)
und (Vandeyar et al., 1988)) verwendet.

Bei dieser PCR werden Oligonukleotide verwendet, die die gewiinschte Mutation beinhalten
um damit ein komplettes Matrizen-Plasmid zu amplifizieren. Das methylierte Matrizen-
Plasmid wurde nach der PCR mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut. Die von Dpnl
unverdaute, amplifizierte DNA wurde anschlieBend in kompetente E.coli DHb5a

transformiert, in denen das amplifizierte DNA-Fragment vervielfaltigt wird.

Beispielansatz: Beispielprogramm:
34,5 ul A. dest 98°C: 2 min

10 pl Reaktionspuffer 98°C: 30 sec

2,5 Ul dNTPs (20 mM) 65°C: 30 sec 18x
0,5 ul Primer_fw (10 pmol/ul) 72°C: 11 min

0,5 u Primer_rev (10 pmol/ul) 72°C: 10 min

1 pl Polymerase (2U/pul) 4°C

1 pl Plasmid-DNA
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Fur die Teildeletion von DNA-Fragmenten oder die Insertion von spezifischen DNA-
Sequenzen in Plasmid-DNA wurde ebenfalls die PCR verwendet. Dabei wurden
Oligonukleotide erstellt, die Gberlappende DNA-Fragmente am 3‘-Ende besitzen (Horton et
al., 1989; Yon und Fried, 1989). Mittels PCR konnten so tiberhdngende und komplementare
DNA-Strange verknupft und DNA-Fragmente spezifisch entfernt oder eingefiigt werden.

2.4.7 Restriktion, Ligation und Sequenzierung von DNA

Far die enzymatische Restriktion von DNA, wurden FastDigest®
Restriktionsendonukleasen, sowie Puffer der Firma Fermentas (Thermo Scientific) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Plasmid-DNA wurde in Abhéngigkeit der
Konzentration mindestens 1 h verdaut. Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierter
Plasmid-DNA (Verhdltnis: ca. 3:1), wurde eine T4-DNA-Ligase (Fermentas, Thermo
Scientific) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Ligation erfolgte bei einer
Temperatur von ca. 20°C Uber einen Zeitraum von 1-2 h. Die Reaktion wurde durch
Inaktivierung der Ligase bei 65°C Uber 10 min gestoppt und anschlieBend wie unter 2.4.1
mit E. coli transformiert. Sequenzanalysen von Plasmid-DNA wurden von GATC Biotech
durchgefuhrt.

2.4.8 Konstruktion von Plasmiden

Die Konstruktion von Plasmiden erfolgte nach molekularbiologischen Standardmethoden
und wurde mittels DNA-Sequenzanalyse (2.4.7) verifiziert. Zur Klonierung von Genen in
E. coli oder C.glutamicum-spezifische Plasmid-Vektoren wurden als DNA-Matrix
chromosomale DNA, Plasmid-DNA und Bakterienzellen (Kolonie-PCR) verwendet. Fur die
Expression in E. coli wurde das Plasmid pQE60_lacl mit Ncol und BamH]I linearisiert und
mit dem vorverdauten DNA-Fragment ligiert. Zur Expression in C. glutamicum wurden mit
BamHI und Notl linearisierte pEKEx2-Plasmide (Eikmanns et al., 1991) verwendet. Mittels
PCR amplifizierte  DNA-Fragmente wurden zuvor ebenfalls mit den angegebenen

Resktriktionsendonukleasen verdaut.
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2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.5.1 Zellaufschluss und Membranpraparation von E. coli und C. glutamicum

Zur Kontrolle der Plasmid-kodierten Expression von MscCG und Derivaten wurden
entsprechende Zellen zunéchst sedimentiert und in 100 mM Kaliumphosphatpuffer (100 mM
KH,PO4/K,HPO,, pH 7,5, Complete® Protease-Inhibitor und DNasel) aufgenommen. Die
Zellen wurden anschlielend dreimalig mit der Zellmihle FastPrepT'V' (Thermo) oder dem
Homogenisator Precellys® (Peqlab) bei maximaler Geschwindigkeit Uber 45 sec
aufgeschlossen. Die anschlieRende Trennung der Zelltrimmer vom Uberstand erfolgte durch
Zentrifugation tiber 20 min bei 14000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde erneut bei 80000
rpm, zentrifugiert und die sedimentierte Membranfraktion in 100 mM Kaliumphosphatpuffer
resuspendiert. Membranpraparationen in groRBerem MaRstab erfolgten nach Zellaufschluss

mittels FrenchPress mit einem Volumen von maximal 40 ml mit 1200 psi.

2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellextrakt und Membranfraktionen erfolgte
nach Bradford (Bradford, 1976). Als Farbreagenz wurde Roti-NanoQuant® (Carl Roth) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Kalibrierung erfolgte mit BSA (Bovine Serum

Albumine) unterschiedlicher Konzentration.

2.5.3 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach Molekilmasse erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli,
1970). Dabei wurden 12%ige SDS-Polyacrylamidgele vertikal in einer Proteingel-Apparatur
(Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra System oder Bioemtra Minigel-Twin) gegossen und
Membranpraparationen mit Ladepuffer (4x) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte
diskontinuierlich bei einer Spannung von 60 V ber 40 min und 150 V (ber einen Zeitraum

von zwei Stunden.
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4x SDS-Probenpuffer:

4% SDS

25% Glycerin

0,5 M Tris/HCI pH 7,5

0,05 % Coomassie Brilliant Blau G

Trenngelpuffer:
1,5 M Tris
0,4 % SDS
pH 8,8 mit HCI

Trenngel (12%):
1,5 ml Trenngelpuffer
2,21 ml A. dest

2,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

40 pl APS (100 mg/ml)
4 ul TEMED

Elektrophoresepuffer:

24 mM Tris
192 mM Glycin
3,5mM SDS
pH 8,2 mit HCI

Sammelgelpuffer:
0,5 M Tris

0,4 % SDS

pH 6,75 mit HCI

Sammelgel:
625 pul Sammelgelpuffer

1,465 ml A. dest

410 pl 2,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
11,25 pl APS (100 mg/ml)

3,75 pl TEMED

2.5.4 Coomassie-Blau-Farbung von SDS-Gelen

Die Féarbung, SDS-Gelelektrophorese getrennter Proteine (2.5.3) erfolgte mittels Coomassie-
Blau-Farbung (Sambrook et al., 1989). Die Proteingele wurden dabei Uber einen Zeitraum
von 1-12 h in einer Coomassie-Farbeldsung inkubiert und anschlielend entfarbt bis die

Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

Coomassie-Farbeldsung: Entfarbeldsung:

45 % Ethanol

10 % Essigsaure

10 % Essigsaure
10 % Methanol
2,5 g Serva Coomassie Brilliant Blau G 250
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2.5.5 Transfer, Immobilisierung und immunologische Detektion von Proteinen (Western-
Blot)

Zur Uberpriifung der Expression von Proteinen wurde der immunologische Nachweis
mithilfe spezifischer Antikérper durchgefuhrt (Towbin et al., 1979). Nach
gelelektrophoresischer Auftrennung von Proteinen (2.5.3) wurden diese aus den
Polyacrylamid-Gelen auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid) transferiert (GE
Healthcare, PorengréRe 0,45 puM). Vor dem Transfer wurde die Membran zunéchst in
Methanol inkubiert und dann in Transferpuffer dquilibriert. Der Transfer erfolgte in einem
semi-dry-Verfahren oder mittels Kapillarblot. Bei dem semi-dry-Transfer wurde eine
Blotapparatur (Biometra) verwendet, in der vier in Transferpuffer getrdnkte Whatman
Filterpapiere (Whatman, 3 mm), die aquilibrierte PVDF-Membran, das Polyacrylamidgel
und erneut 4 in Transferpuffer getrankte Whatman Filterpapiere gestapelt wurden. Der
Proteintransfer erfolgte Gber einen Zeitraum von 45 min bei einer Stromstérke von 0,8
mA/cm?. Bei dem Kapillarblotverfahren wurden 2 PVDF-Membranen in Methanol inkubiert
und in Towbin-Puffer aquilibriert. Fir den Transfer wurden zwischen 2 Glasplatten, 4 in
Towbin-Puffer getrankte Whatman Filterpapiere, eine dquilibrierte PVDF-Membran, das
Polyacrylamidgel, die zweite PVDF-Membran, gefolgt von 4 in Towbin-Puffer getréankten
Whatman Filterpapieren, gestapelt. Der Proteintransfer auf die PVDF-Membranen erfolgte
uber 16 h unter Druck auf die obere Glasplatte durch Kapillarkrafte.

Nach Transfer wurde die Membran zunédchst iber mindestens 2 h bei Raumtemperatur in
Blockierungspuffer und mit dem ersten Antikorper (Penta-His, Isotyp: Maus IgG1, Qiagen
oder Anti-MscCG, Eurogentech) in einer Verdinnung von 1:2000 bzw. 1:1000 in
Blockierungspuffer tber einen Zeitraum von 1-2 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
der Membran mit TBS-Puffer, wurde diese mit dem Zweitantikbrper mit konjugierter
alkalischen Phosphatase (Anti-Maus 1gG, oder Anti-Kaninchen 1gG, Sigma-Aldrich) mit
einer Verdunnung von 1:1000 in Blockierungspuffer 1 h inkubiert. Die Detektion erfolgte
nach dreimaligem Waschen mit TBS-Puffer tber jeweils 10 min, durch Zugabe einer
NBT/BCIP-Lésung in AP-Puffer im Dunkeln bis zur gewunschten Signalstarke. Die
Phosphatasereaktion wurde durch Waschen mit A. dest gestoppt und die Membran

anschlieBend getrocknet.

32



Material und Methoden

Transferpuffer: TBS-Puffer: Towbin-Puffer:

10 mM CAPS 10 mM Tris 25 mM Tris

10 % Methanol 150 mM NaCl 192 mM Glycin

pH 11 pH 7,5

Blockierungspuffer: Alkalische-Phosphatase-Puffer NBT/BCIP -

LOsung:

TBS-Puffer 100 mM Tris 10 ml AP-Puffer

3% BSA 100 mM NaCl 0,0165 % BCIP
5 mM MgCI2 0,033 % NBT
pH (HCI) 9,5

2.5.6 Isolierung von Proteinen mittels Affinitdtschromatographie

Zur Expression und anschlieBenden Isolierung von MscCG-His wurde das Plasmid
PET29b_mscCG-his in E. coli BL21 verwendet. Durch die C-terminal angehangte Sequenz
die fir sechs Histidine kodiert, konnte das Protein nach Expression mittels
Affinitatschromatographie isoliert werden. Die Expression erfolgte in TB-Medium, nach
einer Vorkultivierung in 100 ml Medium bei 37°C. Bei einer ODgoo von 1-1,2 erfolgte die
Induktion der Expression durch Zugabe von IPTG auf eine Endkonzentration von 1 mM und
Glycerin auf eine Endkonzentration von 0,4 %. Die Expression erfolgte dann ber einen
Zeitraum von 4 h bei einer Temperatur von 26°C.

Nach Ernte durch Zentrifugation (5000 rpm, 20 min, 4°C) wurden die Zellen in
Aufschlusspuffer resuspendiert und mittels FrenchPress bei einem Druck von 1200 psi
aufgeschlossen. AnschlieBend erfolgte die Trennung der Zelltrimmer mittels Zentrifugation
bei 12.500 rpm und 4°C Uber 30 min. Die Gewinnung der Membranfraktion erfolgte mittels
Ultrazentrifugation mit 55.000 rpm und 4°C Uber 1 h. Die Membranfraktion wurde dann in
ca. 10 ml 50 mM Tris pH 7,4 mit 10% Glycerin aufgenommen und fir die Solubilisierung
mit DDM (n-Dodecyl B-D-Maltosid) verwendet. Durch die tropfenweise Zugabe von 550 pl
einer 20%-DDM-L6sung unter Rihren erfolgt die Solubilisierung von MscCG-His, um
anschlieBend nach einer Verdinnung von 1:4 mit 1 ml CoNTA-Material inkubiert zu
werden. Das CoNTA-Material wurde zuvor mit Puffer &quilibriert und mit dem Solubilisat
insgesamt Uber Nacht bei einer Temperatur von 4°C inkubiert. Die Isolierung der
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PolyHistidin-markierten Proteine erfolgte dann in einem batch-Verfahren mittels gravity-
flow. Dazu wurden das CoNTA-Material auf eine Sdule gegeben und gebundene Proteine
schrittweise mit Waschpuffer und Elutionspuffer mit steigender Imidazol-Konzentration in
verschieden Fraktionen eluiert. Zur Erhéhung der Proteinkonzentration wurden
Elutionsfraktionen nach Uberpriifung der Proteinkonzentration mit Amicon® Filtereinheiten
eingeengt und von Imidazol befreit.

Aufschlusspuffer: TB-Medium:

100 mM Tris 12 g/l Trypton

Complete Protease-Inhibitor 24 g/l Hefeextrakt

DNasel 0,4 % Glycerin

pH 7,5 100 ml/l Phosphatpuffer (23,14g/1IKH,PO,4,125¢/I
K,HPO,)

Waschpuffer: Elutionspuffer:

50 mM Tris pH7,5 50 mM TrispH 7,5

10 % Glycerin 10 % Glycerin

1 mM DDM 1 mM DDM

(+ 5 mM Imidazol) 300 mM Imidazol

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Bestimmung der Osmolalitat von Lésungen

Zur Bestimmung der Osmolalitdt von Lésungen wurde ein Osmometer (Osmomat 030,
Gonotec) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wird nach dem Prinzip der
Gefrierpunktserniedrigung, der Gefrierpunkt einer Probe gemessen und mit bekannten
verglichen. Zur Kalibrierung wurden Kalibrierungslosungen des Herstellers von 0,1

osmol/kg bis 1,2 osmol/kg eingesetzt.
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2.6.2 HPLC-Analyse

Zur Bestimmung der Konzentration von Glutamat in Lodsungen mittels HPLC
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie) wurde das VWR/Hitachi System EliteLaChrom
mit der Pumpeinheit L-2130, dem Saulenthermostat L-2300 und dem Fluoreszenz-Detektor
L-2485 verwendet. Das in den Proben enthaltene Glutamat wurde einer
Vorséulenderivatisierung mit OPA-Reagenz (o-Phtaldiadehyd/Borat/2-Mercaptoethanol,
Thermo Scientific) unterzogen. Dabei werden primére Amine zu fluoreszierenden Thio-
subsituierten  Isoindolverbindungen  derivatisiert, deren  Fluoreszenz  bei  einer
Anregungswellenldange von 230 nm und Emmisionswellenlange von 450 nm detektiert
werden kann. Die Probenldosungen wurden mit einer reversed-phase-Vorsdule RP-18
(Multospher 40x4 mm, CS Chromatographie), gefolgt von einer RP-18 reversed-phase-
Hauptséule (Nucleodur® RP-18, 125 x 4 mm, Macherey-Nagel) getrennt. Die Flussrate
betrug 1 ml / min bei einer S&ulentemperatur von 35°C. Die mobile Phase bestand aus
programmabhdngigen Mischungen von Puffer A und Puffer B. Zur Berechnung der
Glutamatkonzentrationen wurde eine Kalibrierung mit 10 uM, 50 uM, 100 uM und 250 pM

Glutamat durchgefihrt und anhand der erhaltenen Peak-Flachen automatisch ermittelt.

Tab. 3: HPLC-Programm zur Bestimmung der Glutamatkonzentration

Zeit [min]  Puffer A[%] Puffer B [%]

0 90 10

3 80 20

3,5 70 30

55 62 38

12 90 10
Puffer A: Puffer B:
40 mM Natriumacetat 50 % Acetonitril
0,06 % Natriumazid 50 % Methanol

5 % (v/v) Methanol/Acetonitril 1:1
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2.7 Biochemische Methoden

2.7.1 Betainaufnahme und -Efflux wahrend osmotischer Kompensation

Die enzymatische Synthese von radioaktiv markiertem Glycin-Betain erfolgte nach Landfald
und Strom (Landfald und Strgm, 1986), wie zuvor beschrieben (Peter et al., 1996). Zur
Messung der Betainaufnahme, wurden C. glutamicum Zellen unter hyperosmotischen
Bedingungen bei 30°C und 125 rpm, aerob tber Nacht in 25 ml BHI-Medium mit 0,5 M
NaCl kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend mittels Zentrifugation (6 min, 4°C, 4000
rpm) geerntet und zweimal mit eiskaltem Downshock-Puffer gewaschen. Dieser
hypoosmotische Waschschritt fuhrt zu einem Efflux kompatibler Solute, die wéhrend der
Vorkultivierung in Komplexmedium synthetisiert oder aufgenommen wurden. AnschlieRend
wurden die Zellen in gekihltem Uptake-Puffer mit einer ODggyo vVon ca. 4 aufgenommen und
[**C]-Glycin-Betain mit einer Endkonzentration von 1 mM (ca. 25.000 cpm/ml) zugegeben.
Zur Messung der Betainaufnahme wurden 200 pl der Zellsuspension entnommen und sofort
auf Glasfaserfilter (Millipore) filtriert. Die Filter wurden direkt mit 3 ml Uptake-Puffer
gewaschen und die Radioaktivitat wurde nach Zugabe von 3,8 ml Szintilationsflussigkeit
(CarlRoth) mit einem Flussigszintillationszahler (LS 6500, Beckman Instruments) gemessen.
Um die Abgabe und Aufnahme von Betain zu ermitteln, wurde unmarkiertes Betain mit
einem deutlichen Uberschuss von 50 mM hinzugegeben und Proben wie beschrieben
entnommen. So konnte der Netto-Efflux von Betain anhand der Anderung der internen

Konzentration radioaktiv markierten Betains innerhalb der Zellen, berechnet werden.

Downshock-Puffer: Uptake-Puffer:
100 mM Mes/Tris pH 8 100 mM Mes/Tris pH 8
5 mM Na2HPO4 0,9 M NaCl
5 mM K2HPO4 30 mM Glukose
30 mM Harnstoff
30 mM KCI
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2.7.2 Bestimmung des Membranpotentials von C. glutamicum

Die Bestimmung des Membranpotentials wurde wie bereits beschrieben (Ebbighausen et al.,
1991) durchgefithrt. Dabei wurde das lipophile und radioaktiv markierte Kation [*C]-
Tetraphenylphosphoniumbromid (TPP*) (Hartmann Analyic) als Sonde verwendet (Kashket,
1985; Rottenberg, 1979). TPP" ist in der Lage die Cytoplasmamembran zu durchdringen und
in der Zelle zu akkumulieren. Dabei hangt die Akkumulation vom elektrischen Potential
uber der Membran ab und stoppt nach Einstellung eines Gleichgewichts. Im Gleichgewicht
entspricht das elektrische Membranpotential somit dem chemischen Potential von TPP* und
das elektrische Potential kann auf Basis der intra- und extrazellularen Konzentration von

TPP" berechnet werden. Dabei gilt:
AY = (—2,303 R - T/F) log([TPP*1i,, / [TPP*]ex)

mit F = Faraday’sche Konstante (9,6 - 10* A - s - mol™1)

R = allgemeine Gaskonstante (8,31 ] - mol™1 - K1)

T = absolute Temperatur (K)
Um die Messung von unspezifischer Akkumulation von TPP™ an anionische Gruppen auf der
Zelloberflache und dem Zellinneren zu Kkorrigieren wurden die Zellen mit einem
lonophorenmix aus Valinomycin  (Endkonzentration 20 pM) und Nigericin
(Endkonzentration 5 pM) deenergetisiert. Das Membranpotential wurde unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen bestimmt. In Abhéngigkeit des Experiments wurden 10 pl einer
TPP*-Gebrauchslésung (Endkonzentration 10 uM, spez. Aktivitit der Gebrauchslosung:
2,21 x 10° D/min mmol, 2 pl/ ml Zellsuspension) auf 5 ml einer Zellsuspension mit einer
ODsgoo von 4 unter Ruhren gegeben und Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten mittels
Silikondlzentrifugation (200 pl Zellsuspension, 70 pl 1,09 g/cm?® Silikondl und 30 pl 20%
Perchlorsaure) vom Medium getrennt. Die Radioaktivitat von 150 pl des Uberstandes wurde
per Flissigkeitsszintilationszahlung ermittelt. Zur Bestimmung der internen TPP*-
Konzentration wurden auflerdem 150 pl der Zellsuspension vermessen und so die interne

TPP*-Konzentration berechnet:
TPP+intern = TPP+t0taI - TPP+extern

Die erhaltenen Werte wurden um die unspezifische Bindung von TPP* mittels Messung nach

Zugabe von Nigericin und Valinomycin korrigiert.
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2.7.3 Glutamatproduktion

Zur Produktion und Exkretion von Glutamat mit C. glutamicum, wurden Zellen 8 h in 25 ml
BHI-Komplexmedium und 16 h in 50 ml CGXII-Minimalmedium vorkultiviert. Die
Hauptkultur wurde dann auf eine ODggo von 2 bis 3 in CGXII-Medium angeimpft und bei
einer Temperatur von 30°C und 125 rpm inkubiert. Die Glutamatexkretion wurde in der
exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODgy von 4-6 durch Zugabe von 6 U/ml
Penicillin G (Sigma-Aldrich) ausgeldst. Zur Messung der Konzentration von Glutamat im
Medium, wurde 1 ml der Hauptkultur entnommen und die Zellen mittels Zentrifugation
(13000 rpm, 4°C) tiber 5 min sedimentiert. Ein Volumen von 500 pl des Uberstandes wurde
anschlieBend erneut bei 130000 rpm und 4°C Uber einen Zeitraum von 30 min zentrifugiert,

um die Konzentration von Glutamat im Uberstand mittels HPLC (2.6.2) zu bestimmen.

2.7.4 Aufschluss von C. glutamicum durch Permeabilisierung

Fur den Aufschluss von Zellen mittels Permeabiliserung wurde CTAB (Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid) verwendet. Fur den Nachweis und Messung der internen
Glutamatkonzentration wurden Zellen sedimentiert, mit 1 ml 0,1% CTAB resuspendiert und
uber 20 min unter Schitteln inkubiert. Nach Zentrifugation tber 15 min bei RT mit 13000

rpm, wurde der Uberstand mittels HPLC analysiert.

2.7.5 Bestimmung der Zellviabilitat von E. coli nach hypoosmotischem Schock

Die Bestimmung der Uberlebensrate nach hypoosmotischem Schock erfolgte wie bereits
zuvor beschrieben (Levina et al., 1999; Nomura et al., 2006). Zundchst erfolgte die
Vorkultivierung von E. coli MJF612 mit entsprechendem Plasmid, bei denen vier Gene fur
mechanosensitive Kandle deletiert sind in 5 ml CP-Minimalmedium mit einer
Glukosekonzentration von 0,2 % und einer Temperatur von 37°C (ber ca. 16 h. Nach
erneuter Zugabe von 0,2 % Glukose und Inkubation tber 1,5 h erfolgte die Beimpfung einer
Startkultur mit 10 ml CA-Minimalmedium, supplementiert mit 0,5 M NaCl (1120 osmol/kg)
auf eine ODggyo von 0,02 mit den vorkultivierten Zellen. Nach Wachstum bis zur einer ODggo
von 0,13-0,14 erfolgte zur Plasmid-kodierten Expression der gewinschten Konstrukte, die

Zugabe von IPTG auf eine Endkonzentration von 1 mM. Die Expression erfolgte tber einen
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Zeitraum von 1 h, um die Zellen anschliefend einem hypoosmotischem Schock
auszusetzten. Dazu wurden die Kulturen in 10 ml vorgewarmten CP-Minimalmedium 20-
fach verdinnt und tber 5 min bei 37°C und 125 rpm inkubiert. Als Kontrolle wurde CP-
Minimalmedium mit 0,5 M NaCl dquivalent beimpft. AnschlieBend wurden alle Kulturen in
drei Schritten insgesamt 200fach verdunnt und 15 pl der Zellsuspension auf LB-Agarplatten
mit IPTG und entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Alle Verdinnungsschritte erfolgten
dabei in CA-Minimalmedium mit unterschiedlicher NaCl-Konzentration, um eine Ldsung
mit CP-Minimalmedium und 0,5 M NaCl mit einer Osmolalitdt von 1120 mosmol/kg zu
erhalten. Nach Inkubation tiber Nacht erfolgte die Zahlung der Kolonie-formenden Einheiten
sowohl der geschockten (Nschock) als auch der ungeschockten (Ngkontrone) Zellen, zur

Berechnung der Uberlebensrate (Nschock/ Nkontrolle)-

CP-Minimalmedium:

8,58 g/l Na;HPO,

0,87 g/l K;HPO,

1,34 g/l Zitronenséure

1 g/l (NH4),SO4

0,001 g/l Thiamin

0,1 g/l MgSO, 7H,0

0,002 g/l (NH4),SO4FeSO,4 6H,0
pH 7, ~220 osmol/kg

2.8 Elektrophysiologische Messungen

2.8.1 Préparation von E. coli Sphéaroplasten

Fur die elektrophysiologische Messung von MscCG und Derivaten wurden Spharoplasten
aus E.coli MJF612, MJF465 und MJF431 erstellt, bei denen jeweils Gene fir
mechanosensitive Kanéle deletiert sind und zu untersuchende Kandle Plasmid-kodiert
exprimiert wurden. Die Methode der patch-clamp-Messung erfolgte dhnlich wie zuvor
beschrieben (Martinac et al.,, 1987; Ruthe und Adler, 1985). Zur Expression der
gewinschten Kandale wurde das Plasmid pQE60_lacl mit Ampicillin-Resistenz konstruiert,
da die Deletionsstimme keine Ampicillin-Resistenz besitzen. Eine Ubernachtkultur (LB-

Medium, 200 rpm, 37°C) von MJF612 oder den oben genannten E. coli mit entsprechenden
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pQEG6O_lacl Plasmid wurde in 20 ml tber 16 h kultiviert und 200 ul fir die Beimpfung von
20 ml Vorkultur verwendet. Nach Wachstum bis zu einer ODgy von 0,4 wurde die
Inkubation bei erhéhter Temperatur von 42°C fortgefuhrt. Von dieser Vorkultur wurden 6 ml
verwendet um 54 ml LB-Medium mit 60 pg Cephalexin zu beimpfen. AnschlieRend erfolgte
Inkubation und Wachstum der E. coli-Zellen bei 42°C (iber einen Zeitraum von 1-2 h, bis die
Einzelzellfilamente die gewtinschte GroRe von ca. 50-15 pum erreichten, die ausreichend fur
die Formation von giant-Sphéroplasten (50-150 pum) ist. Nach Formation der verlangerten
E. coli Zellen, erfolgte die Plasmid-kodierte Expression von MscCG oder Derivaten. Dazu
wurden die Temperatur auf 25°C gesenkt und Glycerin mit einer Endkonzentration von 0,4%
sowie IPTG mit einer Endkonzentration von 0,1 mM hinzugegeben. Zur Verringerung der
Anzahl exprimierter Kandle wurde in Abhéangigkeit des Expressionslevels in einigen
Préaparationen die IPTG-Konzentration drastisch herabgesetzt. Die Expression erfolgte
insgesamt Uber einen Zeitraum von 1,5-2 h bei 25°C und 180 rpm.

Die verlangerten Zellen wurden dann per Zentrifugation (5 min, 3500 rpm) geerntet und in 5
ml 0,8 M Sucrose mit 0,4% Glycerin resuspendiert, bevor sie nach erneuter Zentrifugation in
2,5 ml 0,8 M Sucrose mit 0,4% Glycerin aufgenommen wurden. Zur Bildung von
Spharoplasten wurden folgende Ldsungen nacheinander hinzugeftigt und durchmischt:

150 pl 1 M Tris pH 7,2, 120 pl 5 mg/ml Lysozym, 50 pl 5 mg/ml DNasel und 150 ul 0,125
M EDTA (Endkonzentration 6,3 mM). Nach Zugabe von EDTA wurde die Formierung der
Spharoplasten durch Hydrolyse der Peptidoglycanschicht mikroskopisch verfolgt und die
Reaktion zur Bildung der Sphéroplasten durch Zugabe einer Stopp-Ldsung nach 3-7 min
gestoppt. Die gebildeten Sphéroplasten wurden dann direkt in 5 ml Verdiinnungslésung

aufgenommen bei -20°C gelagert.

Stopp-L6sung: Verdiinnungsldsung:

2,1 ml 0,8 M Sucrose mit 0,4% Glycerin 29 ml 0,8 M Sucrose mit 0,4% Glycerin

228 ul A. dest 290 ul 1 M MgClI2

48 ul 1 M MgCI2 290 pl 1 M TrispH 7,2
24l 1M TrispH 7,2 2,3 pl Glycerin

1,2 pl Glycerin
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2.8.2 Patch-Clamp-Messungen von E. coli-Sphéroplasten

Die elektrophysiologische Einzelzellmessung wurde unter anderem mit giant-E. coli-
Spharoplasten durchgefiihrt (Martinac et al., 1987). Dazu wurden 1,5-3 ul préparierter
Spharoplasten (2.8.1) in eine mit ca. 500 ul Badlésung gefillte Messkammer mit Glasboden
gegeben. Zur Herstellung von Mikropipetten wurden Borosilikat-Kapillaren (Drummond
Scientific) verwendet und mit einem Mikropipetten-Puller (Flaming/Brown P-87, Sutter
Instruments Co. oder vertikalem Puller von Narishiger) mit einem Durchmesser von ca.
1 um gezogen, sodass der Widerstand der Mikropipette, je nach Zweck zwischen 1,5 und 6
MQ lag. Die Glaspipetten wurden Luftblasenfrei mit Pipettenlosung gefullt. Alle
Aufnahmen wurden nach Standard-patch-clamp-Technik (Hamill et al., 1981) bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Durch Ansaugen der Pipette mittels Spritze oder Mundstiick
wurde ein negativer Druck erzeugt, der zu einer dichten Versiegelung eines
Membranfragments eines Sphéroplasten und der Glaspipette fuhrt und so einem sehr hohem
Widerstand erzeugt. Durch Erhohung des Drucks und dem sehr vorsichtigem Entfernen des
Spharoplasten wird schliel3lich ein starke Versiegelung (Giga-Ohm-Seal) erreicht. Bei dieser
Konfiguration handelt es sich um einen Inside-Out-Patch, bei dem sich die Innenseite des
Membranpatches nach auRen zeigt.

Der negative Druck wurde in mmHg gemessen und von einem piezoelektrischem
Manometer (Omega Engineering) aufgenommen. Angelegte Spannungen und gemessene
Stréme, die durch Aktivierung der mechanosensitiven Kanédle mittels Unterdruck
hervorgerufen wurden, wurden mit einem Axon 1D patch-clamp Verstarker Gber einen
Digital/Analog/Analog-Digital-Wandler, bei 2kHz digitalisiert und bei 5-20 kHz gefiltert,
aufgenommen. Die Analyse der aufgenommenen Strome erfolgte mittels pCLAMP10
Software (Axon Instruments), Leitfahigkeiten wurden unter Bericksichtigung der

Gauli‘schen Normalverteilung des Stroms bei jeweils angelegten Spannungen berechnet.

Pipettenldsung: Badldsung:
200 mM KCI 250 mM KCI
40 mM MgCI2 90 mM MgCI2
5 mM HEPES 5 mM HEPES
pH 7,2 pH 7,2
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2.8.3 Patch-Clamp-Messungen von Proteoliposomen

Zur elektrophysiologischen Vermessung mechanosensitiver Kanéle in Proteoliposomen
wurden unterschiedliche Methoden zur Rekonstitution der isolierten Kanéle verwendet. Bei
der D/R-Methode (Héase et al., 1995) wurden 2 mg Lipide mit Chloroform in einem
Reagenzglas geldst und anschlieBend nach Zugabe von 1 ml D/R-Puffer 15 min im
Ultraschallbad behandelt, bis sich die Lipide im Puffer homogen geldst hatten. Diese Ldsung
wurde dann in ein 15 ml Reaktionsgefal Uberfihrt und erneut 2 ml D/R-Puffer
hinzugegeben. Nach Zugabe von zuvor aufgereinigten mechanosensitiven Kanalen im
Verhaltnis Lipid:Protein von 1:1000 erfolgte eine Inkubation unter Rotation tber 1 h.
AnschielRend erfolgte die Zugabe von BioBeads (BioRad) und einer weitere Durchmischung
uber 3 h. Nach dem Entfernen der Biobeads wurde die Suspension mit 43.000 rpm 45 min
bei 4°C zentrifugiert und 1-2 Tropfen des Sediments auf einen Objekttrager getropft und
dieses unter Vakuum bei 4°C getrocknet. Die getrocknete Schicht wurde dann durch Zugabe
von D/R-Puffer rehydriert und sofort fur die Messung verwendet. Durch Zugabe von 2-4 pl
der rehydrierten Lipidldsung in eine Badlosung erfolgte die Formierung von multi- und
unilaminaren Proteoliposomen.

Bei der Sucrose-Methode (Battle et al., 2009) wurden 2 mg Lipide in Chloroform gel6st und
unter Stickstoff getrocknet. Nach Zugabe von 1 ml 0,4 M Sucrose erfolgte eine Inkubation
bei 55°C Uber 3 h. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von isolierten mechanosensitiven
Kanélen im Protein-Lipid-Verhaltnis von 1:1000. Die Lésung wurde dann ber Nacht bei
RT mit 180 rpm inkubiert. 2 pl dieser Lipidmischung wurden dann in die Badlosung zur
Bildung von Proteoliposomen gegeben.

Fur die elektrophysiologische Messung der Kanalaktivitdten in Liposomen wurden Aliquots
der praparierten Liposomenlésungen in eine Kammer mit Badlésung gegeben, was nach ca.
3-30 min zur Bildung von unilaminaren ,, blister fuhrt. Diese wurden dann verwendet um
eine starke Versieglung zwischen Mikropipette und Membran zu erlangen (Giga-Q-seal).
Ein Inside-Out-Membran-patch konnte hier bereits durch Beriihrung der Pipettenspitze an
die Membran erzeugt werden. Negativer Druck wurde mittels Spritze oder Mundstiick
erzeugt und per piezoelektrischem Manometer (Omega Engineering) in mmHg
aufgenommen. Die Herstellung der Mikropipetten erfolgte wie oben beschrieben, wobeli

Pipetten erstellt wurden, deren Widerstand mit 2,5-5 MQ etwas geringer war.
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2.8.4 Bestimmung des Druckschwellenwerts von mechanosensitiven Kanélen

Zur Bestimmung des Druckschwellenwerts, der zur Offnung von MscCG und Derivaten in
Spharoplasten flhrt, wurde der E. coli Stamm MJF431 verwendet, bei dem MscS und MscK,
aber nicht MscL fehlt. MscL wird hier konstitutiv exprimiert und dient als Referenz zur
Berechnung des Schwellenwerts. Die Préparation und Plasmid-kodierte Expression von
MscCG und Derivaten erfolgte wie beschrieben (2.8.1). Bei der Analyse wurde der Druck
gemessen, bei dem die erste Offnung von MscCG bzw. einem Derivat und im Vergleich
dazu MscL zu beobachten war. In jedem patch wurde die Messung mindestens funf Mal
durchgefuhrt und insgesamt mit mindestens flinf Replikaten wiederholt, um das
Druckschwellenverhaltnis von MscCG zu MscL und damit den benétigten negativen Druck,

der zum Offnen der Kandle fiihrt, zu berechnen.
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3. Ergebnisse
3.1 Untersuchungen zur Funktion von MscCG in der Glutamatexkretion

3.1.1 Konstruktion von GOF- und LOF-Mutanten von MscCG

Die Deletion von mscCG hat eine drastische Verringerung der durch Penicillin-ausgeltsten
Glutamatexkretion zur Folge (Bdrngen, 2009). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass
MscCG als Exkretionssystem fungiert und neben seiner Funktion als mechanosensitiven
Kanal sowohl als Notventil nach hypoosmotischem Schock, als auch als Exkretionssystem
fir Glutamat fungiert. Da durch die Deletion nicht eindeutig geklart werden konnte ob
MscCG nicht auch eine regulatorische Funktion auf ein unbekanntes Protein hat, das die
Exkretion vermittelt, kénnten Funktionsgewinn gain-of-function- (Funktionsgewinn) als
auch loss-of-function- (Funktionsverlust) Mutationen eine direkte Exkretion via MscCG
offenlegen. Fir MscS, der eine groRe Ahnlichkeiten mit der Porenregion von MscCG
aufweist, sind einige GOF- als auch LOF-Mutationen bekannt, bei denen eine Substitution
von Aminosduren in funktionellen Untereinheiten zu drastischen Veranderungen im gating-
Verhalten flhren. So resultieren Modifikationen in einem Glycin-Alanin reichem Motiv des
hydrophoben Verschlusses der Pore, zur Verringerung des fiir die Offnung bendétigten
Drucks (Edwards et al., 2005; Miller et al., 2003a). Im Gegensatz dazu wurden fur MscS
auBerdem Mutationen beschrieben, die zu einem loss-of-function fiihren. So evoziert eine
Substitution von hydrophoben Resten der Lipid-Protein-Verbindung durch hydrophile
Aminosauren wie Asparagin eine Veranderung der Interaktion und somit einer erhdhten
Druckschwelle zur Offnung von MscS. Diese Bereiche befinden sich an den Enden der
ersten sowie zweiten Transmembranhelix von MscS (Nomura et al., 2008, 2006).

Ein LOF-Phdnotyp war dabei nur zu beobachten, wenn die Doppelmutationen
A5IN(TM1)/F68N(TM2) und I37N(TM1)/L86N(TM2) auf der jeweils selben Seite des
cytoplasmatischen bzw. periplasmatischen Endes vorhanden waren. Die Asparagin-
Substitution der Aminoséuren in der Nahe der Enden der Transmembrandomanen resultierte
in einer Erhohung der gating-Druckschwelle, sowie in der Verringerung der Uberlebensrate
nach hypoosmotischem Schock. Es wird vermutet, dass die Verkirzung der hydrophoben
Region, durch Substitution von hydrophoben Resten am Ende der Transmembranhelices
durch Asparagin, zur einer reduzierten Spannungssensitivitat fuhrt. Auch kommt es aufgrund

einer Asparagin-Substitution zu einer Strukturveranderung des Proteins, die eine Lipid-

44



Ergebnisse

Protein-Interaktion an den Enden von TM1 und TM2 fir die Funktion von MscS und zur
Detektion von Verénderungen der Membranspannungen notwendig ist, verhindert (Nomura
et al., 2006).

Des Weiteren wurden im Jahr 2010 Aminosauren identifiziert, deren polare Substitution
durch Serin zu einem substantiellen Verlust der Uberlebensrate bei osmotischen Schock
fihrt (Belyy et al., 2010). Multiple Serin-Substitutionen (F68S, L111S und L115S) fuhrten
sogar zu einem Phanotyp der dem knock-out von MscS &hnelt. Die Orte der Substitution sind
stark konserviert, formen den Rand der verdeckten interhelikalen Kontaktstellen und
représentieren die Spannungs-ubermittelnde Klammer in MscS.

Im Gegensatz zu MscS, dessen Struktur sowohl im offenem (2vv5.pdb), (Wang et al., 2008)
als auch im geschlossenen Zustand (2oau.pdb) (Bass et al., 2002) bekannt ist, sind bisher
keine Strukturinformationen fiir MscCG verfugbar. Ein Vergleich der Priméarstruktur von
MscS und MscCG verdeutlicht, dass beide Kanale hohe Ahnlichkeiten, insbesondere in der
Poren-formenden dritten Transmembrandomane besitzen (Abb. 5). Diese Pore-formende
Helix besitzt eine &duBerst hoch konserviertes Motiv (G(X)2G(X)3sGLAXQ(X)4N(X)3G(X)s)
und nimmt eine wichtige Rolle in der Funktion des Kanals ein (Akitake et al., 2007; Balleza
und Gémez-Lagunas, 2009; Edwards et al., 2005).

45



Ergebnisse

ol

Mscs 0000000000000000000000000000Q00Q000Q 00000
1 o}

1 10 20 30 40 50 60
MscS .MEDNVDSNGAGSAN. .QLSYANAAAIVGIA M IEN VNRLMI D T2 D
MscCG MILGVP|IJQYLILYSLWNEIIND TGFDVA|LIL VILEAF|L I/P RIIJGRIL AMR(I MK RV EEJAEADAD T TRN QA FENGAG V

o2 3 B1
24 0d0000000000Q00 TT =
70 90 100 d1p 120 130

80
MscS FLSALRGIFLILRVG\QT VIGG A NLAVLMF;P REYD
MscCG (Y IAQIWAFFMLEW(SAMOENF(d. F sl z/GENY 1/pkAT 1|a|sEN . [E DF LEXeJF F|I 1T E[KIQMG[V[e]D Wiy R

B2 B3 B4 o4 B5 B6
MscS > »TT »0..00000Q  =—TTT — T T Q000
140 150 160 170 180 190 200
MscS

LGle. .. .I—\IFTMADGK. .GIGI FPRRNEFIYDSDV
MscCG FE[ENGIVYE[RIAYTE I TMRAWK IRENTIAQE|T V I gz S T AR V|CIINRISINRIWERA VYV I P I 2 M|L[&sS B[N I|TVIT 2[R

oS B7 B8
MscS 0000000000 TT —_—s e
219 229 23?

MscS KIQILWNIIIQSIEDRMLKDRE . . & v vt v v v v v e et e e v n v e as MPSVIILNELGASISINFEVEYR . . . . . v o . .. v
MscCG SEAAWNRRALGQEKMAPEILGELDVHPATEVIPPTVVGMPWMVEYMBIF LIVIQVITAIGNQWLMERAIRTEIISEF

MscS

B

9

]

B

h,

R
<t

MscS =P00000000000000000Q0Q00 . . . . .t i ittt ettt it e e 20
240 250 260

MscS NS DLNYWDEKR 2 0 GFP
MscCG IEEY[ESATTTSGTLID|S UHVIJHEEPKTSLIDASPQALKEPKPEAAATVASLAASSNDDADNADES|VRNAG

B9
MscS —
270 280

MscS YMDNE‘KRKDK .....................................................
MscCG NIHEKELDSDV|IUEQELSSEEPEETAKPDHSLRGFFRTDYYPNRWQKILSFGGRVRMSTSLLLGALLLLSLF

MscS

MSCS . L L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
MscCG KVMTVEPSENWQNSSGWLSPSTATSTAVTTSETSAPVSTPSMTVPTTVEETPTMESNVETQQETSTPATA

MscS

MS S . . L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
MscCG TPQRADTIEPTEEATSQEETTASQTQSPAVEAPTAVQETVAPTSTP

Abb. 5: Sequenzvergleich der Primarstruktur von E. coli MscS mit
Sekundastrukturinformationen und C. glutamicum MscCG. Hervorgehoben sind die ersten drei
Transmembrandoménen, sowie Aminosauren, deren Substitution zu GOF und LOF in MscCG
fuhrten und &quivalente Aminosauren in MscS. GOF: A106 und L109; LOF: Q112 und VV115.
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Zur Identifikation moglicher GOF- und LOF-Mutationsbereiche in MscCG wurde neben
dem Sequenzvergleich auch eine Modellierung durchgefuhrt um entsprechende
Aminosauren auch in einer moglichen Struktur zu identifizieren. Dafur wurde zunachst das
Programm Swissmodell Workspace (Arnold et al., 2006) verwendet, bei dem mithilfe eines
Sequenzvergleichs und der bekannten Struktur von MscS (2o0au.pdb) ein Homologiemodell
erstellt werden konnte (Abb. 6).

() (b) (©)

™ 2

Abb. 6: Homologiemodelle von MscCG auf der Basis von MscS. Die Modellierung von MscCG
erfolgte mittels Swissmodel Workspace (c) und modeler (b) auf Basis von MscS (a) (2oau.pdb). Zur
Modellierung der ersten und zweiten Transmembrandoméne wurde die Aminosauresequenz von
MscS und MscCG angepasst um diese, trotz geringer Ahnlichkeit, zu modellieren. Die zusatzliche C-
terminale Doméne wurde aufgrund fehlender Vergleichsstrukturen nicht modelliert. Indiziert sind
Aminosduren, deren Substitution in MscS und MscCG zu gain-of-function oder loss-of-function
fihrten. MscS: GOF: A106, LOF: Q112, L115; MscCG: GOF: A106, LOF: Q112, V115.
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Aufgrund der geringen Homologie der ersten Transmembrandoméane wurde auf3erdem ein
Sequenzvergleich durchgefiihrt, bei dem 26 N-terminale Aminosduren von MscCG
unbertcksichtigt blieben. Mithilfe einer erneuten Sequenzanalyse mit ,, T-COFFEE*
(Notredame et al., 2000), der Sequenz von Aminoséauren 26-280 unter zu Zuhilfenahme der
Software ,,modeller (Eswar et al., 2001) konnten 20 putative Strukturen identifiziert
werden, in denen nach Uberpriifung der Parameter ,,consistency of coordinates* und ,,3-D-
Structure Evaluation“ das wahrscheinlichste Modell mit erster und zweiter
Transmembrandomane modelliert werden konnte.

Unter Berlcksichtigung sowohl der Sequenzanalyse, als auch der Homologiemodelle
wurden &dquivalente  Aminoséuren identifiziert, von denen putative GOF-Mutationen
ausschlieBlich in der dritten Transmembrandomane lokalisiert sind (Tab. 4 und Tab. 5).

Tab.4: GOF-Mutationen in MscS und &quivalente Mutationen nach Struktur- und
Sequenzanalyse in MscCG

GOF-Mutation in MscS Referenz Aquivalente Mutation in MscCG
Al106V (TM3) (Edwards et al., 2005) Al106V
L109C (TM3) (Edwards et al., 2005) L109C
A102P (TM3) (Miller et al., 2003a) A105P

Tab.5: LOF-Mutationen in MscS und A&quivalente Mutationen nach Struktur- und
Sequenzanalyse in MscCG

LOF-Mutationen in MscS Referenz Aquivalente Mutation in MscCG
I37N (TM1) / L86N (TM2) (Nomura et al., 2006)  L31N /L93N; F78N/145N; F78N/I46N;
F79N/145N; F79N/I146N; L41N/M86N
A51IN (TM1) / F86N (TM2) (Nomura et al., 2006) A51IN/ 172N oder V70N
F68S (TM2) (Belyy et al., 2010) 175S
L111S (TM3) (Belyy et al., 2010) 1107S
L115S (TM3) (Belyy et al., 2010) V115S
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3.1.2 Charakterisierung von GOF- und LOF Mutationen in MscCG

Die Charakterisierung der Glutamatexkretion nach Plasmid-kodierter Expression der
Konstrukte  mit putativen GOF- und LOF-Mutationen im  Deletionsstamm
C. glutamicum AmscCG erfolgte durch Zugabe von 6 U/ml Penicillin in der exponentiellen
Wachstumsphase.

Die Expression von MscCG-His mit den Mutationen A106V und L109C fuhrte zu einer
GOF-phénotypischen Veranderung. So fuhrte die Induktion der Expression mit 25 uM IPTG
des GOF-Konstrukts MscCG_A106V-His im Vergleich zur Expression von mit MscCG-His
und dem WT zu einem deutlich verringerten Wachstum (Abb. 9).

Zudem wurde bereits vor Zugabe von Penicillin eine konstitutive Exkretion von Glutamat
beobachtet, die durch Zugabe von Penicillin verstarkt wurde (Abb. 9). So betrug die initiale
Exkretionsrate in den ersten drei Stunden 28,0 + 1,3 pmol g ZTM™ min™%. Auch die massive
Expression von MscCG-His flhrte zu einer spontanen Exkretion von Glutamat, die im
Gegensatz zu MscCG_A106V-His nach drei Stunden jedoch deutlich stagnierte und mit
einer initialen Exkretionsrate von 11,3 + 0,4 pmol g ZTM™ min™ auRerdem deutlich geringer
war.

Die massive Glutamatexkretion ohne Zugabe von Penicillin ging mit einem deutlich
verringerten Wachstum einher, wéhrend die massive Expression von MscCG-His keinen
Einfluss auf das Wachstum hatte. Die mittels Penicillin ausgeldste Glutamatexkretion
verstarke den spontanen Efflux nach Expression von MscCG-His, als auch MscCG_A106V-
His (Abb. 9, Tab. 6).

kDa M 1 2 3 4
100 — | —
| I
70 | I

Abb. 7: Western Blot-Analyse von MscCG-His und MscCG_A106V-His. Die Expression von
MscCG-His und MscCG_A106V-His erfolgte Plasmid-kodiert unter Verwendung von 25 pM IPTG in
C. glutamicum AmscCG. Zur Verringerung der Expression erfolgte keine Zugabe von IPTG. Fir die
SDS-PAGE wurden jeweils 25 pg Membranextrakt verwendet. Die immunologische Entwicklung
erfolgte mittels Anti-Penta-His-Antikérper. GrofRenstandard (M); MscCG-His + IPTG (1), MscCG-His

ohne IPTG (2), MscCG_A106V-His + IPTG (3) und MscCG_A106V-His ohne IPTG (4).
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Abb. 8: Wachstum von C. glutamicum ATCC 13032 WT, sowie C. glutamicum 4mscCG nach
Expression von MscCG -His und MscCG_A106V-His und deren Glutamatefflux. Dargestellt ist
die Zunahme der optischen Dichte bei einer Wellenldange von 600 nm in CGXII-Medium (a). Es
erfolgte keine Ausldsung der Glutamatexkretion mittels Penicillin. Die Plasmid-kodierte Expression
von MscCG-His und MscCG_A106V-His erfolgte durch Zugabe von 25 pM IPTG. Externes
Glutamat wurde mittels HPLC-Analyse gemessen (b). WT (e), MscCG-His (e) und
MscCG_A106V-His (GOF) (e).

10 - 10
S
N
> 8
>
£
E 6
I
g 5
a s 4
o o
8
EZ
()
2
Ll
1 0 .

Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 9: Wachstum von C. glutamicum ATCC 13032 WT, sowie C. glutamicum A4mscCG nach
Expression von MscCG -His und MscCG_A106V-His und deren Glutamatefflux nach Zugabe
von Penicillin. Dargestellt ist die Zunahme der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
in CGXII-Medium. Die Auslosung der Glutamatexkretion erfolgte durch Zugabe von 6 U/ml
Penicillin G nach 3 h (Pfeil). Die Plasmid-kodierte Expression von MscCG -His und
MscCG_A106V-His erfolgte durch Zugabe von 25 pM IPTG. Die Konzentration externen Glutamats
wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. WT (), MscCG-His (o) und MscCG_A106V-His (GOF)
(®).
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Tab. 6: Glutamatexkretionsraten von MscCG-His und MscCG_A106V-His bei Expression mit
25 uM IPTG. Die Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der externen
Glutamatkonzentrationen bis 3 h , sowie nach Zugabe von Penicillin G ermittelt. Die Expression der
Konstrukte erfolgte unter Verwendung von 25 uM IPTG. n>3

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCG-His (0-3 h) 113+04 -
MscCG_A106V-His (0-3 h) 28,0+1,3 -
MscCG-His (3-9 h)* - 176 +28
MscCG_A106V-His (3-9 h)* - 22,0+3,0
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 34+01

* Die Zugabe von Penicillin erfolgte nach 3 h

Prokaryoten sind in der Lage sich hyperosmotischen Bedingungen mittels Aufnahme und
Synthese, also der Akkumulation von kompatiblen Soluten anzupassen, um den Zellturgor
aufrecht zu erhalten. So sind Bakterien in der Lage ihren Zellturgor mittels Aufnahme und
Efflux von Soluten exakt einzustellen (Grammann et al., 2002). Kirzlich wurde gezeigt, dass
MscCG eine Rolle bei der Feineinstellung der internen steady-state Solutakkumulation in
C. glutamicum spielt (Bdrngen et al., 2010). Es wird davon ausgegangen, dass MscCG mit
passiven Efflux und der Betain/Na’'-Symporter BetP mit aktiver Aufnahme von Betain
zusammen regulieren und dessen Konzentration justieren. Zur Messung von Akkumulation
und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen, wurde wahrend der Aufnahme von
radioaktiv markiertem Betain ein Uberschuss unmarkierten Betains appliziert. In
Abhéngigkeit des Expressionslevels von MscCG wurde ein Efflux durch Verringerung der
internen Konzentration markierten Betains beobachtet. Es wird davon ausgegangen, dass der
Betainefflux wahrend der Betainakkumulation direkt mit der Anwesenheit von MscCG
korreliert (Borngen, 2009). Folglich wurde der Einfluss der GOF-Mutation A106V in
MscCG auf die Betainakkumulation analysiert. Die Vorkultivierung und Betainaufnahme
erfolgte  unter  hyperosmotischen  Bedingungen mit  einem  vorausgehendem
hypoosmotischem Schock.

Da das Expressionslevel von MscCG-His einen deutlichen Einfluss auf den Glutamatefflux
hatte, wurde durch Verzicht auf IPTG das Expressionslevel beider Kandle reduziert. So
konnte ein Einfluss des Expressionslevels bei der Betainakkumulation festgestellt werden.

Stdmme mit einem moderaten Expressionslevel von MscCG-His (ohne IPTG) zeigten eine
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mit dem Wildtyp vergleichbare Betainakkumulation (Abb. 10). Die sehr starke Expression
von MscCG-His (25 puM ITPG) fiihrte zu einer verringerten Netto-Akkumulation, die
insgesamt wahrscheinlich auf den verstarkten Efflux aufgrund einer erhéhten Anzahl von
Kanélen zurtickzufuhren ist.

Die stark erhohte Expression des GOF-Konstrukts MscCG_A106V-His (25 uM IPTG)
fuhrte zur einer deutlich verminderten Fahigkeit, Betain zu akkumulieren. Dies wird
insbesondere im Vergleich zur Betainakkumulation nach tGbermaRig starker Expression von
MscCG-His deutlich (Abb. 10). Auch die Anwesenheit eines moderat exprimierten
Konstrukts mit der GOF-Mutation A106V fiihrte maximal zur halben Menge akkumulierten
Betains im Vergleich zum Wildtyp und der Komplementante bei moderater Expression.
Aullerdem war der Efflux durch die GOF-Mutation derart verstérkt, dass bereits zehn
Minuten nach Zugabe eines Uberschusses unmarkierten Betains nahezu kein internes,
markiertes Betain mehr detektiert werden konnte (Abb. 10). Diese Beobachtung verdeutlicht,
dass die eingefuhrte GOF-Mutation A106V nicht nur fur einen konstitutiven Glutamatefflux
verantwortlich ist, sondern nach hypoosmotischem Schock einen derart starken Efflux von
Betain unter hyperosmotischen Bedingungen verursacht, dass dieser in einer verringerten

steady-state Betainakkumulation resultiert.
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Abb. 10: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen. Die
Betainakkumulation erfolgte unter hyperosmotischen Bedingungen nach hypoosmotischem Schock.
Die Menge radioaktiv markierten Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die
Zugabe eines Uberschusses (50 mM) unmarkierten Betains (chase) ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet. Die moderate, Plasmid-kodierte Expression in C. glutamicum 4mscCG erfolgte ohne
Zugabe von IPTG (gestrichelte Linien), die starke Expression erfolgte durch Induktion mit 25 uM

IPTG. MscCG-His (e) nach chase (A), MscCG_A106V-His (e) nach chase (A).
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Mutationen an den Enden der ersten und zweiten Transmembrandoméne von MscCG, die
den LOF-Mutationen in MscS entsprechen, konnten fiir MscCG nicht identifiziert werden.
Keine der eingefiigten Doppelmutationen flihrte zu einem LOF-Phédnotyp. Die geringe
Ahnlichkeit, insbesondere der ersten Transmembrandomane, lassen andere Protein-Lipid-
Interaktionsstellen vermuten. Die Expression der zu MscS aquivalenten LOF-Mutationen in
der dritten Transmembrandoméne zeigte jedoch ein abweichendes Bild.

So fuhrte die Substitution von Glutamin112 mit Leucin und Valin115 mit Serin in der Poren-
formenden Domane von MscCG und die Expression des Konstrukts in C. glutamicum
AmscCG zu einer drastischen Reduktion des durch Penicillin ausgeldsten Glutamatefflux auf
das Niveau der Deletionsmutante C. glutamicum AmscCG (Abb. 12). So lag die in der
exponentiellen Wachstumsphase ausgeloste Glutamatexkretion der Deletionsmutante bei
3,4+ 01 pmol g ZTM™ min™, wahrend die Exkretionsrate nach Expression des LOF-
Konstrukts MscCG_Q112L_V115S-His einen Wert von 3,7 + 0,2 umol g ZTM™* min*
aufwies (Tab. 7).
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Abb. 11: Western Blot-Analyse von MscCG-His und MscCG_Q112L._V115S-His. Die Expression
von MscCGA397-405-His und MscCG_Ala397-405-His erfolgte Plasmid-kodiert unter Verwendung
von 25 uM IPTG in C. glutamicum 4mscCG. Zur Verringerung der Expression erfolgte keine Zugabe
von IPTG. Fir die SDS-PAGE wurden jeweils 25 pg Membranextrakt verwendet. Die
immunologische Detektion erfolgte mittels Anti-Penta-His-Antikérper. GréRenstandard (M); MscCG-
His + IPTG (1), MscCG-His ohne IPTG (2) und MscCG_Q112L_V115S-His + IPTG.
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Abb. 12: Wachstum von C. glutamicum 4mscCG sowie Glutamatefflux nach Expression von
MscCG_Q112L V115S-His (LOF) und Zugabe von Penicillin. Dargestellt ist die Zunahme der
optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm in CGXII-Medium (a). Nach 2 h erfolgte die
Zugabe von 6 U/ml Penicillin G zum Auslosen der Glutamatexkretion (b). Die Plasmid-kodierte
Expression von MscCG_Q112L V115S-His erfolgte durch Zugabe von 25 puM IPTG. Die
Konzentration externen Glutamats wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. WT (e), AmcCG (o) und
MscCG_Q112L_V115S-His (e).

Tab.7: Glutamatexkretionsraten von Deletionsmutante und LOF-Konstrukt. Die
Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der externen Glutamatkonzentrationen
nach Zugabe von 6 U/ml Penicillin G ermittelt. Die Expression des LOF-Konstrukts erfolgte unter
Verwendung von 25 uM IPTG. n=3

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
AmscCG 0 3,41+0,12
MscCG_Q112L_V115S-His 0 3,73%+0,23
WT 0 169+1,1

Die Expression des LOF-Konstrukts unter hyperosmotischen Bedingungen mit
vorausgehendem hypoosmotischem Schock resultiert in einer Akkumulationskinetik, die der
Deletionsmutante entspricht. In beiden Féllen wurde eine deutlich verlangsamte
Betainakkumulation im Vergleich zum Wildtyp oder nach Komplementation beobachtet
(Abb. 13). Aufgrund der Abwesenheit von MscCG, kann davon ausgegangen werden, dass
diese Zellen nach dem hypoosmotischem Schock kaum kompatible Solute exkretierten und

demnach diese unter hyperosmotischen Bedingungen weniger schnell akkumulieren. Die
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Akkumulation bis zu einer Konzentration von annahernd 0,8 mmol/g ZTM, wurde erst nach
einem Zeitraum von 90 min erreicht. Die Zugabe eines Uberschusses unmarkierten Betains,
hatte keinen Einfluss auf die cytoplasmatische, bis dahin aufgenommene
Betainkonzentration der Deletionsmutante und blieb anndhernd konstant. Die Expression
von MscCG_Q112L_V115S-His fiihrte zu einem &hnlichem Ergebnis (Abb. 13). Ein unter
diesen Bedingungen typischer Efflux konnte in beiden Féllen also nicht beobachtet werden.
Es kann davon ausgegangen werden, dass trotz der Expression von MscCG_Q112L V115S-
His kein Betain unter hypoosmotischen Bedingungen exkretiert wird und so die
Feinabstimmung der internen Betainkonzentration im Zusammenspiel mit der aktiven
Aufnahme von BetP gestort ist. AuRerdem konnte keine signifikante Anderung des
Membranpotentials nach hypoosmotischem Schock festgestellt werden. Dieses betrug nach
Expression des LOF-Konstrukts 208 mV und unterschied sich von dem der

Deletionsmutante (217 mV) kaum.
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Abb. 13: Betainakkumulation unter hyperosmotischen Bedingungen. Die Betainakkumulation
erfolgte unter hyperosmotischen Bedingungen, nach hypoosmotischem Schock. Die Menge
radioaktiv markierten Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die Zugabe
eines Uberschusses unmarkierten Betains (chase) erfolgte nach 40 min (Pfeil). Die Plasmid-kodierte
Expression von MscCG_Q112L_V115S-His in C. glutamicum 4AmscCG erfolgte durch Zugabe von
25 UM IPTG. 4mscCG (o) nach chase (A), MscCG_Q112L_V115S-His (e) nach chase (A).

Eine Ubliche Methode zur Charakterisierung der Mechanosensitivitat von mechanosensitiven
Kanélen ist die Berechnung des Druckschwellenwerts, der fur die erste mechanische
Offnung eines Kanals im patch durch erhohte Membranspannung benétigt wird (Blount und
Moe, 1999; Blount et al., 1996). Dieser Druckschwellenwert wurde hier mittels Unterdruck,
der auf die Patch-Pipette geleitet wurde und eine Membranspannung erzeugt, ermittelt. Da
sich der fur das gating von MscCG durch Dehnung der Lipiddoppelschicht der E. coli
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Spharoplasten bendtige Druck in jedem Versuch leicht unterscheidet, wurde der konstitutiv
exprimierte MscL zur Berechnung des Druckverhéltnisses verwendet.

Tatsachlich wurde fur die Offnung und damit Aktivierung des LOF-Konstrukts
MscCG_Q112L_V115S ein deutlich héherer Druck, als zur Offnung des ersten MscCG-
Kanals benétigt (Abb. 14). Die eingeftigten Mutationen, die zu einer Verringerung des durch
Penicillin ausgeldsten Glutamatefflux fiihren, spiegeln sich somit auch in einen deutlichen

Anstieg des gating-Schwellenwerts wider.

v
0,8 -
v 50 pA
0,6 -
— -

. - - J 100 mm Hg

0,5 sec

Druckschwellenwert [MscCG/MscL]

0,2 -
0 - Vﬂu
@6000 A'\\(O% vu |L | 100 b2
&
0(9 / 0,5 sec
&

Abb. 14: Kanalaktivitat und Druckschwellenwert von MscCG und MscCG_Q112L_V115S in
E.coli MJF 431 Sphéaroplasten im Vergleich zu MscL. Patch-Clamp Aufnahmen der
Kanalaktivitaten erfolgten bei einer Spannung von +30 mV an E. coli MJF431 Spharoplasten nach
Plasmid-kodierter Expression von MscCG (oben) und MscCG_Q112l V115S (unten), unter
asymmetrischen Pufferbedingungen. Dargestellt sind die Stromspur und der angelegte Druck in der
Pipette. MscCG-Aktivitat kann bei deutlich geringerem Druck im Vergleich zu MscL beobachtet
werden. Die Pfeile reprasentieren die erste Offnung von MscCG, sowie MscCG_Q112L_V115S (V)
und MscL (V). Druckschwellenwerte im relativem Verhdltnis zu MscL dargestellt (Mittelwert +
Standardfehler. n > 5).

Zur Uberprifung dieser Schwellenwertveranderung in  vivo wurden auRerdem
Uberlebenstests mit E. coli MJF 612 (4mscK, AmscL, 4mscS, AmscM) nach heterologer
Expression von MscCG und MscCG_Q112L V115S durchgefiihrt. Untersuchungen mit
MscS-Mutanten hatten zuvor gezeigt, dass ein Anstieg des Druckschwellenwerts mit einer
Verringerung der Uberlebensrate einhergeht (Belyy et al., 2010; Nomura et al., 2006). Nach
Expression von MscCG oder MscCG_Q112L_V115S in E. coli MJF 612 wurden Zellen
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hypoosmotisch geschockt und die Uberlebensrate in Relation zu nicht geschockten Zellen
bestimmt (Abb. 15).

Die herterologe Expression von MscCG war nicht in der Lage den hypoosmotischen Schock
vollstandig zu kompensieren. So lag die Uberlebensrate von E. coli MJF612 Zellen mit
MscCG bei 40,49 £ 0,3 %. Die Expression von MscCG mit eingefligten LOF Mutationen
Q112L und V115S verringerten die Uberlebensrate auf 24,8 + 2,5 %, die annahernd der
Uberlebensrate von E. coli MJF612 mit Leerplasmid entspricht (21,1 + 3,1%).
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Abb. 15: Uberlebensraten von E. coli MJF612 nach hypoosmotischem Schock. Zellen wurden
zuvor in CG-Minimalmedium mit 0,5 M NaCl bis zur exponentiellen Phase kultiviert und nach
Expression in Minimalmedium ohne NaCl Uberflihrt. Der hypoosmotische Schock erfolgte tber 5
min. Nach mehrfacher Verdunnung wurden Zellen auf IPTG-haltigem Medium ausplattiert. Die
Uberlebensrate wurde aus der Relation von nichtgeschockten Zellen zu geschockten Zellen ermittelt
(Mittelwert £ Standardabweichung, n=3).

Insgesamt zeigen die Beobachtungen, dass MscCG tatséchlich den Glutamatefflux vermittelt
und Glutamat durch die Pore von MscCG exkretiert wird. So wird der durch Penicillin
ausgeloste Efflux nach Expression des LOF-Konstrukts zum Ausmal} der Deletionsmutante
verringert (Abb. 12), jedoch mit einer GOF-Mutation derart verstarkt, dass dessen
Expression bereits ohne Ausléser wie Penicillin in einer massiven Exkretion von Glutamat
resultiert und sich in einem deutlich verminderten Wachstum widerspiegelt (Abb. 9). Auch
eine Feinabstimmung der internen Betainakkumulation mittels BetP und MscCG wird durch
eine LOF-Mutation beeintrachtigt. Ein Efflux von Betain kann nicht mehr beobachtet

werden (Abb. 13), wéhrend eine eingefiihrte GOF-Mutation die Betainakkumulation durch
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starken Efflux massiv beeinflusst (Abb. 10). Auch die Funktion von MscCG als Notventil
bei hypoosmotischem Schock scheint deutlich beeintrachtigt zu sein. So wird die Fahigkeit
einen hypoosmotischen Schock zu kompensieren, nach heterologer Expression von MscCG
mit LOF-Mutationen in der Pore in E. coli MJF612 deutlich verringert (Abb. 15), was
maoglicherweise auf die erschwerte Aktivierung des Kanals zuriickzuftiihren ist (Abb. 14).

3.2 Untersuchungen zur Rolle der C-terminalen Doméne von MscCG

Im Gegensatz zu MscS mit 286 Aminosauren, setzt sich MscCG von C. glutamicum aus 533
Aminosauren zusammen (Abb. 5). Beide Proteine besitzen eine groRe Sequenzéhnlichkeit,
insbesondere in den ersten drei Transmembrandoménen, von denen die dritte
Transmembrandoméne die Pore der heptamerischen mechanosensitiven Kandle bildet.
Zusatzlich besitzt MscCG eine einzigartige C-terminale Verlangerung von 247
Aminosdauren, die ausschlieBlich in der Familie der Corynebacteriaceae zu finden ist und
keine Ahnlichkeit mit anderen bekannten Proteinen besitzt. Die zusatzliche C-terminale
Doméne beherbergt eine vierte Transmembrandoméne, wodurch der C-Terminus im
Periplasma lokalisiert ist (Borngen, 2009). Die in Corynebacteriaceae stark konservierte
Sequenz lasst aufgrund ihrer Einzigartigkeit eine spezifische Funktion vermuten. Diese
Annahme wurde durch die Beobachtung verstérkt, dass die C-terminale Verkirzung um 110
Aminosauren von NCgl1221 in C. glutamicum ATCC 13869 zu einem konstitutiven Efflux
von Glutamat fiihrt (Nakamura et al., 2007). Eine Fusion der zusétzlichen Doméne mit MscS
aus E.coli und die Expression dieses Chimars in C. glutamicum fiihrte auBerdem im
Vergleich zur heterologen Expression von MscS, zu einer verstarkten, durch Penicillin
ausgeldsten, Glutamatexkretion in C. glutamicum AmscCG. Zur funktionellen Aufklarung
der Rolle der zusatzlichen Doméne wurden Verkirzungen und Modifikation konservierter

Bereiche von MscCG, sowie des Fusionskonstrukts MscS/CtMscCG, vorgenommen.

58



Ergebnisse

3.2.1 Einfluss C-terminaler Verkiirzungen von MscCG

Zur detaillierten Analyse der Rolle der C-terminalen Domane erfolgte die Konstruktion und
Plasmid-kodierte Expression verkilrzter Varianten (Abb. 16) von MscCG-His mit dem

Shuttle-Vektor pEKEX2 im Deletionsstamm C. glutamicum AmscCG.

: Verklirzung vor TM4 um 21 AS

A53: Verkirzung vor TM4 um 21 AS

2 . Verkirzung vor TM4 um 97 AS
oo o ! )| A110: Verkirzung vor TM4 um 110 AS
A128: Verkirzung in TM4 um 128 AS

A141: Verklrzung um 141 AS, Verlust von TM4

A247: Verkirzung um 247 AS auf die
Lange von MscS

Abb. 16: Schematische Darstellung der Topologie von MscCG und Verkiirzungsstellen zur
Erstellung verkilrzter Derivate. MscCG besitzt 4 Transmembrandomanen, von denen die vierte in
der zu MscS zusatzlichen C-terminalen Domane lokalisiert ist. Zur Analyse dieser Doméne wurden
C-terminal verkirzte Varianten erstellt: A247: Trunkierung um 247 AS auf die Lange von MscS (286
AS); A141: Trunkierung um 141 AS und damit Verlust der vierte Transmembrandoméne (392 AS);
A128: Trunkierung um 128 AS, innerhalb der 4. Transmembrandoméne, hinter einem stark
konserviertem, hydrophoben Motiv (405 AS); A110: Trunkierung um 110 AS unmittelbar hinter der
vierten Transmembrandoméne (Nakamura et al., 2007) (423 AS); A97: Trunkierung um 97 AS, bei
der ein stark konservierter Bereich im Gegensatz zur Verkirzung um 110 AS erhalten bleibt (436
AS); A53: Trunkierung des periplasmatischen Rests um 53 AS (480 AS) und A21: Trunkierung um
21 AS mit nur geringer Verkirzung des periplasmatischen C-Terminus von MscCG (512 AS).

Der Einfluss der vorgenommenen Verkirzungen auf den Glutamatefflux wurde unter
Verwendung von 6 U/ml Penicillin G zum Ausldsen der Glutamatexkretion untersucht. Die
Expression der Konstrukte erfolgte mit 25 uM IPTG. Alle Konstrukte mit Ausnahme der um
110 und 247 AS verkilrzten Varianten, zeigten bei dieser Konzentration eine starke

Expression (Abb. 17). Eine Erhohung der IPTG-Konzentration fiir die Expression von
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MscCGA110-His und MscCGA247-His hatten keine Erhéhung der Expression zur Folge
(nicht abgebildet).
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Abb. 17: Western Blot-Analyse von MscCG-His und verkurzten Derivaten. Die Expression von
MscCG-His und verkiirzten Derivaten erfolgte Plasmid-kodiert unter Verwendung von 25 uM IPTG
in C. glutamicum AmscCG. Zur Verringerung der Expression erfolgte keine Zugabe von IPTG. Es
wurden jeweils 25 pg Membranextrakt verwendet. Aufgrund der sehr schwachen Expression wurde
flir MscCGA110-His (9) und MscCGA247-His (14) jeweils 40 pg Membranextrakt aufgetragen. Die
immunologische Entwicklung erfolgte mittels Anti-Penta-His-Antikorper. GroRenstandard (M);
MscCG-His + IPTG (1), MscCG-His ohne IPTG (2); MscCGA21-His + IPTG (3), MscCGA21-His
ohne IPTG (4); MscCGA53-His mit IPTG (5), MscCGA53-His ohne IPTG (6); MscCGA97-His mit
IPTG (7), MscCGA97-His ohne IPTG (8); MscCGA110-His (9), MscCGA128-His mit IPTG (10),
MscCGA128-His ohne IPTG (11); MscCGA141-His mit IPTG (12), MscCGA141-His ohne IPTG
(13) und MscCGA247-His mit IPTG (14).

Die massive Uberexpression von mscCG-his und einiger Verkiirzungen hatte eine spontane
Glutamatexkretion zur Folge, die ohne Zugabe von Penicillin G zu beobachten war. So
zeigte inshbesondere die starke Expression von Derivaten wie MscCGA21-His, MscCGAS53-
His und MscCGA97-His mit Trunkierungen vor der vierten Transmembrandomane eine
spontane Exkretion ohne Penicillin. Im Gegensatz dazu hatte eine Verklrzung Uber die
vierte Transmembrandoméne hinaus bei ebenfalls starker Uberexpression, bzw. schwéacherer
Expression von MscCGA247-His, keine spontane Exkretion zur Folge (Abb 18a).

Die Zugabe von Penicillin fiihrte bei spontan exkretierenden Stammen mit MscCG-His,
MscCGA21-His, MscCGA53-His und MscCGA97-His zu einem zusatzlichen bzw.
verstarktem Efflux zu deren Basalexkretion (Abb. 18). Das Ausmal} der Penicillin-
induzierten Exkretion von Glutamat verhalt sich bei allen tbrigen verkiirzten Derivaten in
einem wie fiur den WT ermitteltem AusmaR. Dieses unterscheidet sich deutlich von der
Exkretionsrate der Deletionsmutante C. glutamicum AmscCG (Abb. 18 und Tab. 8). Ein
Sonderfall stellt die Verkiirzung um 110 AS dar. Das Expressionslevel von MscCGA110-His
ist duBerst gering und hat gleichzeitig einen drastischen Einfluss auf das Wachstum, wahrend
die Expression aller ubrigen verklrzten Derivate keinen Einfluss auf das

Wachstumsverhalten hat (nicht abgebildet).
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Abb. 18: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin (a) und nach Ausldsen der Exkretion
mittels (b) Penicillin nach Induktion der Expression mit 25 uM IPTG. Dargestellt ist die
Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten im externen Medium. Die
Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Die Zugabe von Penicillin G ist durch einen
Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen reprasentieren (b). Die Plasmid-kodierte
Expression von MscCG-His und Derivaten erfolgte durch Induktion mittels 25 pM IPTG. AmscCG
(o), WT (o), MscCG-His (e), MscCGA21-His (®), MscCGA53-His (e), MscCGA97-His (e),
MscCGA110-His (o), MscCGA128-His (o), MscCGA141-His (e) und MscCGA247-His (e).

Tab. 8: Glutamatexkretionsraten von MscCG und Derivaten bei Induktion der Expression mit
25 uM IPTG. Die Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der externen
Glutamatkonzentrationen ermittelt. Die Expression der Konstrukte erfolgte unter VVerwendung von
25 UM IPTG. n>3

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCG-His 11,3+0,4 (0-3 h) 17,6 +2,8
MscCGA21-His 13,1 +£0,53 14+13
MscCGA53-His 154+4 196+24
MscCGA97-His 10,7 17
MscCGA110-His* 152+0,6 15+£19
MscCGA128-His 0 15,5
MscCGA141-His 0 18,6 £0,6
MscCGA247-His* 0 19+19
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 34+01

*schwache Expression
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Um den Effekt der spontanen Exkretion von Glutamat aufgrund der massiven Expression
auszuschliel3en, wurde diese durch Verzicht von IPTG reduziert und die Glutamatexkretion
unter gleichen Bedingungen untersucht. Dies galt nicht fir MscCGA247-His, da die
Expression bereits bei Induktion mit 25 uM IPTG sehr schwach ausgepragt war. Durch
Auslassen der Induktion mittels IPTG verringerte sich die Expression von MscCG-His und
verkirzten Derivaten deutlich (Abb. 19a).

Bei verringerter Expression von MscCG-His und verkirzten Derivaten, wurde keine
spontane Exkretion von Glutamat beobachtet (Abb. 19b). Durch die Anpassung der Anzahl
der Kanéle in der Cytoplasmamembran auf ein moderates Niveau, war kein konstitutiver
Efflux messbar.

Eine spontan verursachte Exkretion von Glutamat wurde also nur bei starker Uberexpression
hervorgerufen, wenn die vierte Transmembrandomane intakt war. Generell scheint die
vermehrte Anwesenheit dieser Domane also direkt einen Einfluss auf die Exkretion von
Glutamat zu haben.

Ein Sonderfall bleibt MscCGA110-His, das generell nur schwach exprimiert wird, aber
immer eine spontane Exkretion hervorruft. So wurde ein Efflux mit einer Exkretionsrate von
14,6 + 0,7 pmol g ZTM™ min™ in den ersten drei Stunden ermittelt (Tab. 9).

Durch Zugabe von Penicillin wurde sowohl fiir MscCG-His, als auch fir alle verkirzten
Derivate eine annahernd gleiche Exkretionsrate gemessen, die der Rate des Wildtyps
entspricht (Abb. 19 und Tab. 9). Da die Anzahl chromosomal-exprimierter Kandle im WT
aulRerst gering ist und nicht per Western Blot-Analyse nachgewiesen werden kann, kann
davon ausgegangen werden, dass bereits sehr geringe Mengen eximierter Kandle gentigen,
um eine dem WT entsprechende, durch Penicillin ausgeltste, Exkretionsrate zu erlangen.
Die Reduzierung der Expression auf ein moderates Niveau fihrte zu &hnlichen

Exkretionsraten durch Auslésung mittels Penicillin (Tab. 9).
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Abb. 19: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin (a) und nach Auslésung der Exkretion
mittels Penicillin (b) ohne Zugabe von IPTG. Dargestellt ist die Konzentration von Glutamat nach
unterschiedlichen Zeitpunkten im externen Medium. Die Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC
analysiert. Die Zugabe von Penicillin ist durch einen Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen
reprasentieren (b). Es erfolgte keine Zugabe von IPTG. AmscCG (o), WT (e), MscCG-His (e),
MscCGA21-His (#), MscCGA53-His (e), MscCGA97-His (e), MscCGA110-His (e), MscCGA128-His
(®) und MscCGA141-His (o).

Tab. 9: Glutamatexkretionsraten von MscCG und Derivaten ohne Zugabe von IPTG. Die
Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der externen Glutamatkonzentrationen
ermittelt. Die Expression der Konstrukte erfolgte ohne Verwendung von IPTG. n>3

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCG-His 0 18,7+0,9
MscCGA21-His 0 19,2
MscCGA53-His 0 -
MscCGA97-His 0 16,9
MscCGA110-His 146 +£0,7 -
MscCGA128-His 0 17,5
MscCGA141-His 0 17509
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 34+0,12
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Der Effekt einer C-terminalen Verkirzung von MscCG auf die Exkretion von Glutamat wird
bei Betrachtung der Exkretion unter annéhernd dquivalenter Expression deutlich (Abb. 20).
Eine spontane Exkretion von Glutamat konnte dabei ausschlie3lich nach Expression des um
110 AS C-terminal, verkirzten Konstrukts beobachtet werden (Abb. 20a). Der Verlust der
periplasmatischen Doméne flhrte gleichzeitig zu einer Verschlechterung des Wachstums
(nicht abgebildet).

Die durch Penicillin ausgeldste Exkretion nach moderater Expression verkirzter Derivate
war annahernd gleich und &hnelte dem des WT (Abb. 20b). Die schrittweise Verkiirzung auf
die Lange von MscS (MscCGA247) und somit ein Fehlen der vierten Transmembrandomane
scheint unter diesen Bedingungen keinen Einfluss auf die ausgeltste Exkretion von Glutamat
zu haben. Die Anwesenheit eines moderat exprimierten Kanals mit den ersten beiden
Transmembrandoméanen und der Poren-formenden, dritten Transmembrandomane scheint
also auszureichen, um eine Penicillin-ausgeldste Exkretion hervorzurufen. Die zusétzliche
Domane scheint nur bei massiver Expression einen Einfluss auf das Exkretionsverhalten zu

haben, wobei die Verkirzung um 110 AS einen Sonderfall darstellt.
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Abb. 20: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin (a) und nach Ausldsen der Exkretion
mittels Penicillin (b) bei anndhernd gleichen Expressionsniveaus von MscCG-His und verkirzten
Derivaten. Dargestellt ist die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten im
Medium. Die Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC ermittelt. Die Zugabe von Penicillin ist durch
einen Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen repréasentieren (b). Die Plasmid-kodierte
Expression von MscCG-His und Derivaten wurde durch Anpassung der IPTG-Konzentration auf ein
moderates Niveau reguliert. AmscCG (o), WT (e), MscCG-His (e), MscCGA21-His (#), MscCGA53-
His (e), MscCGA97-His (e), MscCGA110-His (o), MscCGA128-His (o), MscCGA141-His (e) und

MscCGA247-His (e).
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Mittels elektrophysiologischer Charakterisierung mit der patch-clamp-Technik wurde zuvor
gezeigt, dass MscCG Eigenschaften eines mechanosensitiven Kanals besitzt (Borngen, 2009;
Bdrngen et al., 2010). Dazu wurde MscCG heterolog in E. coli MJF 465 (4mscK, AmscL
und 4mscS) exprimiert und Sphéroplasten zur patch-clamp-Analyse prépariert. Durch eine
starke Versieglung (giga-Q-seal) einer Mikropipette mit der Cytoplasmamembran der
E. coli-Sphéroplasten kénnen Strome, die durch Offnung der Kanéle uber die Membran
flieBen, gemessen werden. Vorherige Experimente zeigten, dass MscCG ein durch
Membranspannung aktivierbarer Kanal ist, der eine &dhnliche Leitfahigkeit wie MscM
(=375 pS) von E. coli besitzt und im Gegensatz zu MscS keine Desensibilisierung bzw.
Inaktivierung aufweist.

Im Folgenden wurden MscCG und verkirzte Derivate in E. coli MJF612 Sphéroplasten
charakterisiert, in dem auch mscM deletiert ist. Die Expression von MscCG, MscCGA110,
MscCGA141 und MscCGA247 erfolgte vom Plasmid pQEG60_lacl, dass eine Ampicillin-
Resistenz vermittelt.

Die patch-clamp-Analyse der inside-out-patches von E. coli MJF612 Spharoplasten zeigte
sowohl fur MscCG als auch die verkiirzten Varianten eine Membranspannungs-abhéngige
Kanal-Aktivierung (Abb. 21). In Abhéngigkeit der verwendeten IPTG-Konzentration
wurden dabei mehrere Hundert Kandle MscCG und MscCGA141 beobachtet. Die
Reduzierung der IPTG-Konzentration hatte eine nur geringfligige Verringerung der Anzahl
der Kanéle in einem patch (ca. 1 um Durchmesser) zur Folge. Trotz der Verwendung hoher
IPTG-Konzentrationen, war die Anzahl der Kanéle in patches von MscCGA110 (Abb. 24)
und MscCGA247 (Abb. 26) und damit die Anzahl der Kanéale pro Zelle deutlich geringer,
was auch die Expressionssituation in  C. glutamicum  widerspiegelt.  Die
elektrophysiologische Messung von MscCGA110 war nur nach Zugabe von 50 uM GdCl;
moglich. So konnte ohne GdCl; keine dichte Versiegelung (Giga-Q-seal) zwischen der
Mikropipette und der Cytoplasmamembran hergestellt werden. In Anwesenheit von 50 uM
GdCl; war es schlieBlich mdglich eine Versiegelung zu erreichen und Kanalaktivitaten
aufzunehmen. Die Zugabe von GdCl; veranderte dabei die Leitfahigkeit von MscCG nicht,
wie mit MscCG bei gleicher Konzentration tberprift wurde. Nach zehnmin(tiger Inkubation
war die Leitfahigkeit von MscCG unverandert (Tab. 10), die Offnung von Kanilen jedoch
deutlich erschwert und bei langerer Inkubation nicht mehr moglich (nicht abgebildet). Die
Messung des Stroms, bei unterschiedlich angelegter Spannung, ermdoglichte die Berechnung
der Leitfahigkeiten von MscCG und der verkiirzten Varianten (Abb. 22). MscCG und auch

die verkurzten Derivate zeigten eine deutliche Rektifizierung. In Abhéangigkeit der
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lonenflussrichtung konnten unterschiedliche Leitfahigkeiten der Kandle gemessen werden
(Abb. 22). Weder die Verkirzung um 110 AS, das Fehlen der vierten Transmembrandomane
(MscCGA141), noch eine Trunkierung auf die Lange von MscS (MscCGA247) hatte einen
Einfluss auf die Leitfahigkeit (Abb. 22, Tab. 10).

Die zusatzliche C-terminale Domane scheint somit keinen direkten Einfluss auf die
Leitfahigkeit der Pore von MscCG zu haben. Die Pore, die von der dritten
Transmembrandomane gebildet wird, scheint durch eine Verkirzung nicht direkt betroffen
zu sein. Ein veréndertes Glutamat-Effluxverhalten nach Verkiirzung um 110 AS ist durch
eine Anderung der Leitfahigkeit nicht zu begriinden. Diese Trunkierung scheint jedoch einen
anderen Einfluss auf die Kanal, bzw. Membraneigenschaften zu haben, da eine dichte
Versiegelung zur Messung der Kanalaktivitaten nur in Anwesenheit von GdCl; moglich war.
In wenigen Féllen wurde eine nur geringe Versiegelung der Membran und Pipette erreicht,
bei der spontane Kanalaktivitaten und damit gating-Aktivitdit ohne Verdnderung der

Membranspannung mittels Unterdruck zu beobachten waren.
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Abb. 21: Beispiel der Kanalaktivitait von MscCG in E. coli MJF612-Sphéaroplasten. Die
Stromspur wurde unter asymmetrischen Bedingungen (Pipettenlésung: 200 mM KCI, 40 mM MgCl,,
5 mM HEPES, pH 7,2; Badldsung: 250 mM KCI, 90 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,2), bei einer
angelegten Spannung von +40 mV aufgenommen. Bei ansteigender Membranspannung durch
Unterdruck ist die vermehrte Offnung von Kanalen zu beobachten. C und O, zeigen geschlossene (C)
sowie die Anzahl getffneter Kandle an(O,).
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Abb. 22: Strom/Spannungs-Verhéltnis von MscCG und verkirzten Derivaten in E. coli MJF612
Sphéroplasten. Die Messung erfolgte unter asymmetrischen Bedingungen (Pipettenlésung: 200 mM
KCI, 40 mM MgCl,, 5 mM HEPES; Badlésung: 250 mM KCI, 90 mM MgCl,, 5 mM HEPES.
Leitfahigkeiten wurden mittels linearer Regression von 0 bis +70 mV und 0 bis -70 mV. Die Steigung
der Regressionsgerade reprasentiert die chord conductance von — bis +70 mV und -70 mV bis 0 mV.

MscCG (a), MscCGA110 (b), MscCGA141 (c) und MscCGA247 (d).
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Tab. 10: Leitfahigkeit von MscCG und trunkierten Derivaten. Die Leitfahigkeit wurde durch
Auftragung der Strom-/Spannungsverhaltnisses ermittelt und mittels linearer Regression zwischen 0
und +70 mV, sowie -70 und 0 mV berechnet.

Konstrukt Leitfahigkeit je Spannungsrichtung [pS]
positiv negativ

MscCG 328 110
MscCGA110 299 111
MscCGA141 302 99
MscCGA247 328 112
MscCG + GdCl; 307 -
MscCGA106V 325 97

Chord conductance von 0 bis +70 mV und -70 bis 0 mV, die Messung der Leitfahigkeit in
Anwesenheit von GdCl; erfolgte nach 10-minttiger Inkubation

Da sich die Leitfahigkeit durch eine C-terminale Verkirzung nicht verandert, wurde
auRerdem die Schwelle, des zur Offnung des ersten Kanals bendtigten Drucks im direkten
Vergleich zu dem in E. coli MJF431 konstitutiv exprimierten mechanosensitiven Kanal
MscL analysiert (Abb. 24 — Abb. 27). Die Verkiirzung um 110 AS, sowie 141 AS und damit
der Verlust der vierten Transmembrandomane, hatten keine signifikante Veranderung des
zur ersten Offnung benétigten Drucks zur Folge (t-test mit p < 0,05). Eine Trunkierung auf
die Lange von MscS (MscCGA247) duBlerte sich jedoch in einen massiven Anstieg des
Druckschwellenverhaltnisses und der damit benétigten Membranspannung zum Offnen der
Kanéle (Abb. 27)
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Abb. 23: Kanalaktivitat von MscCG und MscL in E. coli MJF431-Sphéaroplasten. Patch-clamp
Aufnahmen der Kanalaktivitaten erfolgten bei einer Spannung von +30 mV an E. coli MJF431-
Sphéroplasten nach Plasmid-kodierter Expression von MscCG, unter asymmetrischen
Pufferbedingungen. Dargestellt ist die Stromspur und der angelegte Druck in der Pipette. MscCG-
Aktivitat kann bei deutlich geringerem Druck im Vergleich zu MscL beobachtet werden. Die Pfeile
indizieren die erste Offnung von MscCG (V) und MscL (V).
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Abb. 24: Kanalaktivitat von MscCGA110 und MscL in E. coli MJF431-Sphéaroplasten. Patch-
clamp Aufnahmen der Kanalaktivitaten erfolgten bei einer Spannung von +30 mV an E. coli MJF431
Sphdroplasten nach Plasmid-kodierter Expression von MscCGA110, unter asymmetrischen
Pufferbedingungen. Dargestellt ist die Stromspur und der angelegte Druck in der Pipette.
MscCGA110-Aktivitdt kann bei deutlich geringerem Druck im Vergleich zu MscL beobachtet
werden. Die Pfeile indizieren die erste Offnung von MscCGA110 (V) und MscL (V).
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Abb. 25: Kanalaktivitit von MscCGA141 und MscL in E. coli MJF431-Sphéaroplasten. Patch-
clamp Aufnahmen der Kanalaktivitaten erfolgten bei einer Spannung von +30 mV an E. coli MJF431
Sphéroplasten nach Plasmid-kodierter Expression von MscCGA141, unter asymmetrischen
Pufferbedingungen. Dargestellt ist die Stromspur und der angelegte Druck in der Pipette.
MscCGA141-Aktivitdt kann bei deutlich geringerem Druck im Vergleich zu MscL beobachtet
werden. Die Pfeile indizieren die erste Offnung von MscCGA141 (V) und MscL (V).
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Abb. 26: Kanalaktivitat von MscCGA247 und MscL in E. coli MJF431-Sphéaroplasten. Patch-
clamp Aufnahmen der Kanalaktivitaten erfolgten bei einer Spannung von +30 mV an E. coli MJF431
Sphéroplasten nach Plasmid-kodierter Expression von MscCGA247, unter asymmetrischen
Pufferbedingungen. Dargestellt ist die Stromspur und der angelegte Druck in der Pipette.
MscCGA247-Aktivitdt kann bei deutlich geringerem Druck im Vergleich zu MscL beobachtet
werden. Die Pfeile indizieren die erste Offnung von MscCGA247 (V) und MscL (V).

70



Ergebnisse

0,8

0,6
0,4
0,2
0 . . .
QO > b/‘\

@90 OV
&"O @@& &

Druckschwellenwert [MscCG/MscL]

Abb. 27: Druckschwellenwerte von MscCG und verkirzten Derivaten in E. coli MJF431-
Sphéaroplasten im Verhéltnis zu MscL. Die Druckschwellenwerte wurden im Verhaltnis zum
Druck bei der ersten Offnung von MscL errechnet. MscCGA110 und MscCGA141 wiesen keinen
signifikanten Unterschied zu MscCG auf (t-test mit p < 0,05). (Mittelwert £ Standardfehler, n > 5).

Die Deletion von mscCG hat einen deutlichen Einfluss auf die Akkumulation von Betain
unter hyperosmotischen Bedingungen. So konnte ein Einfluss von MscCG nach Plasmid-
kodierter (Uber-)Expression auf den Efflux von Betain wihrend der Betainakkumulation
unter hyperosmotischen Bedingungen beobachtet werden. Unter steady-state Bedingungen
wird die interne Konzentration von Betain mittels aktiver Aufnahme durch BetP und
passivem Efflux durch MscCG abgestimmt (Borngen, 2009). Die Einfiihrung einer GOF-
Mutation fiihrte zu einem vermehrten Efflux und damit einer drastischen Verringerung der
Netto-Akkumulation von Betain unter hyperosmotischen Bedingungen. Die Expression eines
LOF-Konstrukts verhinderte hingegen den Efflux wéhrend der Betainakkumulation (Abb.
13).

Die massive Expression von MscCG-His und verkirzter Varianten (MscCGA21-His,
MscCGAS3-His und MscCGA97-His), bei denen die vierte Transmembrandoméne noch
vorhanden war, resultierte in einer spontanen Exkretion von Glutamat.

Unabhdngig vom Expressionslevel, konnte jedoch keine zum Wildtyp verdnderte
Betainakkumulation und damit ein verstarkter Efflux von Betain bei diesen Konstrukten
unter hyperosmotischen Bedingungen festgestellt werden (Abb. 28). Keine der bis zur

vierten TM verkilrzten Varianten zeigte trotz massiver Expression eine verminderte
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Akkumulation von Betain unter hyperosmotischen Bedingungen nach hypoosmotischem
Schock (Abb. 28). Die massive Uberexpression von MscCG-His resultierte in einer leicht
verringerten Fahigkeit Betain zu akkumulieren. Dieser Effekt wurde bei moderater
Expression jedoch wieder aufgehoben.

Die Anwesenheit der vierten Transmembrandomane scheint also einen unkontrollierten
Efflux akkumulierten Betains zu verhindern. Dies wurde bei starker als auch moderater
Expression beobachtet (Abb. 28). Die Zugabe eines mit 50 mM, massiven Uberschusses
unmarkierten Betains (chase) offenbarte einen Efflux, der sich jedoch nicht von dem des
Wildtyps unterschied wund die maximale, bis zum steady-state akkumulierte
Betainkonzentration, nicht verringerte.

Die massive Expression von Konstrukten mit Trunkierungen, die Uber die vierte
Transmembrandomane hinausgehen (MscCGA128-His, MscCGA141-His und MscCGA247-
His), zeigten keine spontane Exkretion von Glutamat, wobei die durch Penicillin ausgeldste
Exkretion weder durch die massive noch moderate Expression im Vergleich zum WT
verandert wurde. Im Gegensatz dazu fiihrte bereits eine schwache Expression von
MscCGA247-His und starken Expression von MscCGA128-His, sowie MscCGA141-His zu
einer drastisch verringerten F&higkeit, Betain unter hyperosmotischen Bedingungen zu
akkumulieren (Abb. 29). Ein Sonderfall stellt erneut die um 110 AS verkirzte Variante dar.
Die Anwesenheit von MscCGA110-His flhrte bereits bei schwacher Expression zu einer
spontanen Exkretion und resultiert in einem Verlust der Fahigkeit Betain zu akkumulieren.
Der hydrophobe Bereich, der die vierte Transmembrandoméne bildet, ist bei dieser
verkirzten Variante jedoch noch vorhanden und bildet den C-terminalen Bereich des
Proteins.

Zusammenfassend scheint die zusatzliche Doméne und moglicherweise auch der
konservierten cytoplasmatischen Bereiche vor dieser Doméne von wesentlicher,
funktioneller Bedeutung zu sein. So wird bei Anwesenheit und starker Expression eine
spontane Glutamatexkretion beobachtet, wohingegen das Fehlen dieses Bereichs keine
spontane Exkretion zur Folge hat.

Eine bereits teilweise schwache Expression von Konstrukten mit fehlender vierter
Transmembrandomane genugt hingegen bereits die Fahigkeit, Betain nach einem

hypoosmotischem Schock zu akkumulieren, zu verlieren.
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Tab. 11: Membranpotential von C. glutamicum A4mscCG nach Expression von MscCG-His und
verkirzten Derivaten. Das Membranpotential wurde unter Verwendung von TPP ermittelt. Das
Membranpotential ohne Schock wurde nach Wachstum unter hyperosmotischen Bedingungen in BHI
mit 0,5 M NaCl (ca. 1,3 osmol/ kg) bestimmt. AulRerdem wurden die Potentiale nach einem
hypoosmotischem Schock (ca. 0,1 osmol/kg), unter hyperosmotischen Bedingungen (ca. 1,8
osmol/kg) wahrend der Betainakkumulation ermittelt. Die Induktion der Expression erfolgte unter
Verwendung von 25 uM IPTG.

Membranpotential [mV]

Stamm/ Konstrukt BHI + 0,5 M NaCl nach hypoosm. Schock

MscCG-His 210 216
MscCGA21-His 198 209
MscCGA53-His 218 207
MscCGA97-His 204 186
MscCGA110-His 157 168
MscCGA128-His 205 162
MscCGA141-His 199 143
MscCGA247-His 213 159
WT 204 205
AmscCG 201 217

Da die massive Expression jedoch nicht die Situation der konstitutiv geringen Expression im
Wildtyp widerspiegelt, scheint der Effekt der spontanen Glutamatexkretion durch eine
ausgeloste Uberexpression hervorgerufen zu sein. Die Trunkierung des C-terminalen,
periplasmatischen Bereichs nach der vierten Transmembrandoméne scheint weder einen
Einfluss auf die Exkretion von Glutamat, noch auf den Efflux von Betain und damit der
Akkumulation von Betain unter hyperosmotischen Bedingungen zu haben. Fir den Efflux
scheint insgesamt eine L&nge von 247 AS, was der Lange von MscS mit den ersten drei
Transmembrandoménen entspricht, auszureichen, um eine Anderung der Membranspannung
wahrzunehmen und kompatible Solute sowie lonen passieren zu lassen. Die zusatzliche
Doméne inklusive der vierten Transmembrandomane scheint dabei eine regulatorische

Funktion einzunehmen.
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Abb. 28: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen. Die
Betainakkumulation erfolgte unter hyperosmotischen Bedingungen bis zum steady-state. Die Menge
radioaktiv markierten Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die Zugabe eines
Uberschusses (50 mM) unmarkierten Betains (chase) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die moderate,
Plasmid-kodierte Expression in C. glutamicum AmscCG erfolgte ohne Zugabe von IPTG (gestrichelte
Linien), die starke Expression erfolgte durch Induktion mit 25 uM IPTG. WT (e) nach chase (A ), MscCG-
His (e) nach chase (A), MscCGA21-His () nach chase (A) und MscCGA53-His (e) nach chase (A).
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Abb. 29: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen. Die
Betainakkumulation erfolgte unter hyperosmotischen Bedingungen. Die Menge radioaktiv markierten
Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die Zugabe eines Uberschusses (50 mM)
unmarkierten Betains (chase) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die moderate, Plasmid-kodierte
Expression in C. glutamicum AmscCG erfolgte ohne Zugabe von IPTG (gestrichelte Linien), die starke
Expression erfolgte durch Induktion mit 25 uM IPTG, wobei MscCGA110-His und MscCGA247-His mit
25 UM nur eine schwache Expression zeigten. MscCGA110-His (e) nach chase (A), MscCGA141-His
(®) nach chase (A ), MscCGA247-His () nach chase (A) und MscCGA128-His (e).
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3.2.2 Untersuchungen zur Rolle der C-terminalen Doméne mit MscS-Fusionskonstrukten

Im Gegensatz zum Verlust, zeigte auch die massive Expression und damit vermehrte
Anwesenheit der zusatzlichen Doméne einen positiven Effekt auf die Exkretion von
Glutamat. Hingegen wurde kein vermehrter Efflux von Betain und damit einhergehende,
reduzierte Netto-Betainakkumulation festgestellt, was insgesamt auf eine regulatorische
Funktion hindeutet.

Der E. coli-Kanal MscS mit 286 AS und groRer Ahnlichkeit zu MscCG, besitzt diese
Doméne nicht. MscCG bendétigt fir eine Membranspannungs-abhangige Aktivierung und
einen Penicillin-ausgeltsten Efflux ebenfalls nur eine Lange von 286 AS (Abb. 19). Auch
die heterologe Expression von MscS in C. glutamicum AmscCG fiihrte zu eine deutlichen
Erhoéhung der Exkretionsrate von Glutamat unter Verwendung von Penicillin als Ausloser.
Um die Funktion der zusatzlichen Doméne aufzuklaren wurde deshalb MscS als Grundlage
des Kanals verwendet und die die zusatzliche C-terminale Domadne fusioniert. Die
Expression eines Fusionskonstrukts (MscS/CtMscCG, Abb. 30) resultierte in eine weiteren
Erhéhung der Exkretion von Glutamat (Bérngen, 2009). Durch Manipulation des MscS-
Teils durch Einfuigen bekannter LOF- und GOF-Mutationen konnte gezeigt werden, dass der

ausgeldste Efflux von Glutamat auch durch den Kanalteil von MscS vermittelt wird.

vvvvvvv

MscCG AS 287-533

MscS AS 1-286

Abb. 30: Schematische Darstellung der Topologie von MscS/CtMscCG mit MscS (286 AS),
fusioniert mit der zusatzlichen C-terminalen Doméne von MscCG (AS 287-533). MscS besitzt
drei Transmembrandoménen, von denen die zweite und dritte, Poren-formende Doméne eine grofie
Homologie zu MscCG aufweist. Zur Analyse der zusétzlichen Doméane von MscCG mit einer
vierten Transmembrandoméne, wurden diese mit MscS (grin) C-Terminal fusioniert (rot).

Die heterologe Expression von MscS-His fiihrte mit 9,47 + 0,01 pmol g ZTM™ min™ zu
einem deutlichen Anstieg der Exkretionsrate im Vergleich zur Deletionsmutante (3,4 + 0,1
pmol g ZTM™ min™). Die Expression des Fusionskonstrukts MscS/CtMscCG-His resultierte

ein einer weiteren Steigerung der Exkretion auf eine Rate von 14 + 0,8 umol g ZTM™ min™
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(Abb. 31 und Tab. 12). Diese Beobachtung erhéartet die Vermutung, dass die zusatzliche
Domane von MscCG madglicherweise eine regulatorische Funktion auf die Kanaldoméane bei
der Exkretion von Glutamat einnimmt.

Zur Definierung des Bereichs der zusétzlichen Doméne, der eine moglicherweise
regulatorische Rolle spielt, wurde ein um 110 AS C-terminal verkirztes Fusionskonstrukt
exprimiert. Die Verkirzung von MscCG um 110 AS fihrt zu einer spontanen Exkretion von
Glutamat bei gleichzeitig drastischer Verringerung des Wachstums und des
Membranpotentials nach hypoosmotischem Schock. Die C-terminale Verkirzung um 110
AS von MscS/CtMscCG-His hatte keinen Einfluss auf das Exkretionsverhalten. Eine
spontane Exkretion konnte hier nicht beobachtet werden (Abb. 31 und Tab. 12). Dagegen
war der durch Penicillin ausgeloste Efflux von MscS/CtMscCGA110-His mit 15,4 + 0,7
pumol g ZTM™ min™ zu MscS/CtMscCG-His kaum verandert. Die im Vergleich zu MscS
erhohte Exkretion ist also nicht auf den periplasmatisch Anteil der zusétzlichen Domane
zuriickzufuhren. AulRerdem scheint eine Trunkierung um 110 AS nur in Verbindung mit der
Kanalregion von MscCG einen drastischen Effekt hervorzurufen.

Die Beobachtung, dass der Effekt der spontanen Exkretion nur in Verbindung mit der
Kanalregion von MscCG beobachtet werden kann, l&sst auf eine moglicherweise spezifische
Interaktion mit der vierten Transmembrandomane und/oder dem Bereich davor schliel}en.
Ein MscS-Fusionskonstrukt mit Deletion der vierten Transmembrandoméne aus MscCG
konnte nicht exprimiert werden (nicht abgebildet).

Eine Fusion der bei MscCG periplasmatisch lokalisierten C-terminalen Doméne an MscS
(MscS/CTMscCG406-423-His) hatte keinen Einfluss auf die Glutamatexkretionsrate
(Abb. 31 und Tab. 12). Aufgrund der Erhéhung der Glutamatexkretion nach Fusion der C-
terminalen Doméne scheint diese auch eine Funktion bei der Exkretion von Glutamat mittels
MscS einzunehmen. So genlgt bereits eine von MscS gebildete Pore, um mit Penicillin eine
Exkretion auszuldsen. Die Anwesenheit der zusétzlichen Domdne verstarkt den Effekt
deutlich. Die Beobachtung, dass eine spontane Exkretion hingegen bei der um 110 AS
verkirzten Fusionsvariante keinen Einfluss hat, weist auf einen mit der Kanalregion von
MscCG spezifischen Mechanismus hin. Dennoch reicht die Fusion der AS 287-423 von
MscCG und damit auch Anwesenheit der vierten Transmembrandoméne aus, um einen

verstarkten Efflux hervorzurufen.
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Abb. 31: Externe Glutamatkonzentration nach Auslésen der Exkretion mittels Penicillin.
Dargestellt ist die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten im Medium. Die
Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Die Zugabe von Penicillin ist durch einen Pfeil
markiert. Geraden reprasentieren lineare Regressionen. Die Induktion der Expression erfolgte mit je 25
UM IPTG. 4AmscCG (o), WT (e), MscCG-His (e), MscS-His (e), MscS/CtMscCG-His (e),
MscS/CtMscCGA110-His (o) und MscS/CtMscCG406-423-His ().

Tab. 12: Glutamatexkretionsraten von MscCG-His, MscS-His und Derivaten bei moderater
Expression Die Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der externen
Glutamatkonzentrationen ermittelt. Die Induktion einer moderaten Expression der Konstrukte
erfolgte unter Verwendung von 25 uM IPTG. n>3

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCG-His* 0 18,7+0,9
MscS-His 0 9,5+0,01
MscS/CtMscCG-His 0 13,8+0,2
MscS/CtMscCGA110-His 0 154 +0,7
MscS/CtMscCG424-533-His 0 9,0+0,8
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 340,12
*ohne IPTG
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Abb. 32: Western Blot-Analyse von MscS-His und Fusionskonstrukt MscS/CtMscCG-His. Die
Expression von MscCG-His und verkiirzten Derivaten erfolgte Plasmid-kodiert unter Verwendung
von 25 pM IPTG in C. glutamicum AmscCG.. Fir die SDS-PAGE wurden jeweils 25 g
Membranextrakt verwendet. Die immunologische Detektion erfolgte mittels Anti-Penta-His-
Antikdrper. GréBenstandard (M); MscS-His (1), MscS/CtMscCG-His (2), MscS/CtMScCGA110-His
und MscS/ CtMscCG424-533-His (4).

Der Einfluss der zusétzlichen Doméne wird unter Betrachtung der Betainakkumulation
ebenfalls deutlich. Diese war nach Expression des Fusionskonstrukts im Vergleich zu MscS-
His verringert. So wurde ein steady-state nach 90 min nicht erreicht, wahrend Zellen nach
Expression von MscS-His bereits nach 40 Minuten eine Sattigung zeigten. Auch die
heterologe Expression von MscS-His fuhrt demnach zu einem Efflux unter
hyperosmotischen Bedingungen, wobei sich die Netto-Akkumulation im Vergleich zu
Wildtyp oder nach Komplementation nicht unterschied (Abb. 33) und das Membranpotential

nicht beeintrachtigt war (Tab. 13).
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Abb. 33: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen. Die Menge
radioaktiv markierten Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die Zugabe eines
Uberschusses (50 mM) unmarkierten Betains (chase) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die

moderate, Plasmid-kodierte Expression in C. glutamicum 4AmscCG erfolgte ohne Zugabe von 25 uM
IPTG. MscS-His () nach chase (A ) und MscS/CtMscCG-His (e) nach chase (A).
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Tab. 13: Membranpotential von C. glutamicum A4mscCG nach Expression von MscCG-His,
MscS-His und dem Fusionskonstrukt MscS/CtMscCG-His. Das Membranpotential wurde unter
Verwendung von TPP ermittelt. Das Membranpotential ohne Schock wurde nach Wachstum unter
hyperosmotischen Bedingungen in BHI mit 0,5 M NaCl (ca. 1,3 osmol/ kg) bestimmt. AufRerdem
wurden die Potentiale nach einem hypoosmotischem Schock (ca. 0,1 osmol/kg), unter
hyperosmotischen Bedingungen (ca. 1,8 osmol/kg) wahrend der Betainakkumulation berechnet. Die
Induktion der Expression erfolgte unter Verwendung von 25 uM IPTG.

Membranpotential [mV]

Stamm/ Konstrukt BHI + 0,5 M NaCl nach hypoosm. Schock

MscCG-His 210 216
MscS-His 201 203
MscS/CtMscCG-His 214 192

Die elektrophysiologische Charakterisierung von MscCG zeigte, dass C-terminale
Trunkierungen und auch das Entfernen der kompletten zusétzlichen C-terminalen Doméne
(MscCGA247) keinen Einfluss die Leitfahigkeit hatte, obgleich eine Verénderung des
Druckschwellenwerts zur Aktivierung der mechanosensitiven Kandle beobachtet wurde
(Abb. 27). Ein Einfluss der Fusion auf mechanosensitive Eigenschaften wurde ebenfalls
elektrophysiologisch uberprift (Abb. 34).

Die patch-clamp-Analyse von MscS und MscS/CtMscCG erfolgte nach Plasmid-kodierter
Expression in E. coli MJF465 (4mscK, A4mscS und AmscL) Sphéroplasten.

In inside-out-patches zeigte MscS/CtMscCG wie MscS eine Membranspannung-abhéngige
Aktivierung, sowie eine MscS-typische Desensibilisierung (Abb. 34). Im Gegensatz zu
MscS war die Rektifizierung des Fusionskonstrukts nicht zu ermitteln, da bei einer
angelegten negativen Spannung keine eindeutigen Einzelkanal6ffnungen zu identifizieren
waren. Bereits eine schwache elektrische Spannung von -10 mV bzw. -20 mV fihrte zu
flackernden Kanalaktivitaten bei geringer Membranspannung (Abb. 35). Die Leitféhigkeit
bei positiver Spannung wurde durch die zusétzliche C-terminalen Domane nicht beeinflusst.
So lag die gemessene Leitfédhigkeit von MscS in E. coli MJF465 Sphéroplasten bei ca. 1,25
nS und unterschied sich von der Leitfahigkeit des Fusionskonstrukts mit ca. 1,25 nS nicht
(Abb. 36, Tab. 14). AuBRerdem bleibt festzuhalten, dass die Leitfahigkeit von MscCG mit ca.
0,33 nS deutlich geringer war und durch Einfligen von LOF-Mutationen in das

Fusionskonstrukt, keine Kanalaktivitat beobachtet werden konnte (nicht abgebildet).
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Abb. 34: Beispiel der Kanalaktivitat von MscS (a) und MscS/CtMscCG (b) in E. coli MJF465-
Sphéaroplasten. Die Aufnahme der Stromspur erfolgte unter asymmetrischen Bedingungen
(Pipettenldsung: 200 mM KCI, 40 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,2; Badlosung: 250 mM KCI, 90
mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,2), bei einer angelegten Spannung von +30 mV. Bei ansteigender
Membranspannung durch Unterdruck ist die vermehrte Offnung von Kanalen zu beobachten.
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Abb. 35: Beispiel der Kanalaktivitat von MscS/CtMscCG in E. coli MJF465 Sphéaroplasten bei
negativer Spannung. Die Aufnahme der Stromspur erfolgte unter asymmetrischen Bedingungen
(Pipettenlésung: 200 mM KCI, 40 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,2; Badldsung: 250 mM KCI, 90
mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,2), bei einer angelegten Spannung von -20 mV. Bei ansteigender
Membranspannung durch Unterdruck waren Einzelkanaléffnungen nicht mehr zu erkennen und die
Kanalaktivitaten zeichneten sich durch starkes Flackern aus.
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Abb. 36: Strom/Spannungs-Verhéltnis von MscS und MscCG/CtMscCG in E. coli MJF465
Spharoplasten. Die Messung erfolgte unter asymmetrischen Bedingungen (Pipettenldsung: 200 mM
KCI, 40 mM MgCl,, 5 mM HEPES; Badlosung: 250 mM KCI, 90 mM MgCl,, 5 mM HEPES.
Leitfahigkeiten wurden mittels linearer Regression ermittelt. MscS (a) und MscS/CtMscCG (b).

Tab. 14 Leitfahigkeit von MscS und MscS/CtMscCG in E. coli MJF465 Sphéaroplasten. Die
Leitfahigkeit wurde durch Auftragung der Strom-/Spannungsverhaltnisses und linearer Regression
errechnet.

Konstrukt Leitfahigkeit je lonenflussrichtung [nS]
positiv negativ

MscS ~1,25 ~0,85

MscS/CtMscCG ~1,25 nicht messbar

Neben einer unverénderten Leitfahigkeit war auch die fur die Aktivierung bendtigte
Druckschwelle durch die Fusion unbeeinflusst. Fir die Berechnung der zur Offnung
bendtigten Drucks, wurde als Referenz in E. coli MJF431 konstitutiv exprimierte MscL
verwendet (Abb. 37). Die Fusion der 247 C-terminalen Aminoséuren an MscS hatte keine
signifikante Veranderung des Druckschwellenwerts zur Folge (t-test mit p < 0,05; Abb. 37c).
Die nach Fusion und damit Anwesenheit der zusétzlichen C-terminalen Doméne von MscCG
gemessenen erhohten Glutamatexkretion, lasst sich also durch eine Verdnderung der
Leitfahigkeit oder fir das gating bendtigten Anderung der Membranspannung nicht
begriinden.
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Abb. 37: Kanalaktivitdt von MscS (a), MscS/CtMscCG (b) und MscL in E.coli MJF 431
Sphéroplasten, sowie Druckschwellenwert beider Kandle im Verhaltnis zu MscL (c) Patch-clamp-
Aufnahmen der Kanalaktivitaten erfolgten bei einer Spannung von +30 mV an E. coli MJF431
Sphéaroplasten nach Plasmid-kodierter Expression von MscS und MscS/CtMscCG, unter
asymmetrischen Pufferbedingungen. Dargestellt ist die Stromspur und der angelegte Druck in der
Pipette. MscS- (a) und MscS/CtMscCG-Aktivitat (b) kann bei geringerem Druck im Vergleich zu MscL
beobachtet werden. Die Pfeile indizieren die erste Offnung von MscS (a) und MscS/CtMscCG (b) (),
sowie MscL (V). Druckschwellenwerte stehen im Verhaltnis zu MscL und zeigten keinen signifikanten
Unterschied. (c) (t-test mit p < 0,05, Mittelwert + Standardfehler, n > 5).
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3.2.3 Einfluss konservierter Bereiche der C-terminalen Doméne von MscCG

Die unterschiedlichen Verkirzungen von MscCG, aber auch die Fusion der zusétzlichen
Doméne von MscCG haben gezeigt, dass die C-terminale Doméne eine Rolle beim
Effluxverhalten spielt. Bisherige Beobachtungen nach Verkiirzung deuten darauf hin, dass
der periplasmatische Teil dieser Doméne wahrscheinlich keine Funktion besitzt. Die An-
bzw. Abwesenheit der vierten Transmembrandomane und damit eingeschlossen die
Aminosauren 287-423, flhrten zu deutlichen Veranderungen der Glutamatexkretion sowie
der Fahigkeit Betain zu akkumulieren.

Ein Sequenzvergleich der zusétzlichen C-terminalen Doméne offenbarte, dass einige Motive
in der Familie der Corynebacteriaceae stark konserviert sind (Abb. 46). So &hneln sich die
Aminosauresequenzen der vierten Transmembrandoméne deutlich und Bereiche vor dieser
Doméne sind hoch konserviert. Zur detaillierten Analyse der Funktion dieser Abschnitte
wurde die vierte Transmembrandomane mutiert oder deletiert und konservierte Bereiche der
Domane deletiert oder durch Alanin-Linker ersetzt.

Die Verkirzung von MscCG um 110 AS resultierte in einer spontanen Exkretion von
Glutamat. Detaillierte Mutationsanalysen dieses Konstrukts sollten zusétzlich Aufschluss
uber die Funktion von MscCG, als auch die Beteiligung bestimmter Bereiche der C-

terminalen Domane geben.

3.2.3.1 Einfluss der vierten Transmembrandoméne

Verkirzte Varianten, denen die vierte Transmembrandoméne fehlte, zeigten bei starker
Expression keine spontane Exkretion von Glutamat, sowie den Verlust der Fahigkeit zur
Betainakkumulation nach einem hypoosmotischem Schock unter nachfolgenden
hyperosmotischen Bedingungen (3.2.1). Um eine mogliche Beteiligung bzw. die Rolle der
Integritat dieser Doméane aufzuzeigen, wurde die vierte Transmembrandomane bzw. die
Aminosauren 406-423 deletiert (MscCGA406-423-His) oder mit einem Alanin-Linker
gleicher Lange ersetzt (MscCG_Ala406-423-His). Die Expression der Konstrukte erfolgte
unter Verwendung von 25 pM IPTG in C. glutamicum 4mscCG (Abb. 38).

Eine spontane Glutamatexkretion war trotz massiver Expression in beiden Féllen nicht zu
beobachten (Abb. 39a). Die Penicillin-vermittelte Exkretion von Glutamat unterschied sich
mit einer Rate von 19,2 pmol g ZTM™ min™ nicht wesentlich von der des Wildtyps oder
nach Uberexpression von MscCG-His (Abb. 39b, Tab. 15). Die Deletion oder der Austausch
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der vierten Transmembrandomane hatte somit keinen Einfluss auf die Penicillin-vermittelte

Exkretion von Glutamat.
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Abb. 38: Western Blot-Analyse von MscCGA406-423-His und MscCG_Ala406-423-His. Die
Plasmid-kodierte, Expression erfolgte unter Zugabe von 25 uM IPTG in C. glutamicum 4mscCG.
SDS-Gele wurden mit jeweils 25 pug Membranextrakt beladen und der Blot mit Anti-Penta-His
Antikérper entwickelt. GréRenstandard (M), MscCGA406-423-His (1) und MscCG_Ala406-423-His

(2).

Im Gegensatz zum unveranderten Kanal, resultierte die massive Expression von MscCG in
Abwesenheit der vierten Transmembrandomaéne nicht in einer spontanen Glutamatexkretion
(Abb. 39)a. Diese Beobachtung deckt sich mit dem Ausbleiben einer spontanen Exkretion
von Glutamat nach Expression verkilrzter Derivate von MscCG, bei denen diese
Transmembrandomane ebenfalls fehlt (3.2.1). Offenbar spielt der periplasmatische Anteil
der C-terminalen Domane keine wesentliche Rolle, da ein Fehlen der AS 406-423 (TM4) die
spontane Exkretion bereits verhindert. Die durch Penicillin ausgeldste Exkretion wird durch
diese Modifikation nicht beeinflusst (Abb. 39b).
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Abb. 39: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin (a) und nach Auslésen der Exkretion
mittels Penicillin (b) bei starker Expression von MscCGA406-423-His und MscCG_Ala406-423-
His. Dargestellt ist die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten in externem
Medium. Die Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC bestimmt. Die Zugabe von Penicillin ist
durch einen Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen reprasentieren (b). Die Plasmid-
kodierte und starke Expression erfolgte durch Zugabe von 25 M IPTG. MscCGA406-423-His (e)
und MscCG_Ala406-423-His (e).

Tab. 15: Glutamatexkretionsraten von MscCG-Derivaten mit Modifikation der vierten
Transmembrandoméne. Die Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der
externen Glutamatkonzentrationen ermittelt. Die Induktion der Expression der Konstrukte erfolgte
unter Verwendung von 25 uM IPTG.

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCGA406-423-His 0 19,2
MscCG_Ala406-423-His 0 19,2
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 34+0,12

Die Integritat der vierten Transmembrandomane scheint also notwendig, um eine spontane
Exkretion bei starker Expression hervorzurufen. Dabei ist festzuhalten, dass auch bei der um
110 AS verkurzten Variante, die bereits bei schwacher Expression eine spontane Exkretion
zeigt, die Aminoséuren 406-423 vorhanden sind.

Die Modifikation des Transmembranbereichs hatte auf3erdem einen Einfluss auf die

Fahigkeit, nach hypoosmotischem Schock Betain zu akkumulieren. So waren Zellen nach
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Expression von MscCG_Ala406-423-His nicht mehr in der Lage, nach hypoosmotischem
Schock, unter hyperosmotischen Bedingungen Betain zu akkumulieren (Abb. 40). Die
Zugabe eines Uberschusses unmarkierten Betains verdeutlichte den massiven Efflux von
Betain. BetP war hier nicht mehr in der Lage den massiven Efflux durch aktive Aufnahme zu
kompensieren, was auf ein unter diesen Bedingungen verringertes Membranpotential von

157 mV zurtckzufihren ist.
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Abb. 40: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen von
MscCG_Alad06-423-His. Die Menge radioaktiv markierten Betains im Cytoplasma wurde mit schneller
Filtration ermittelt. Die Zugabe eines Uberschusses (50 mM) unmarkierten Betains (chase A) ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Die massive, Plasmid-kodierte Expression von MscCG_Ala406-423-His (e)
in C. glutamicum AmscCG erfolgte durch Zugabe von 25 uM IPTG.

Die Abwesenheit der vierten Transmembrandomane fihrte demnach, wie auch bei
Verkirzung, zu massiven Efflux von Betain nach hypoosmotischem Schock und verhinderte

eine spontane Exkretion von Glutamat bei massiver Expression.
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3.2.3.2 Untersuchungen zur Verkirzung von MscCG um 110 Aminoséuren

Die um 110 Aminosduren verkirzte Variante von MscCG, deren geringe Expression bereits
eine spontane Exkretion von Glutamat hervorruft, sowie die Akkumulation von Betain
verhindert und zu einem sehr stark verringertem Membranpotential flhrt, endet C-terminal
mit dem hydrophoben Bereich der vierten Transmembrandoméne. Dieser drastische
Phénotyp lasst eine besondere Funktion dieser Doméne vermuten.

Zur detaillierten Analyse dieses Derivats, wurde eine um 110 AS verkirzte Variante erstellt,
bei der die AS 406-423 durch Alanin ersetzt wurden (MscCGA110 Ala406-423-His).
Aullerdem wurden die Aminosduren 287-401 und damit der Bereich vor der
Transmembrandomane  in  zufalliger  Reihenfolge  durchmischt, wodurch  die
Aminosaurekomposition und damit Léange, sowie Ladung erhalten blieben, sich die
Reihenfolge aber unterschied (MscCGA110 random287-401). Der C-terminale
Transmembrananteil wurde dabei nicht verandert (Abb. 40).

Verklrzung um 110 AS

vvvvvvv

Abb. 41: Schematische Darstellung der Topologie von MscCGA110. MscCG besitzt vier
Transmembrandomanen, von denen die zweite und dritte, Poren-formenden Doméne &ul3erst homolog
zu MscS sind. Die vierte Transmembrandoméne bildet mit den Aminoséuren 406-424 den C-
terminalen Bereich des trunkierten Konstrukts. Fir die funktionelle Analyse des Bereichs vor der
vierten Transmembrandomane wurden die Aminosduren 287-401 randomisiert (griin).

Des Weiteren wurden die fur MscCG identifizierten LOF-Mutationen in das verkirzte
Konstrukt eingefiihrt. Unter Verwendung von 25 pM IPTG wurde alle Konstrukte in
C. glutamicum AmscCG exprimiert und deren Effekt auf den Efflux von Glutamat und die

Féahigkeit Betain nach hypoosmotischem Schock zu akkumulieren untersucht.
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Abb. 42: Western Blot-Analyse von MscCGA110-His und Derivaten. Die Expression von
MscCGA110-His und Derivaten erfolgte Plasmid-kodiert unter Verwendung von 25 pM IPTG in
C. glutamicum 4mscCG. Mit Ausnahme von MscCGA110 Ala406-423-His wurde zur Reduzierung
der Expression kein IPTG verwendet. Fir die SDS-PAGE wurden jeweils 25 pug Membranextrakt
verwendet (MscCGA110-His: 40 pg). Die immunologische Entwicklung erfolgte mittels Anti-Penta-
His-Antikorper. GroRenstandard (M); MscCGA110-His + IPTG (1), MscCGA110_Ala406-423-His +
IPTG (2), MscCGA110_Ala406-423-His ohne IPTG (3), MscCGA110_Q112L_V115S-His + IPTG
(4) und MscCGA110_random287-401-His + IPTG (5).

Der Verlust des hydrophoben, vierten Transmembranbereichs mit den Aminosauren 406-423
durch Substitution eines Alanin-Linkers, hob den drastischen Phanotyp der um 110 AS
verkirzten Variante auf. Bei moderater Expression war weder ein vermindertes Wachstum,
noch eine spontane Exkretion von Glutamat zu beobachten (Abb. 43). Die massive
Uberexpression hingegen fiihrte erneut zu einer spontane ExKkretion bei unverandertem
Wachstum (Abb. 44).

Erstaunlicherweise zeigte sich in einem Kontrollexperiment, bei dem der Einfluss der
hydrophoben Aminosduren 403-426 auf die spontane Exkretion von Glutamat untersucht
werden sollte, dass nicht nur dieser rudimentére hydrophobe Bereich allein fir die
beobachteten Effekte verantwortlich ist. Nach Expression eines um 110 AS verkirzten
Derivats von MscCG, bei dem der Bereich vor dieser Transmembrandoméne randomisiert
wurde und der hydrophobe Bereich erhalten blieb, wurde tiberraschenderweise eine spontane
Glutamatexkretion bei gleicher moderater Expression nicht mehr beobachtet (Abb. 43).
Diese Randomisierung verhinderte also trotz Verkirzung um 110 AS die spontane Exkretion
von Glutamat durch MscCG und weist direkt auf die regulatorische Rolle der C-terminalen
Doméne hin.

Die durch Penicillin ausgeloste Exkretion wurde durch die Modifikation des
Transmembranbereichs (AS 406-423) und der davor liegenden Segmente (AS 287-401) nicht
beeinflusst. So konnte nach Zugabe von Penicillin bei Expression von MscCGA110_Ala40-
423-His und MscCG_random287-401-His eine Rate von 17,7 bzw 17,6 pumol g ZTM™ min™
gemessen werden, die von der des Wildtyps oder nach Expression des unveradnderten Kanals
nicht signifikant abweicht. Das Einfligen der LOF-Mutationen verhinderte die durch die
Expression von MscCGA110-His hervorgerufene spontane Exkretion von Glutamat nicht.
Die Manipulation der Pore dieses Konstrukts, die bei dem ungekurzten Kanal MscCG-His
eine Exkretion komplett verhindert und auch die zur Aktivierung benétigten

89



Ergebnisse

Membranspannung herabsetzt, hatte bei der Trunkierung um 110 AS keinen Effekt. Diese
Verkirzung muss demnach einen sehr starken Einfluss auf den Kanal haben. Dennoch
wurden Zellen nach Expression des verkirzten Konstrukts durch das Einfligen der LOF-
Mutationen befahigt Betain besser zu akkumulieren (Abb. 45), was auf einen verringerten

Efflux nach hypoosmotischen Efflux aufgrund der eingefugten LOF-Mutationen hindeutet.
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Abb. 43: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin (a) und nach Auslésen der Exkretion
mittels Penicillin (b) bei anndhernd gleicher moderater Expression von MscCGA110-His-
Derivaten. Dargestellt ist die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten im
externen Medium. Die Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Die Zugabe von
Penicillin ist durch einen Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen reprasentieren (b). Die
Plasmid-kodierte Expression von MscCGA110-His-Derivaten wurde durch Anpassung der IPTG-
Konzentration auf ein moderates Niveau reguliert. MscCGA110_Q112L_V115S-His (e, mit 25 uM
IPTG), MscCGA110_Ala406-423-His (e, ohne IPTG) und MscCGA110 random287-401-His (e, mit
25 uM IPTG).
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Abb. 44: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin () und nach Auslésen der Exkretion
mittels Penicillin (#) bei starker Expression von MscCGA110_Ala406-423-His. Dargestellt ist
die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten im externen Medium. Die
Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der Zugabe von
6 U/ml Penicillin. Die Plasmid-kodierte Expression von MscCGA110_Ala406-423-His erfolgte unter
Zugabe von 25 uM IPTG. 90
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Tab. 16: Glutamatexkretionsraten von MscCGA110-Derivaten. Die Glutamatexkretionsraten
wurden mittels linearer Regression der externen Glutamatkonzentrationen ermittelt. Die moderate
Expression der Konstrukte erfolgte unter Zugabe von 25 uM IPTG.

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCGA110 Ala406-423-His 0 17,7
MscCGA110 random287-401-His 0 18,1 +0,6
MscCGA110 Q112L V115S-His 14,9+0,6 20+0,4
WT 0 16,9+1,1
MscCGA110-His 15,2+0,6 15+19
AmscCG 0 3,4+0,12

Tab. 17: Membranpotential von C. glutamicum 4mscCG nach Expression von MscCGA110-His
und Derivaten. Das Membranpotential wurde unter Verwendung von TPP ermittelt. Das
Membranpotential ohne Schock wurde nach Wachstum unter hyperosmotischen Bedingungen in BHI
mit 0,5 M NaCl (ca. 1,3 osmol/ kg) bestimmt. Auflerdem wurden Die Potentiale nach einem
hypoosmotischem Schock (ca. 0,1 osmol/kg), unter hyperosmotischen Bedingungen (ca. 1,8
osmol/kg) wahrend der Betainakkumulation berechnet. Die Induktion der Expression erfolgte unter
Verwendung von 25 uM IPTG.

Membranpotential [mV]

Stamm/ Konstrukt BHI + 0,5 M NaCl nach hypoosm. Schock
MscCGA110-His 157 168
MscCGA110_Ala406-423-His 201 201; 153*
MscCGA110_random287-401-His 187 198,4
MscCGA110_Q112L_V115S-His 180 207

*starke Uberexpression mit 25 uM IPTG
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Abb. 45: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen. Die Menge
radioaktiv markierten Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die Zugabe eines
Uberschusses (50 mM) unmarkierten Betains (chase) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die moderate,
Plasmid-kodierte Expression in C. glutamicum AmscCG erfolgte durch Zugabe von 25 pM IPTG, wobei
fir moderate Expression von MscCGA110_Ala406-423-His hier ohne Zugabe von IPTG erfolgte.
MscCGA110-His (e) nach chase (A), MscCGA110 Q112L_V115S-His (e, mit 25 puM IPTG) nach
chase (A), MscCGAl110 Ala406-423-His (e, ohne IPTG) nach chase (A) und
MscCGA110_random287-401-His (e, mit 25 uM IPTG) nach chase (A).
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3.2.2.3 Einfluss eines konservierten Bereichs vor der vierten Transmembrandoméne

Modifikationen bzw. Verkirzung des konservierten Bereichs vor und innerhalb der
vorhergesagten vierten Transmembrandoméane haben gezeigt, dass diese offenbar eine Rolle
fiir die Regulation von MscCG spielt und bei Abwesenheit dieser Doméne eine spontane
Exkretion, sowie die Betainakkumulation nach hypoosmotischem Schock verhindert wird
(3.2.1und 3.2.2).

Verkirzungen, die ber die vierte Doméne hinausgehen (MscCGA141), sowie Modifikation
dieses Bereichs (Ala406-423 und A406-423) fihren zu einer deutlichen Verédnderung des
Glutamatefflux sowie der Fahigkeit, Betain zu akkumulieren (Abb. 39 und Abb. 40). Zur
detaillierten Analyse der mdglichen Funktion dieses konservierten Motivs wurden die
Bereiche mit den Aminosauren 392-405, sowie 392-401 modifiziert. Dieser vorhergesagte
Transmembranbereich umfasst 19 Aminosauren (AS 402-420) und ist von hydrophilen,
sowie teilweise ungeladen Aminosauren umgeben (Abb. 46). Insbesondere der Bereich vor
dieser Doméne ist hoch konserviert. Die Aminosduren Methionin392, Serin393,
Threonin394 und Serin395, die in der Transmembran-Vorhersage zu dem

Transmembranbereich zahlen, wurden dabei berticksichtigt.
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Abb. 46: Vergleich der Primarsequenz von MscCG aus C. glutamicum mit homologen Proteinen
aus der Familie der Corynebacteriaceae. Dargestellt ist der Sequenzabschnitt um die vierte
Transmembrandoméne von Aminosédure 364 bis 430. Die vorhergesagte Transmembrandoméne wird von
den Aminosauren 402-420 gebildet. Markiert sind auBerdem Verkirzungsstellen innerhalb dieser
Doméne (siehe Kapitel 3.2).
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Dieser Bereich (AS 392-401 und 392-405) wurde deletiert, sowie durch einen Alanin-Linker
gleicher L&nge ersetzt und der Einfluss nach Expression in C. glutamicum AmscCG
untersucht. Das Expressionslevel variierte nach Zugabe von 25 uM deutlich (Abb. 47). Die
massive Uberexpression des Konstrukts (Abb. 47), bei dem die AS392-405 modifiziert
waren, fihrte zu einer geringen, aber spontanen Glutamatexkretion. Dieser Effekt konnte
durch Verringerung der Expression unterbunden werden (Abb. 48a und Tab. 19). Auch die
Akkumulation von Betain war trotz moderater Expression deutlich beeinflusst (Abb. 49b).

Im Gegensatz dazu fuhrte die Modifikation bis zu AS 401, bei dem das ungeladene und
hydrophile Motiv S-T-S und damit die vorhergesagte Transmembrandoméne erhalten war,
zu keiner spontanen Exkretion. Ob der Bereich durch einen Linker ersetzt oder deletiert
wurde, war dabei unbedeutend. Die Penicillin-vermittele Exkretion von Glutamat bei

moderater Expression war in beiden Fallen unverandert (Abb. 48 und Tab. 18).
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Abb. 47: Western Blot-Analyse von MscCG-Derivaten mit Modifikationen konservierter
Motive. Die Expression von MscCGA397-405-His und MscCG_Ala397-405-His erfolgte Plasmid-
kodiert unter Verwendung von 25 uM IPTG in C. glutamicum AmscCG. Zur Verringerung der
Expression erfolgte keine Zugabe von IPTG. Fir die SDS-PAGE wurden jeweils 25 pg
Membranextrakt verwendet. Die immunologische Entwicklung erfolgte mittels Anti-Penta-His-
Antikorper. GroRenstandard (M); MscCGA392-405-His + IPTG (1), MscCGA392-405-His ohne
IPTG (2) und MscCG_Ala392-405-His + IPTG (3), MscCG_Ala392-405-His ohne IPTG(4),
MscCGA392-401-His mit IPTG (5) und MscCG_Ala392-401-His mit IPTG (6).
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Abb. 48: Externe Glutamatkonzentration ohne Penicillin (a) und nach Ausldésen der Exkretion
mittels Penicillin (b) nach Expression mit 25 uM IPTG von MscCG-His Derivaten. Dargestellt
ist die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten im externen Medium. Die
Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Die Zugabe von Penicillin ist durch einen
Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen reprasentieren (b). Die Plasmid-kodierte
Expression von MscCG-Derivaten wurde Zugabe von 25 pM IPTG induziert. MscCGA392-401-His
(®), MscCG_Ala392-401-His (), MscCGA392-405-His (e) und MscCG_Ala392-405-His (e).
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Abb. 49a: Externe Glutamatkonzentration nach Auslosen der ExKretion mittels Penicillin nach
moderater Expression von MscCG_Ala392-405-His und MscCG_A392-405-His. Dargestellt ist
die Konzentration von Glutamat nach unterschiedlichen Zeitpunkten in externem Medium. Die
Glutamatkonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Die Zugabe von Penicillin ist durch einen
Pfeil markiert, wobei Geraden lineare Regressionen représentieren. Die moderate, Plasmid-kodierte
Expression erfolgte ohne Zugabe von IPTG. MscCGA392-405-His (o) und MscCG_Ala392-405-His
(®). Abb. 49b: Betainakkumulation und Efflux unter hyperosmotischen Bedingungen nach
moderater Expression von MscCG_Ala392-405-His. Die Betainakkumulation erfolgte unter
hyperosmotischen Bedingungen nach hypoosmotischem Schock. Die Menge radioaktiv markierten
Betains im Cytoplasma wurde mit schneller Filtration ermittelt. Die Zugabe eines Uberschusses (50
mM) unmarkierten Betains (chase A) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die moderate, Plasmid-
kodierte Expression von MscCG_Ala397-405-His (e) in C. glutamicum AmscCG erfolgte ohne
Zugabe von IPTG.
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Tab. 18: Glutamatexkretionsraten von MscCG-Derivaten. Die Glutamatexkretionsraten wurden
mittels linearer Regression der externen Glutamatkonzentrationen ermittelt. Die Expression der
Konstrukte erfolgte unter Zugabe von 25 uM IPTG.

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCGA392-401-His 0 18,4
MscCG_Ala392-401-His 0 18,7
MscCGA392-405-His 3,9 (0-4 h) 20,6
MscCG_Ala392-405-His 10 (0-4 h) 19,8 (0-8h)
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 3,4+0,12

Tab. 19: Glutamatexkretionsraten nach moderater Expression von MscCGA392-405-His und
MscCG_Ala392-405-His. Die Glutamatexkretionsraten wurden mittels linearer Regression der
externen Glutamatkonzentrationen ermittelt. Die moderate Expression der Konstrukte erfolgte ohne
Zugabe von IPTG.

Glutamatexkretionsrate [umol g ZTM™ min™]

Stamm/ Konstrukt ohne Penicillin mit Penicillin
MscCGA392-405-His 0 17
MscCG_Ala392-405-His 0 18,3
WT 0 169+1,1
AmscCG 0 340,12

Insgesamt scheint die Integritdt des Transmembranbereichs und auch der davor liegenden
Aminosauren von groRer Bedeutung zu sein, da auch bei moderater Expression die
Modifikation dieses konservierten Bereichs von AS 392-405 zu einer verminderten
Fahigkeit, aufgrund eines sehr starken Efflux, Betain nach hypoosmotischem Schock zu
akkumulieren, fuhrte (Abb. 49b).
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4. Diskussion

4.1 Die Funktion von MscCG in Corynebacterium glutamicum

Bakterielle Zellen sind jederzeit mit Veranderungen ihrer Umgebung konfrontiert, die sie
bewaltigen missen. Eine der drastischsten Veranderungen ist eine plétzliche Anderung der
externen Osmolalitat. Um eine rapide Verringerung der externen Osmolalitat bewéltigen zu
konnen,  aktivieren  bakterielle  Zellen  mechanosensitive  Kandle in ihrer
Cytoplasmamembran. Ohne diesen Schutzmechanismus wirde der osmotische Gradient zu
einem Einstrom von Wasser und damit zur Lyse der Zellen fuhren. Mechanosensitive Kanéle
sind als Notventil in der Lage, Veranderungen der Membranspannung wahrzunehmen und
durch Offnung akkumulierte kompatible Solute freizusetzen. Die meisten Bakterien besitzen
Kanale von mindestens einer Familie von mechanosensitiven Kanélen der MscS- oder
MscL-Familie. In C. glutamicum wurden bisher die mechanosensitiven Kandle MscL der
MscL-Familie sowie MscCG der MscS-Familie identifiziert, deren osmoregulierter Efflux
von kompatiblen Soluten 1997 identifiziert (Ruffert et al., 1997) und ihre mechanosensitiven
Eigenschaften spater auch elektrophysiologisch gezeigt werden konnten (Nottebrock et al.,
2003; Ruffert et al., 1999).

C. glutamicum ist einer der wichtigsten Organismen in der industriellen Biotechnologie zur
Produktion von Aminosduren. So betragt die weltweite Produktion von L-Glutamat mit
C. glutamicum ca. 2,5 Mio. Tonnen pro Jahr (Becker und Wittmann, 2012). Trotz
Kenntnissen zur Optimierung und Modifikation von Stdmmen zur Produktion von Glutamat
war der Exportmechanismus zunédchst unbekannt. Vor einigen Jahren wurde der Export von
Glutamat zum ersten Mal mit dem mechanosensitiven Kanal NCgl1221 von C. glutamicum
ATCC 13869, einem Protein der MscS-Familie und einem Homolog von MscCG in
Verbindung gebracht. Mutationen des mechanosensitiven Kanals fiihrten zu einem Efflux
von Glutamat, ohne vorherige Induktion durch die Limitation von Biotin oder Zugabe von
Penicillin G, wahrend die Deletion diese verhinderte (Nakamura et al., 2007).

MscCG besteht aus 533 Aminosduren von denen die N-terminale Region (AS 1-286)
Ahnlichkeiten zu MscS von E. coli (286 AS) aufweist (Abb. 5). Dieser Bereich beinhaltet
drei Transmembrandoménen, von denen die dritte stark konserviert ist und in MscS die Pore

des Kanals bildet (Bass et al., 2002). Zusétzlich besitzt MscCG eine einzigartige, zusétzliche
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C-terminale Domdne von 247 Aminoséuren, flir die eine vierte Transmembrandomane
vorhergesagt wird. Diese zusatzliche Domane kann ausschliel3lich innerhalb der Familie der
Corynebacteriaceae gefunden werden und scheint eine besondere Funktion einzunehmen.

Eine intensivere Analyse der Topologie offenbarte, dass MscCG tatséchlich eine vierte
Transmembrandomane besitzt und der C-Terminus somit im Cytoplasma lokalisiert ist.
Elektrophysiologische Messungen zeigten aullerdem, dass MscCG charakteristische
Eigenschaften eines Membranspannungs-aktivierten Kanals besitzt und nicht nur als
Notventil bei hypoosmotischem Stress agiert sondern auch eine Rolle bei der
Feinabstimmung der internen Solutkonzentration bei aktiver Aufnahme von Betain durch

BetP unter hyperosmotischen Bedingungen einnimmt (Bérngen, 2009; Borngen et al., 2010).

4.2 Die Exkretion von Glutamat wird von MscCG vermittelt

Die bisherigen Beobachtungen zeigten, dass MscCG fur den Export von Glutamat essenziell
ist. Dennoch war bisher nicht eindeutig geklart, ob Glutamat tatséchlich die Pore von
MscCG passiert und somit direkt fir den Efflux verantwortlich ist oder als Regulator die
Aktivierung eines unbekannten Exporters als Folge der Behandlung mit Penicillin oder einer
Biotin-Limitierung vermittelt.

Zur Uberpriifung des Efflux via MscCG bieten sich zwei Ansétze an. So erlauben einerseits
Mutationen in der Pore eine direkte Beeinflussung des mechanosensitiven Kanals und damit
Rickschlisse, wie in diesem Kapitel nachfolgend diskutiert, auf die Freisetzung von
Glutamat durch die Pore in vivo. Andererseits ermdglicht eine funktionelle Rekonstitution
des isolierten Kanals in Proteoliposomen eine eindeutige Aussage Uber die Exkretion via
MscCG in einem definierten System. Die Rekonstitution von MscCG unter Anwendung
verschiedener Methoden fiihrte leider zu keiner eindeutigen Aussage Uber den Efflux via
MscCG. Die durchgefiihrten Versuche wurden deshalb im Ergebnis nicht erwahnt, werden
jedoch nachstehend kurz diskutiert.

Fur die elektrophysiologische Charakterisierung von mechanosensitiven Kanalen wie MscS
und MscL sind diverse Methoden etabliert, mit denen Liposomen erstellt werden kénnen, die
eine elektrophysiologische Untersuchung der rekonstituierten Kanale erlauben (Battle et al.,
2009; Criado und Keller, 1987; Delcour et al., 1989; Hase et al., 1995; Sukharev, 2002). Die
standardmalige ~ Methode  (Dehydration/Rehydration)  zur  Rekonstitution  von
mechanosensitiven Kanélen ist eine Abwandlung einer 1987 etablierte Methoden, bei der
Asolectin-Proteoliposomen MgCl, ausgesetzt werden und damit die Bildung unilamellare
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Liposomen ,blister aus multilamellaren Proteoliposomen erlaubt. Diese Liposomen
ermoglichen  eine giga-Q-Versiegelung  zwischen der Mikropipette und der
Lipiddoppelschicht zu erzeugen, um Kleinste Strome durch Aktivierung der
mechanosensitiven Kandle zu messen. Eine schnelle und einfachere Methode ist die
Verwendung von Sucrose (Battle et al., 2009).

Die Isolierung durch Solubilisierung von MscCG-His zur Rekonstitution erfolgte mit dem
Detergens DDM zunéchst nach heterologer Expression in E. coli. Die standardmaRige
Rekonstitution des isolierten Kanals erfolgte sowohl mit Asolectin  mittels
Dehydration/Rehydration also auch der Sucrose-Methode. Trotz Modifikation einiger
Parameter, wie dem Protein/Lipid-Verhaltnis und der Inkubationszeit zur Entfernung des
Detergens, konnten in diesen Liposomen keine Kanalaktivitaten festgestellt werden. Auch
die homologe Expression in C. glutamicum und anschlieBende Isolation und Rekonstitution
ermoglichte keine Messung von MscCG-Aktivitat. In Kontrollexperimenten konnte sowohl
nach heterologer als auch homologer Expression von MscS hingegen Kanalaktivitaten in
patch-clamp Experimenten von Liposomen aufgenommen werden. Oft st die
Lipidzusammensetzung der Cytoplasmamembran von groRer Bedeutung fir die Aktivitat
von Membranproteinen wie BetP (Schiller et al., 2006) oder auch mechanosensitiven
Kanélen wie MscS und MscL (Nomura et al., 2012). Da die Cytoplasmamembran von
C. glutamicum hauptséchlich aus Phospholipiden mit sauren Kopfgruppen besteht, die eine
negative Nettoladung besitzen (Ozcan et al., 2007), kann die Ladung der Lipide die Funktion
und Aktivitdt oder sogar den Einbau der rekonstituierten Proteine beeinflussen. Asolectin
besteht zu 25 % aus PC, welches in der nativen Membran von C. glutamicum nicht
vorhanden ist. Daher wurde in weiteren Versuchen die Lipidkomposition in verschiedensten
Kombinationen  modifiziert und auch  E. coli-Lipidextrakt  verwendet.  Die
Cytoplasmamembran von E. coli unterscheidet sich insbesondere durch die Anwesenheit von
ca. 70% PE, 5% Cardiolipin und 18% PG (Romantsov et al., 2009). Auch die Verwendung
von E. coli-Lipidextrakt ermdglichte keine Kanalaktivitat rekonstituierten MscCG, obwohl
die elektrophysiologische Charakterisierung in E. coli-Spharoplasten méglich war. Es muss
jedoch bericksichtigt werden, dass MscS in Liposomen aus E. coli Lipidextrakt nicht
aktivierbar ist und die Verwendung einer Zell-gleichen Lipidkomposition keine Garantie fiir
die Aktivierung mechanosensitive Kanéle in Liposomen ist. Die Anwesenheit negativ
geladener Lipide erschwerte in diesen Versuchen die Formierung unilaminarer Liposomen
zusétzlich. Trotz verschiedenster Modifikationen konnte keine Kanalaktivitat von MscCG

gemessen werden.
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Nach Quervernetzung von isoliertem MscCG mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor®
488, konnten die markierten Kandle in der Membran lokalisiert werden (nicht abgebildet).
Die Rekonstitution war demnach erfolgreich, jedoch wurde keine Aktivitat aufgezeichnet.
Die Lipidkomposition scheint ein wichtiger Faktor fir die funktionelle Rekonstitution von
MscCG zu sein. So konnen rekonstituierte MscS-Kanéle in Liposomen aus E. coli-
Lipidextrakt nicht aktiviert werden (pers. Mitteilung, T. Nomura und B. Martinac) und
wurde in elektrophysiologischen Kontrollexperimenten beobachtet. Die Fusion von
Membranvesikel mit Liposomen aus PC oder Asolectin fuhrte zu stabilen Vesikeln, die mit
Carboxyfluorescein oder radioaktiv markiertem Glutamat geftllt werden konnten. Ein
MscCG-vermittelter Efflux konnte nach hypoosmotischem Schock aber nicht beobachtet
werden. Bereits minimale Anderungen der Konformation sind fiir die Funktionalitat von
mechanosensitiven Kanélen entscheidend. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei
der Solubilisierung, also dem Ubergang der Proteine in Detergens-Mizellen Anderungen
ausgeldst werden, die eine irreversible Konformationsdnderung hervorrufen und so die
Aktivierung der Kanéle verhindern. MscCG koénnte aufgrund seiner besonderen Struktur

durch die zusatzliche Domine besonders sensibel gegeniiber derartigen Anderungen sein.

Ein alternativer Beweis fur die Exkretion von Glutamat durch MscCG ist die Identifikation
von Mutationen in der Pore, die zu einem Funktionsgewinn als auch Funktionsverlust (gain-
also auch loss-of-function) bezuglich der Exkretion von Glutamat fiihren. Dabei ist der
Begriff des Funktionsgewinns fiir mechanosensitive Kandle unterschiedlich zu
interpretieren. So kann ein gain-of-function-Phénotyp einen negativen Einfluss auf die Zelle
haben, wenn ein erleichtertes Offnen der mechanosensitiven Kanale zu einer Verringerung
der Uberlebensrate fiihrt. In dieser Arbeit sind sowohl gain-als auch loss-of-function auf die
Fahigkeit bezogen, Glutamat zu exkretierten. Durch heterologe Expression von E. coli MscS
in C. glutamicum AmscCG waren Zellen nach Zugabe von Penicillin in der Lage, Glutamat
zu exkretieren. Dieser Effekt konnte durch Einfligen von bekannten MscS-LOF-Mutationen
(Nomura et al., 2006) unterdrickt und durch Einfligen bekannter MscS-GOF-Mutationen in
der dritten Transmembrandomane (Miller et al., 2003a) spontan, hervorgerufen werden
(Bérngen, 2009). Aufgrund der Ahnlichkeit zu MscS, konnte eine Exkretion via MscCG
vermutet werden.

Die dritte Transmembranhelix bildet als Heptamer die Pore des Kanals und ist in der MscS-
Familie stark konserviert. Diese Domaéne ist sehr eng in dem heptameren Komplex verpackt

und bildet am engsten Punkt ein Durchmesser von 8-11 A, der durch die Aminoséuren
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Leul05 und LeulQ9 eine hydrophobe Versiegelung im geschlossenen Zustand bildet (Bass
et al., 2002; Miller et al., 2003a; Miller et al., 2003b). Die Helix ist insgesamt hydrophob
und besitzt ein hoch konserviertes Motiv von aufeinanderfolgenden Glycin- und
Alaninresten. Substitutionen hydrophober Reste in diesem Motiv (Alal06V und Leul09C)
fiihrten zu einer drastischen Verringerung von Wachstum und Uberlebensrate nach
hypoosmotischem Schock (Edwards et al., 2005; Miller et al., 2003a).

Die aquivalente Substitution von Alal06 und Leul09 in MscCG mit anschlielRender
Uberexpression in C. glutamicum AmscCG fiihrte zu einer spontanen Exkretion von
Glutamat. Zwar fiihrte auch die Uberexpression von MscCG-His zu einem spontanen Efflux,
dieser war allerdings deutlich schwacher ausgepragt (Abb. 8). Auch das Wachstum war
durch die Mutation A106V deutlich beeintrachtigt, was nach Expression des unverénderten
Kanals nicht beobachtet wurde. GOF-Mutationen zeichnen sich auch in E. coli durch eine
Inhibierung des Wachstums der Zellen aus (Edwards et al., 2005; Miller et al., 2003a). Die
Modifikation des Leucinrests 109, der zusammen mit Leul05 einen ungehinderten Efflux
von Soluten ohne Ausloser (z.B. Penicillin) verhindert, fuhrt zu einem gating bei geringerer
Membranspannung. Es wird vermutet, dass aufgrund der Hydrophobizitat dieser Reste ein
Bereich entsteht, der nicht vollstandig hydratisiert werden kann, wodurch bei Abwesenheit
von Wasser, keine lonen bei geschlossener Pore passieren konnen (Anishkin und Sukharev,
2009). Die Modifikation dieses Verschlusses erlaubt demnach lonen, die Pore leichter zu
passieren. MscS mit der GOF-Mutation A106V besitzt in der Kristallstruktur eine
mutmallich gedffnete Konformation (Wang et al., 2008). Diese Mutation fiihrt zu einer
Konformationsanderung, bei der die Leucinreste vom Zentrum der Pore nach auf3en rotiert
sind und die TM3a-Helix nach auflen verschoben ist. Dadurch werden die
Verbindungsstellen benachbarter Glycin-Alanin Motive gebrochen. Mutationsanalysen
zeigten dass die Interaktionen dieser Reste eine zentrale Rolle fiir den Ubergang zwischen

geschlossener und offener Form spielen (Edwards et al., 2005).
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In geschlossenem Zustand ist Alal06 gegen Gly108 der benachbarten Helix in der
heptameren Konformation gerichtet. Die Seitenkette des Valins nach der Substitution
A106V verhindert mdglicherweise die Bewegung der Helix zu einer geschlossenen
Konformation des Kanals und erleichtert damit eine Offnung der Pore (Wang et al., 2008).
Unter Berlcksichtigung der Ahnlichkeit der Porenregion von MscS und MscCG kénnen das
beeintrachtige Wachstum und die spontane Glutamatexkretion durch MscCG_A106V-His
demnach auf das modifizierte gating-Verhalten zurtickgefiihrt werden und auf eine

Freisetzung des Glutamats durch die modifizierte Pore geschlossen werden.

TM3b

Abb. 50: Struktur von MscS (a) und des Modells von MscCG (b). Die Modellierung von MscCG
erfolgte auf Basis der Struktur von MscS (2oau.pdb). Markiert sind die Aminosauren deren
Substitution in der dritten Transmembrandoméne von MscCG zu einem Funktionsgewinn (GOF:
Alal06Val) oder Funktionsverlust (LOF: GIn112Leu und Val115Ser) fuhrten.

In Ubereinstimmung damit war auRerdem die Fahigkeit der Betainakkumulation durch
massiven Efflux von Betain beeinflusst (Abb. 10). Die Leitfahigkeit des Kanals war jedoch
unverdndert, wie auch flr die dquivalente Mutation in MscS beobachtet wurde (Edwards et
al., 2005). Eine zuvor beobachtete, spontan ausgeloste Exkretion von Glutamat durch
NCgl1221 von ATCCC 13869 mit den Mutationen A111V, A111T und A100T (Nakamura
et al.,, 2007) ist wahrscheinlich auf den gleichen Effekt der Manipulation der dritten
Transmembrandomane zurtickzufthren.

Im Gegensatz zu GOF-Mutationen sind fur MscS auerdem einige Mutationen beschrieben,
die zu einem Funktionsverlust durch Anstieg der Aktivierungsschwelle, sowie Verringerung
der Uberlebensrate nach hypoosmotischem Schock von E. coli fiihren. So bedingen die
Asparagin-Substitutionen A5IN(TM1)/F68N(TM2) und I37N(TM1)/L86N(TM2) einen
Anstieg der Aktivierungsschwelle und verringern die Uberlebensrate nach hypoosmotischem
Schock (Nomura et al., 2006). Die Mutationen sind jeweils am cytoplasmatischen und

periplasmatischen Ende der ersten und zweiten Transmembrandomane lokalisiert und
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beeintrachtigen eine Konformationsdnderung der Porendomdne. Die Modifikationen
unterbrechen die Protein-Lipid-Schnittstellen an den Enden der ersten und zweiten
Transmembrandomane und verhindern damit die Interaktion durch Unterbrechung der
polaren/apolaren Schnittstelle. Es wird auflerdem vermutet, dass die Verkirzung der
hydrophoben Region, durch Substitution von hydrophoben Resten am Ende der
Transmembranhelices, zu einer reduzierten Spannungssensitivitat fihren. Auch kann es
aufgrund einer Asparagin-Substitution zu Strukturveranderungen des Proteins kommen, die
eine Lipid-Protein-Interaktion an den Enden von TM1 und TM2 unterbinden. Es wird
angenommen, dass die erste und zweite Transmembrandomane Membranspannungen
perzipieren und derart verschoben werden, dass eine Konformationsédnderung uber den TM1-
TM2-Linker verursacht wird, was zur Offnung der Pore durch Drehung fiihrt. Diese Drehung
wird bendtigt, um den Ubergang des geschlossen zu einem offenen Zustand zu verursachen
(Booth und Blount, 2012).

Die Expression von MscS mit diesen Mutationen verhinderte eine von Penicillin ausgelste
Exkretion in C. glutamicum auf das AusmaR, dass dem der Deletionsmutante entspricht
(Borngen, 2009). Mittels Sequenzvergleiche und Modellierung von MscS auf Basis der
Struktur von MscS wurden fur MscCG dquivalente Aminosauren identifiziert, deren
Substitution einen &hnlichen Effekt erwarten lieR (Tab. 5).

Keines der in C. glutamicum 4mscCG exprimierten Konstrukte mit Doppelmutation an den
Enden der ersten und zweiten Transmembrandoméne verminderte die Glutamatexkretion
nach Auslésen mit Penicillin. Wahrscheinlich unterscheiden sich die Protein-Lipid-
Interaktionsstellen in MscCG von denen in MscS. Die erste Transmembrandomane von
MscCG weist im Gegensatz zu der zweiten und dritten Transmembrandoméne eine nur
geringe Ahnlichkeit mit MscS auf. Die Modellierung dieser ersten Transmembrandoméne
konnte nur durch Modifikationen der Ausgangssequenz erreicht werden (Abb. 6). Mdgliche
Interaktionsstellen, die fur die Aktivierung und damit der Offnung von MscCG bendtigt
werden, scheinen sich also zu unterscheiden oder einem anderen Mechanismus zu
unterliegen.

Vor kurzem wurden LOF-Mutationen in MscS identifiziert, von denen polare Serin-
Substitutionen in der dritten Transmembrandoméne zu einem drastischen Verlust der
Uberlebensrate von E. coli-Zellen nach hypoosmotischem Schock fiihrten (Belyy et al.,
2010). Eine Kombination der Mutationen (F68S, L111S und L115S) fuhrte zu einem
Phanotyp der einer Deletion von MscS entspricht.
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In dieser Arbeit konnten fir MscCG entsprechende Aminosauren identifiziert werden
(Tab. 5), von denen die Mutation V115S in Verbindung mit der Substitution Q112V zu
einem Verlust der Penicillin-ausgelosten Exkretion von Glutamat fiihrte bzw. auf das
Ausmal} der Deletionsmutante reduziert wurde. Die Orte der Substitution sind stark
konserviert und Bestandteil der dritten Transmembranhelix (Abb. 50). Dieser Bereich formt
in MscS interhelikale Kontaktstellen und nimmt die Rolle als Membranspannungs-
vermittelnde Komponente zur Offnung durch Konformationsénderung ein. Glutamin112 und
Valin115 befinden sich in der Transmembrandomane 3b und werden daher méglicherweise
fir die Weiterleitung der mechanischen Kréafte und letztendlich der Offnung der Pore
benotigt. Die Modifikation der ,,Klammer* bei Leucin113 verhindert also moglicherweise
die Weiterleitung der Konformationsanderung durch Spannung auf den Rest des Proteins
und verhindert dadurch das Passieren von Glutamat durch die Pore (Abb. 50).

Die eingeftigten LOF-Mutationen in der Pore von MscCG hatten nicht nur einen Einfluss auf
die ausgeldste Exkretion von Glutamat, sondern auch auf die Akkumulation von Betain unter
hyperosmotischen Bedingungen nach einem hypoosmotischem Schock. Die Kultivierung in
Vollmedium mit hoher Osmolalitdt und anschliefendem hypoosmotischem Schock hatte fir
die Deletionsmutante C. glutamicum 4AmscCG eine verlangsamte Betainakkumulation zur
Folge (Abb. 13). C. glutamicum Wildtyp wies hingegen eine schnellere Akkumulation bis zu
einer Sattigung bei einer internen Konzentration von nahezu 0,8 mmol /g ZTM Betain nach
bereits 40 min auf (Abb. 28). Wahrscheinlich besitzen Zellen von C. glutamicum AmscCG
trotz des hypoosmotischen Schocks ausreichend Solute, die akkumuliert sowie synthetisiert
und aufgrund des Fehlens des mechanosensitiven Kanals MscCG nicht exkretiert wurden.
Da die Zellen durch die Vorkultivierung mit ausreichend Kalium vorbeladen waren und der
einzige BetP-stimulierende Faktor hier der osmotische Gradient war, ist eine langsamere
Betain-Aufnahme  wahrscheinlich auf den verringerten osmotischen Gradienten
zurilickzufuhren. Trotzdem erreicht die akkumulierte Menge nach 90 min das Niveau des
Wildtyps. Der zuvor beobachtete Efflux von aufgenommenen Betain (Borngen, 2009),
wurde durch die Deletion unterbunden. Gleiches gilt nach Expression von MscCG-His mit
eingefugten LOF-Mutationen. Offenbar ist der Kanal durch die Manipulation der dritten
Transmembrandomane, speziell des fir die Weiterleitung der Konformationsanderung
bendtigten Teils, nach hypoosmotischen Schock nicht in der Lage akkumulierte Solute, wie

aufgenommenes Betain zu exkretieren.
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Die verminderte, aber konstante Aufnahmerate von Betain kann nicht durch ein vermindertes
Membranpotential begrindet werden. Dieses war bei der Deletionsmutante, als auch nach
Expression des LOF-Konstrukts unverandert.

Patch-clamp-Experimente offenbarten, dass die Schwelle zur Aktivierung des Kanals sehr
stark erhoht war (Abb. 14). Die Modifikation der Transmembranhelix fuhrte demnach zu
einer erschwerten Konformationsianderung und damit Offnung des Kanals. Fiir Zellen
bedeutet dies eine Verringerung der Uberlebensrate nach hypoosmotischem Schock. Dies
konnte nach Expression des LOF-Konstrukts in einer E. coli-Variante beobachtet werden,
bei der vier mechanosensitive Kandle fehlen. Durch heterologe Expression von MscCG
waren Zellen in der Lage, den hypoosmotischen Schock bis zu einem gewissen Mal zu
kompensieren. Nach Expression der LOF-Konstrukte waren die Zellen erneut nicht mehr in
der Lage den hypoosmotischen Schock zu kompeniseren, was sich in einer verringerten
Uberlebensrate auRerte (Abb. 15). In dieser Arbeit konnten LOF-Mutationen fiir MscCG
identifiziert werden, die in einer verringerten Glutamatexkretion nach Ausldsen mittels
Penicillin filhren. Dies kann durch eine erschwerte Offnung des Kanals durch die Mutation
der flr das gating bendétigten TM3 begrindet werden. Im Gegensatz dazu fiihrten GOF-
Mutationen in MscCG zu einem spontanen Efflux von Glutamat durch ein wahrscheinlich
erleichtertes Offnungsverhaltens des Kanals.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die von Penicillin ausgeldste Exkretion von
Glutamat in C. glutamicum durch die Pore des mechanosensitiven Kanals MscCG vermittelt
wird. Penicillin scheint dabei eine ahnliche Wirkung, wie die Anderung der
Membranspannung bei hypoosmotischem Stress zu besitzen und den konstanten Efflux von

Glutamat durch Konformationsanderung der Pore von MscCG hervorzurufen.

4.3 Die Integritdt der C-terminalen Domadne ist fur eine spontane Exkretion von

Glutamat notwendig

Die von Penicillin ausgeldste Exkretion von Glutamat wird offenbar durch die Kerndoméne
von MscCG vermittelt. Die Funktion der zusatzlichen Doméne war jedoch bisher unbekannt.
Es gibt Hinweise, dass die zusatzliche C-terminale Domdne von 247 Aminosduren einen
bedeutenden Einfluss auf das gating und damit Exkretionsverhalten des Kanals hat. So fuhrt

eine C-terminale Verkirzung um 110 Aminosduren zu einer spontanen Glutamatexkretion
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und zu einem verringertem Wachstum, das wahrscheinlich auf ein verringertes
Membranpotential durch unkontrollierten Efflux von lonen zuriickzufuhren ist (Bérngen,
2009; Nakamura et al.,, 2007). AuBerdem konnte eine durch Penicillin ausgel6ste
Glutamatexkretion via MscS durch die Fusion mit der zusatzlichen Doméne von MscCG,
verstarkt werden. Zur Untersuchung der moglichen regulatorischen Funktion dieser Doméne,
wurden Verkiirzungen erstellt und der Einfluss deren Expression auf die Glutamatexkretion
untersucht.

Die massive Uberexpression von mscCG-His hatte eine spontane Exkretion von Glutamat
zur Folge, die durch eine moderate Expression unterbunden werden konnte (Abb. 19).
Ahnliche Beobachtungen wurden bei massiver Uberexpression von verkiirzten Varianten
gemacht, bei denen der periplasmatische Rest nach der vierten Transmembrandoméne
verkirzt wurde. Bei Verkirzungen, die Uber die vierte Transmembrandomane hinausgingen,
wurde trotz massiver Uberexpression die spontane Exkretion von Glutamat unterbunden
(Abb. 18). Die Integritat der zusatzlichen C-terminalen Doméne bis zum Ende der vierten
Transmembranhelix (AS 287-423) scheint fur einen spontanen Efflux bei massiver
Uberexpression also essenziell zu sein.

Far eine Penicillin-ausgeloste Exkretion scheint die Kanalregion mit den ersten drei
Transmembrandomanen von MscCG zu genugen. So kann auch eine Exkretion von
Glutamat mittels Penicillin ausgelost werden, wenn MscCG auf die Lange von MscS
(MscCGA247) verkirzt wurde und die zusatzliche C-terminale Domane fehlt. Lediglich die
ersten drei Transmembrandoménen werden bendétigt um den Reiz perzipieren. Es kann
angenommen werden, dass der von Penicillin ausgeloste Mechanismus, der zur
Konformationsédnderung und damit Aktivierung der Kanale fihrt von der Kanalregion mit
den ersten drei Transmembrandomanen perzipiert und fur die Konformationsanderung der
Pore sorgt. Die Exkretionsrate ist dabei unabhéngig vom Expressionslevel der Konstrukte.
Bei Anwesenheit von Penicillin scheint eine maximale Exkretionsrate durch Schwéchung
der Zellen, die sich in einem verminderten Wachstum duf3ert, limitiert zu sein.
Elektrophysiologische Messungen zeigten, dass weder die Verkirzung auf die Lange von
MscS, durch eine Trunkierung unmittelbar vor der vierten Transmembrandomane
(MscCGA141), noch die Trunkierung um 110 AS eine Anderung der Leitfahigkeit zur Folge
haben (Tab. 10). Die zusatzliche Domane verursacht demnach keine direkte Modifikation
der PorengrélRe, sondern eher eine Verénderung des gating-Verhaltens. Auch hier muss
festgehalten werden, dass lediglich die N-terminale Doméne mit den drei

Transmembrandomanen (MscCGA247) bendtigt  wird, um eine Anderung der
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Membranspannung zu perzipieren und eine Konformationsanderung zur Offnung des Kanals
auszuldsen. Penicillin scheint also einen &hnlichen Mechanismus auszultsen, der fiir die
Offnung der Pore bendtigt wird. Wahrscheinlich besitzt Penicillin eine dhnliche Wirkung auf
die Anderung der Membranspannung, wie sie durch einen osmotischen Gradienten bei
hypoosmotischem Schock hervorgerufen wird.

Die elektrophysiologische Messung zur Aktivierung und damit Messung der Leitfahigkeit
von MscCGA110 konnte nur in Anwesenheit vom von Gd** durchgefiihrt werden. Gd*'-
lonen sind in der Lage mechanosensitive Kandle zu blockieren und ihre Fahigkeit,
mechanische Spannungen wahrzunehmen, zu reduzieren (Oliet und Bourque, 1996).

Die Funktionsweise von Gd** in Membranen ist noch nicht vollstandig verstanden. Es wird
vermutet, dass Gd** mechanosensitive Kanale durch Verdichtung und Anderung des
lateralen Drucks von anionischen Lipiden hemmt. So wurde gezeigt, dass rekonstituierte
MscL von E. coli in Liposomen, die aus hauptséchlich negativ geladenen Lipiden bestehen,
von Gd** vollstandig blockiert werden kénnen (Ermakov et al., 2010). Dabei wird der
Lateraldruck der Membran so erhéht, dass der Kanal zusammengedrickt und somit die
geschlossene Konformation erzwungen wird. Letztendlich ist wahrscheinlich eine Anderung
der lateralen Spannung in der Lipiddoppelschicht fur eine Konformationsdnderung und
damit das gating des Kanals notwendig.

Ohne Gd** konnte keine Versieglung des Membranpatch erlangt werden. In wenigen
Messungen bei denen eine geringe giga-Q-Versieglung erlangt werden konnte, wurden
spontane Kanalaktivitdten beobachtet ohne einer verdnderten Membranspannung ausgesetzt
zu sein (nicht abgebildet). Es kann vermutet werden, dass nur durch Blockierung der Kanéle
mit Gd>* eine spontanes gating unterbunden wurde und somit eine Stabilisierung der
Membran erreicht werden konnte. Die Leitfahigkeit des Kanals wurde durch Gd** nicht
beeinflusst, wie in einem Kontrollexperiment mit unmodifiziertem MscCG gezeigt wurde.
Diese Beobachtung deutet erneut auf die Rolle der zusétzlichen Domadne hin. Die
Verkirzung dieser Domdne um 110 AS fihrte zu einer derart deutlichen gating-
Veranderung, dass spontane Kanalaktivitdten resultierten ohne die Porenstruktur zu
verandern.

Die Wirkung von Gd** konnte auch in vivo gezeigt werden. So wurde die von Penicillin
ausgeldste Exkretion von Glutamat nach Zugabe von Gd** deutlich reduziert (nicht
abgebildet). Allerdings reduzierte sich auch die interne Glutamatkonzentration, sodass man
neben der Blockierung von MscCG auch von einer verminderten Glucose-Aufnahme
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ausgehen muss. Folglich eignete sich Gd** fur die Blockierung von MscCG in vivo nur
bedingt.

Der bedeutende Einfluss der zusétzlichen Domane auf das gating wird nach Verkirzung um
110 Aminosduren auflerdem deutlich, wenn die zuvor identifizierten LOF-Mutationen in
diese verkirzte Variante eingefiihrt werden. Die Modifikation der Pore genlgte nicht, um
eine spontane Exkretion zu verhindern. Die Modifikation der C-terminalen Doméne hat
demnach einen derart starken Effekt, dass trotz erschwerter mechanischer Offnung der Pore

die Offnungswahrscheinlichkeit erhéht wird.

4.3.1 Der Einfluss der C-terminalen Domane unter Beruicksichtigung von MscCGA110

Ein Hinweis auf die Bedeutung der zusatzlichen C-terminalen Doméne wird nach
Verkirzung um 110 Aminoséuren deutlich. Wie bereits zuvor fur NCgl1221 beobachtet
(Nakamura et al., 2007), hat die Verkirzung der vierten Transmembrandoméane einen
derartigen Einfluss, dass ein spontaner Efflux bei sehr schwacher Expression und ein damit
verringertes Membranpotential hervorgerufen wird. Ein verringertes Wachstum ist typisch
fir GOF-Mutationen in MscS aufgrund eines nicht korrekt schlieBenden Kanals, bei dem ein
unkontrollierter Efflux von lonen ein verringertes Membranpotential hervorruft.

In elektrophysiologischen Experimenten war die Leitfahigkeit des um 110 AS verkirzten
Kanals unverandert, was auf eine unveranderte Porenkonformation hindeutet, obgleich eine
giga-Q-seal zur Messung einzelner Kanalaktivitaten nur unter Verwendung von Gd**
maoglich war. Die durch die Verkiirzung hervorgerufenen Effekte konnten durch eingefiigte
LOF-Mutationen nicht unterbunden werden. Dies deutet auf die starke Wirkung einer
mdoglichen Konformationsédnderung und dem Einfluss der C-terminalen Domaéne des
Konstrukts hin. Die vierte Transmembrandomane bildet mit den Aminosdauren 406-423 den
C-terminalen Bereich und hat wahrscheinlich einen maligeblichen Einfluss auf die
Kanaldomane. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Substitution dieses
hydrophoben Sequenzbereichs mit einem Alanin-Linker bei moderater Expression
(MscCGA110_Ala406-423) die spontane Exkretion unterbindet (Abb. 43). Die massive
Expression dieses Konstrukts (Abb. 42) fiihrt allerdings zu einer ebenso spontanen, wenn
auch nur schwachen Exkretion (Abb. 44), wie sie bei einer Verkirzung nach der vierten
Transmembrandomane beobachtet wurde (Tab. 8).

Dies l&sst vermuten, dass allein das hydrophobe C-terminale Bereich, das von der vierten

Transmembrandomane gebildet wird, einen spontanen Efflux von MscCGA110 verursacht.
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Aufschluss dartber sollte eine Randomisierung ab Aminosdaure 287 (MscS-Lénge) bis zur
Aminosdaure 401 (unmittelbar vor der vierten Transmembrandomane) geben. Bei dieser
Randomisierung wurde die Aminosaureabfolge vollstandig durchmischt, wobei die Netto-
Ladung und Lange unverandert blieb. Der hydrophobe, C-terminale Bereich mit den
Aminosauren 402-423 blieb unverandert. Diese Randomisierung verhinderte die spontane
Exkretion von Glutamat (Tab. 16). Offensichtlich ist nicht nur der hydrophobe Bereich fur
den drastischen Effekt verantwortlich. In einem Modell muss die Beteiligung des davor
liegenden konservierten Bereichs berlicksichtigt werden. So ist eine Beteiligung oder
Interaktion der beiden Bereiche (TM4 und der davor liegende konservierte Bereich)
vorstellbar, die eine derartige Konformationsanderung der Pore hervorruft, um sogar eine
LOF-Mutation im Kanal zu Gberwinden und die durch Anderung des gating-Verhaltens
beobachtete Glutamatexkretion hervorzurufen.

Neben der Verkiirzung um 110 Aminosauren verweist also auch die Randomisierung auf die
Bedeutung der zusatzlichen C-terminalen Domane und verdeutlich ihre regulatorischer
Funktion bei der Exkretion von Glutamat. Dabei scheint die mdgliche Interaktion die zu
einer Konformationsanderung und damit zu verandertem gating fiihrt, sehr spezifisch fir die
Kanalregion von MscCG zu sein. Die Verkiirzung des Fusionskonstrukts MscS/CtMscCG-
His um 110 Aminosauren hatte keine Anderung des Exkretionsverhaltes zur Folge (Abb. 35
und Tab. 12). Mdglicherweise kann hier eine Konformationsanderung aufgrund geringerer

Ahnlichkeit der cytoplasmatischen Doméne und/oder der Kanalregion nicht erfolgen.

4.3.2 Bedeutung konservierter Regionen flr den Einfluss der C-terminalen Domane

Zur detaillierten Analyse der wahrscheinlich regulatorisch wirksamen C-terminalen
Domane, wurden Modifikationen in deren konservierten Bereichen (Abb. 46) vorgenommen.
Die Deletion oder Substitution des Transmembranbereichs (Aminosduren 406-423)
verhinderte eine spontane Glutamatexkretion bei massiver Expression (Abb. 38). Die von
Penicillin ausgeloste Exkretionsrate blieb wie auch bei allen verkirzten Derivaten
unverandert. In Ubereinstimmung mit trunkierten Varianten (Tab. 8), wird eine spontane
Exkretion also durch das Fehlen der vierten Transmembrandoméne verhindert (Abb. 39).
Vice versa, kann eine spontane Exkretion nur in Anwesenheit dieser Transmembrandomane
erfolgen, wie auch bei der um 110 Aminoséuren verkirzten Variante zu beobachten ist.
Notwendig dafur ist allerdings auch die Anwesenheit des konservierten Bereichs vor TM4,

wie in dem randomisierten Konstrukt MscCGA110 random287-401-His beobachtet wurde
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(Abb. 41). Indizien dafir liefern detailliertere Mutationsanalysen des konservierten Bereichs
vor der vierten Transmembrandoméne mit den Aminosauren 392-401 und 392-405 (Tab.
18). Alanin-Substitution bzw. Deletion des Bereichs mit den Aminoséuren 392-405 hat
keinen Einfluss auf einen spontanen Efflux bei massiver Expression. In dieser Mutante ist
der Transmembranbereich mit den Aminosduren 406-423 prasent und das Protein damit in
der Lage Glutamat spontan freizusetzten. Allerdings wird der spontane Efflux durch
Manipulation des kleineren Bereichs mit den Aminosauren 392-401 verhindert. In
bioinformatischen Vorhersagen zahlen die Aminosduren 402-405 zu der Vvierten
Transmembrandomane. Das bedeutet, dass fir einen spontanen Efflux der
Transmembranbereich 406-420 intakt sein muss, was allerdings auch flr den konservierten
Bereich 392-401 gilt, wenn die Aminosauren 402-405 anwesend sind. Aufgrund fehlender
Strukturdaten kann nur vermutet werden, dass diese Bereiche fur eine mdgliche
Konformationsanderung von MscCG notwendig sind. Welche strukturelle Rolle diesem
Bereich zukommt bleibt spekulativ. Die starke Konservierung in der Familie der

Corynebacteriaceae spricht jedoch fiir eine essenzielle Rolle (Abb. 46).

4.4 Einfluss der C-terminalen Doméne auf MscS

Auch die heterologe Expression von MscS erlaubt eine durch Penicillin ausgeldste Exkretion
von Glutamat, wenn auch auf einem geringem Niveau (Abb. 31). Eine Wirkung von
Penicillin auf MscS war bisher nicht bekannt und offenbart die Wirkung von Penicillin auf
mechanosensitive Kanéle. Die Exkretion von Glutamat via MscS konnte sogar mittels
Fusion der zusatzlichen Domane gesteigert werden, ohne jedoch die Rate von MscCG zu
erreichen (Abb. 31). Die elektrophysiologische Analyse zeigte, dass die Leitfahigkeit des
Kanals dabei nicht beeinflusst wurde. Dies verdeutlicht erneut, dass die zusatzliche Doméane
die Porenstruktur nicht beeinflusst, sondern wahrscheinlich einen Einfluss auf das gating-
Verhalten besitzt. Die Ahnlichkeit der Kanalregion von MscS zu MscCG geniigt demnach,
das gating durch die C-terminale Doméane zu beeinflussen. Dabei scheint die Exkretion
neben der PorengroRe wahrscheinlich durch die Selektivitat, vermittelt von der
cytoplasmatischen Doméne oder gating-Schwelle des Kanals, limitiert zu sein. ES muss
auflerdem berticksichtigt werden, dass MscS im Gegensatz zu MscCG bei permanenter
Spannung desensibilisiert bzw. inaktiviert wird (Akitake et al., 2007), was sich in einer

verminderten Exkretion widerspiegeln konnte. Unter der Pramisse, Penicillin vermittle eine
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dhnliche Wirkung auf den Kanal wie eine osmostimulierte Anderung der
Membranspannung, wird MscS nach wenigen Sekunden spontan inaktiviert. In patch-clamp-
Messungen blieb MscCG bei anhaltender, erhdhter Membranspannung gedffnet, wéhrend
MscS inaktiviert wurde und sich der lonenstrom verringerte (nicht abgebildet). Der fur die
Inaktivierung von MscS verantwortliche Mechanismus ist noch nicht vollstandig verstanden.
Es ist bekannt, dass das konservierte Glycin113 fiur die Inaktivierung notwendig ist. Dieses
Glycin befindet sich direkt im Knick zwischen TM3a und TM3b, der eine hydrophobe
Interaktion zwischen F68 von TM2 und Leulll und Leull5 der TM3 verhindert (Edwards
et al., 2008), wahrend andere Reste von TM3b (Asn117 und Gly168) der cytoplasmatischen
Domane ein Abknicken unterstutzen (Koprowski et al., 2011). Veranderungen des
Glycinrests verhindern eine Inaktivierung (Edwards et al., 2008).

Das mdoglicherweise fur die Inaktivierung bendtigte Glycin113 fehlt in der sonst stark
konservierten TM3 von MscCG und ist wahrscheinlich fir die ausbleibende Inaktivierung
verantwortlich, wie sie auch fur andere Kanéle der MscS-Familie beobachtet wurden (Petrov
et al., 2013; Vasquez, 2013). Diese Adaption, also der Verlust der Leitfahigkeit bei
anhaltender Anderung der Membranspannung, scheint in der MscS-Familie nicht evolutiv
konserviert zu sein (Naismith und Booth, 2012), wobei die Bedeutung dieser Inaktivierung
noch nicht vollkommen verstanden ist. Als sicher gilt, dass MscS im inaktivierten Zustand
unempfindlich gegeniber erhohter Spannungen ist. Hinweise auf einen Einfluss der
fusionierten Doméne auf die Inaktivierung kénnen nur spezifische elektrophysiologische
Untersuchungen geben. Schwellenwert-Experimente zur Offnung der Kanile in
Sphéroplasten zeigten, dass fir die Aktivierung von MscCG eine geringere
Membranspannung bendétigt wurde als fir MscS (Abb. 27 und Abb. 37). Der Reiz, der zur
Aktivierung des Kanals in MscS bendtigt wird, ist also deutlich héher als fur MscCG und
konnte eine weitere Erklarung fir die im Vergleich zu MscCG geringere Exkretionsrate sein.
Die verstéarkte Exkretion durch die Fusion der zusétzlichen Doméne an MscS kann jedoch
nicht durch eine Verringerung des Druckschwellenwerts begriindet werden. So war dieser im
Vergleich zu MscS in E. coli Sphéroplasten unverandert (Abb. 37). Insgesamt scheint die
fusionierte C-terminale Doméne von MscCG also eher einen Einfluss auf das gating-
Verhalten von MscS zu haben.

In patch-clamp-Experimenten mit dem Fusionskonstrukt konnten bei einer negativen
elektrischen Spannung keine eindeutigen Einzelkanal6ffnungen aufgezeichnet werden. Bei
den in dieser Arbeit durchgefiihrten elektrophysiologischen Experimenten lag die Membran

in einer inside-out-Konfiguration vor, sodass lonen bei angelegter negativer elektrischer
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Spannung zuerst die fusionierte C-terminale Domane passieren mussten. Bereits geringe
Anderungen der Membranspannung filhrten unter diesen Bedingungen zu flackernden
Kanalaktivitaten (Abb. 35). Dieses Verhalten konnte ein direkter Hinweis auf den Einfluss
der zusétzlichen Doméne von MscCG sein.

Die cytoplasmatische Doméne besitzt neben einer distalen kleineren Pore, die mit
hydrophoben Aminosduren ausgekleidet ist und damit den einfachen Durchfluss von
hydratisierten Soluten verhindert und die Pore effektiv verschliel3t, sieben Seitenporen mit
einem Durchmesser von 7 A (Wang et al., 2008). In dynamischen Molekiilsimulationen
wurde beobachtet, dass K*- und Cl™-lonen diese Poren passieren (Sotomayor und Schulten,
2004; Vora et al., 2006). Diese Seitenporen bilden dabei die einzige Offnung fur die
Freisetzung von Wasser und cytoplasmatischen Soluten in den extrazellularen Raum. Es
wird vermutet, dass diese Poren im cytoplasmatischen Anteil von MscS als eine Art Sieb
fungieren, die den Efflux von Osmolyten wahrend der Offnung des Kanals optimieren. Auf
Basis diffusionstheoretischer Berechnungen und dynamischen Molekulsimulationen wird
postuliert, dass diese Poren als Filter fir Glutamat und K'-lonen fungieren, um zur
Abstimmung eines fast Ladungsneutralen Efflux von K* und Glutamat fithren. Dabei wird
eine Depolarisation wihrend der Offnung reduziert und der Efflux von Glutamat kontrolliert
(Gamini et al., 2011). Dies erlaubt trotz Entfernung der cytoplasmatischen Domane von
MscS weiterhin die mechanosensitive Offnung des Kanals (Schumann et al., 2004),
verringert aber die Uberlebensrate nach hypoosmotischem Schocks aufgrund
unkontrolliertem Efflux von negativ geladenen lonen wie Glutamat (Sotomayor et al., 2007).
Die Fusion der zusatzlichen Domane konnte Eigenschaften von MscS derart dndern, dass ein
vermehrter Efflux von Glutamat hervorgerufen wird. So ist eine Anderung der selektiven
Wirkung der cytoplasmatischen Doméne nach einer Fusion denkbar.

Wahrscheinlicher scheint jedoch eine Veranderung des gatings durch die Anwesenheit der
zusétzlichen Doméne, etwa durch Interkation mit der Kerndoméne, die eine
Konformationséanderung hervorruft und sich dann in der elektrophysiologischen Messung in
einem Flackern duRert. Wie bereits fur MscCG diskutiert, konnte aulRerdem die nicht
durchfihrbare funktionelle Rekonstitution des fusionierten Konstrukts auf den Einfluss der
zusétzlichen C-terminalen Domane zuriickgefiihrt werden. Unabhéngig der Expression von
MscS in E. coli oder C. glutamicum war eine funktionelle Rekonstitution von MscS
maoglich. Generell scheint eine strukturelle Einflussnahme der zusétzlichen Domaéne die
Offnungswahrscheinlichkeit und damit den vermehrten Efflux von Glutamat zu bedingen

und die Funktion von MscS zu beeinflussen.
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4.5 Die Bedeutung der C-terminalen Domane fiir die Aufnahme kompatibler Solute

unter hyperosmotischen Bedingungen

Einen detaillierteren Hinweis auf einen mdoglichen Regulationsmechanismus, vermittelt
durch die zusétzliche C-terminalen Domdne von MscCG, liefern Messungen der
Betainaufnahme und -Efflux nach hypoosmotischem Schock. So waren Zellen mit
verkiirzten Varianten, bei denen die vierte Transmembrandoméne fehlt nach einem
hypoosmotischem Schock nicht mehr in der Lage, Betain zu akkumulieren (Abb. 29). Es
kann vermutet werden, dass diese Kanédle nach einmaliger Aktivierung durch
hypoosmotischen Stress nicht mehr in der Lage waren, adéquat zu schliefen und das
SchlielRverhalten beeintréchtigt war. Der Verlust aufgenommenen Betains, wurde in chase-
Experimenten, bei dem die Zellen ein stark vermindertes Membranpotential aufwiesen,
deutlich (Tab. 11).

Die Anwesenheit der vierten Transmembrandomane erlaubt hingegen eine im Vergleich zum
Wildtyp unveranderte Betainakkumulation bis zum steady-state (Abb. 28). Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass die zusatzliche Domadane inklusive der vierten
Transmembrandomane fur das SchlieRen oder die Inaktivierung des Kanals notwendig, dass
diese moglicherweise sogar direkt vermittelt. Damit wirde diese auch die Regulation der
Feinabstimmung der Betainakkumulation direkt beeinflussen.

Fir MscS und andere Kandle der MscS-Familie ist bekannt, dass sie bei konstantem Druck
inaktiviert werden. Da MscCG ein Mechanismus zur Inaktivierung (MscS:Gly113, MscCG:
Ser113) fehlt, kann das Schlieen bei konstanter Membranspannung anders reguliert sein.
Nach einem hypoosmotischem Schock sind Zellen also nicht mehr in der Lage, ohne TM4
die Inaktivierung des Kanals durchzufiihren. Ein Mechanismus zur Inaktivierung scheint
notwendig, da dieser bei E. coli mit MscS hilft, einen andauernden osmotischem Schock zu
tberleben (Boer et al., 2011). Auch fur MscL ist keine derartige Inaktivierung bekannt,
stattdessen weist MscL ausschliellich einen offenen oder geschlossenen Zustand auf.
Allerdings werden fiir MscL massivere Kréfte fur die Aktivierung des Kanals bendtigt, so
dass dieser viel spater als MscS gedffnet wird und demnach nur bei sehr stark osmotischem
Schock aktiviert wird. MscCG ist im Vergleich zu MscS leichter zu 6ffnen und bendtigt eine
noch geringere Membranspannung (Abb. 27 und Abb. 37), was die Regulation der

Inaktivierung noch notwendiger erscheinen lasst.
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4.6 Modell zur Exkretion von Glutamat und einer Doppelfunktion der C-terminalen

Domane

Unter der Annahme, dass Penicillin zu einer dauerhaften Anderung der Membranspannung
fihrt, wird die Exkretion von Glutamat aufgrund der mechanischen Offnung des Kanals
ausgeldst. Die An-oder Abwesenheit der TM4 ist dafiir belanglos, da die Pore von MscCG
auch geoffnet werden kann, wenn die zusatzliche Doméane fehlt (MscCGA247).
Hervorgerufene Membranspannungen koénnten demnach so stark sein, dass die zusatzliche
Doméne keinen Einfluss hat und eine anndhernd unverénderte Exkretionsrate gemessen
wird.

Jedoch scheint die Integritdt der C-terminalen Doméne nicht nur eine Rolle bei der
Inaktivierung, sondern auch bei der Regulation des Offnungsverhaltens eine Rolle zu
spielen. So wurde gezeigt, dass bei Abwesenheit der vierten Transmembrandomane durch
Verkirzung oder Deletion eine spontane Exkretion von Glutamat bei massiver Expression
ausbleibt (Abb. 19), wihrend bei Anwesenheit dieser Doméne eine spontane Offnung
hervorgerufen bzw. erméglicht wird (Abb. 18).

Einen weiteren Hinweis fir diese Doppelfunktion bei der Glutamatexkretion und
Betainakkumulation liefert die Deletion der vierten Transmembrandoméne und die Alanin-
Substitution der Aminosduren 406-423 (Abb. 38). Bei massiver Expression wird keine
spontane Exkretion beobachtet, die durch diese Doméane positiv beeinflusst werden konnte.
Gleichzeitig sind Zellen nach Expression des Konstrukts nach hypoosmotischem Schock
nicht mehr in der Lage, Betain zu akkumulieren (Abb. 40). Das korrekte Schliefen nach
osmotischem Schock kann nicht mehr erfolgen.

Maoglicherweise kommt dieser additive Effekt auch nach Fusion von MscS mit der
zusétzlichen Domane von MscCG zutragen, da eine verstarkte Exkretion von Glutamat nach
Fusion mit der C-terminalen Doméne hervorgerufen wurde (Abb. 31). MscS wird trotz
anhaltender, erhéhter Membranspannung inaktiviert (Anishkin und Sukharev, 2009). Unter
der Pramisse, dass Penicillin eine dauerhafte Anderung der Membranspannung hervorruft, ist
die beobachtete erhohte Exkretion mdglicherweise eine Folge der Anderung des
Offnungsverhalten, hervorgerufen durch die fusionierte C-terminale Doméne. Interaktionen
der zusatzlichen Doméne mit der Kanaldoméne, die tber TM1 und TM2 dann mechanische
Kréafte an TM3 weiterleiten, kdnnten so durch die vierte TM beeinflusst werden und eine

Inaktivierung verhindern bzw. die Wahrscheinlichkeit einer Inaktivierung verringern. Die
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Leitfahigkeit ware bei diesem Regulationsmechanismus, wie in dieser Arbeit beobachtet,
unverandert, da die Grolze der Pore nicht beeinflusst wird.

Ein Effekt auf das Offnungsverhalten wird auRerdem durch den Efflux von Betain wahrend
der Betainakkumulation unter hyperosmotischen Bedingungen deutlich. Dieser wurde in
Verbindung mit BetP als Mechanismus zur Feinabstimmung der internen
Betainkonzentration identifiziert (Borngen, 2009). Fir den Efflux von Betain unter
hyperosmotischen Bedingungen muss das Offnen des Kanals, unabhingig eines osmotischen
Stimulus, vermittelt werden. Ein wichtiges Element der Regulation scheint die vierte
Transmembrandomane, sowie konservierte Bereiche davor einzunehmen.

Das Offnungs- und SchlieRverhalten von mechanosensitiven Kanalen wird durch
verschiedene Faktoren beeinflusst. Als sicher gilt, dass Anderungen der Eigenschaften von
Lipiddoppelschichten die Aktivitdt von Membranproteinen beeinflussen. So fuhren
Langenunterschiede zwischen hydrophoben Transmembransegmenten von
Membranproteinen und hydrophober Membranbereiche zu einem hydrophoben mismatch
(Killian, 1998). Auch die intrinsische Biegung einer Membranschicht und die Fluiditét der
Membran beeinflussen die Aktivitdt von Membranproteinen. Der Einfluss der Fluiditat auf
eine Konformationsdnderung von Membranproteinen kann jedoch wahrscheinlich
vernachldssigt werden (Lee, 1998). So wurde der Einfluss der Fluiditat auf die Exkretion von
Glutamat ausgeschlossen (Lambert et al., 1995). Jedoch haben Verénderungen des lateralen
Druckprofils spezifische funktionale Effekte auf mechanosensitive Kanéle (Wiggins und
Phillips, 2005). Anderungen des Druckprofils durch mechanische Krafte oder
Lipidverschiebung, durch z.B. amphiphile Verbindungen. fiihren zu einer energetisch
gunstigeren Konformation von Transmembranhelices, was zu einer Offnung von
mechanosensitiven Kanéalen filhren kann. So rufen verschiedene Anéasthetika, Anderungen
des Druckprofils der Lipiddoppelschicht hervor (Cantor, 1997), von denen ein direkter
Einfluss von z.B. Procaine und Tetracaine auf die Aktivierung von MscS experimentell
gezeigt wurde (Martinac et al., 1990). Krafte innerhalb der Lipiddoppelschicht oder
innerhalb eines Proteins sind demnach in der Lage, die Konformation eines Kanals zu
stabilisieren oder destabilisieren. Wahrscheinlich ist die ausgeldste Exkretion von Glutamat
von C. glutamicum mittels lokaler Anasthetika (Lambert et al., 1995) auf genau diesen
Effekt zuriickzufuhren. Fir MscL wird angenommen, dass ein spontanes gating ohne
erhdhte Membranspannung nach Zugabe von Lysophosphatidylcholin (LPC) aufgrund
seines amphiphilen Charakters und damit der Verdnderung des lateralen Drucks

hervorgerufen wird. Allein der hydrophobe mismatch reicht demnach nicht aus, um eine
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Kanaloffnung zu bewirken (Perozo et al., 2002). Andere Studien zeigen, dass bereits eine
Krimmung der Membran gentgt, um Konformationsanderungen hervorzurufen (Yoo und
Cui, 2009).

In den letzten Jahren wurden viele Studien ber das gating von mechanosensitiven
Kanalen veroffentlich, trotzdem ist die mechanistische Funktionsweise, die zur Aktivierung
von mechanosensitiven Kandlen flhrt, noch immer nicht vollstdndig verstanden. Neuste
Untersuchungen zeigen, dass neben Anderungen des hydrophoben mismatch und des
lateralen Druckprofils, auch Abstdnde zwischen den Kanélen die strukturelle Dynamik
beeinflussen, sodass die Aktivierungseigenschaften von mechanosensitiven Kanalen
beeinflusst werden. AuRerdem scheinen mechanosensitive Kanéle eine Tendenz zur
Clusterbildung zu haben, in denen verringerte Abstdnde zwischen den Kanélen die
Aktivierung von Kanalen beeinflussen (Nomura et al., 2012). Auch in theoretischen
Modellen wurde eine Anderung der Spannungssensitivitit unter diesen Bedingungen
vorhergesagt (Lindén et al., 2012; Ursell et al., 2011). Eine massive Uberexpression von
MscCG konnte demnach eine Clusterbildung der Kandle hervorrufen und durch bisher
unbekannte Interaktion der zusatzlichen C-terminalen Doméne mit der Kernregion oder
durch Anderung der Lipidumgebung zu einer Aktivierung des Kanals fiihren, was in einer
spontanen Exkretion von Glutamat resultiert. Die zusatzliche Doméane perzipiert dabei Reize
in der Membran, um diese an die Transmembrandoménen der Kerndomane weiterzuleiten
(Abb. 52). Wahrend die massive Expression in  Anwesenheit der vierten
Transmembrandomane zu einer Aktivierung fuhrt, hebt die Deletion der vierten
Transmembrandomane durch unterbleibende Reizweiterleitung, die spontane Aktivierung
bei massiver Uberexpression auf.

Fur eine mit Penicillin ausgeloste Aktivierung von MscCG genligen die ersten drei
Transmembrandoménen (MscCGA247), um mechanische Kréfte, die von einer
Deformierung der Liddoppelschicht durch Verhinderung der Zellwandsynthese ausgehen, zu
perzipieren. Dabei ist der hydrophobe mismatch maglicherweise einer der Faktoren, die zu
einem erleichterten Offnen der Pore filhren. Auch die Krimmung der Lipiddoppelschicht mit
einhergehenden Anderungen des Druckprofils in patch-clamp-Experimenten, fithren zu
Konformationséanderungen der ersten und zweiten TM, die die mechanischen Krafte auf die
dritte TM Ubertragen und die Pore o6ffnen. Ein unter Verwendung von amphiphilen
Verbindungen wie LPC oder Tetracain hervorgerufene Glutamatefflux kann wahrscheinlich
auf eine dhnliche Aktivierung (Konformationsanderung) von MscCG durch Anderungen des

lateralen Membrandrucks zuriickgefuhrt werden.
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Die von Penicillin hervorgerufene Anderung der Membranspannung wird von den
Transmembrandoménen der Kerndomane perzipiert und fihrt zu einer Offnung der Pore, die
von der dritten Transmembrandomane gebildet wird. Dieser Mechanismus ermdglicht
Penicillin moglicherweise auch die Freisetzung von Glutamat in C. glutamicum via MscS
hervorzurufen, dessen drei Transmembrandoménen denen von MscCG ahneln. Modifikation
der Porendomé&ne von MscCG verhindern (LOF) oder erleichtern (GOF) eine
Konformationsinderung und damit das Offnen der Pore zur Freisetzung von Glutamat durch
Manipulation benétigter Interaktionsstellen benachbarter Doménen direkt in der heptameren
Pore der dritten Transmembrandomane.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die C-terminale Domane eine regulatorische
Funktion einnimmt und das gating von MscCG beeinflusst. Es ist denkbar, dass die vierte
Transmembrandomane das gating durch direkte Interaktion mit der Kanalregion als Folge
von Anderungen der beschriebenen Eigenschaften der Lipidumgebung reguliert (Abb. 52).
Die Lage und mogliche Interaktionsstellen der vierten Transmembrandomane mit der
Kerndoméne sind allerdings unbekannt und kdnnen nur spekuliert werden. Die Integritét
konservierter Bereiche dieser Doméne scheint jedoch fiir eine Regulation von essenzieller
Bedeutung. Die Verkiirzung um 110 Aminosduren fiihrt ohne &ul3eren Reiz zu einer derart
massiven Konformationsédnderung der Kerndomdne, dass eine Aktivierung und damit
offenbar unkontrollierte Exkretion von Glutamat hervorgerufen wird, die auch durch
Modifikation der Porendoméne durch eine LOF-Mutation nicht unterdriickt werden kann.
Wahrscheinlich  werden mdgliche Interaktionsstellen derart beeinflusst, dass eine
Konformationsinderung zur Offnung der Pore dauerhaft hervorgerufen wird (Abb. 51). Bei
dieser Aktivierung scheint jedoch nicht nur die vierte Transmembrandoméane von
Bedeutung, sondern auch konservierte Bereiche davor, da eine Randomisierung die spontane

Aktivierung verhindert.
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a) b)

Abb. 51: Modell des Effekts einer Verkiirzung um 110 Aminosduren von MscCG. Ohne
Modifikation der C-terminalen Domane verbleibt der Kanal in einer energetisch vorteilhaften
Konformation geschlossen (a). Eine Verkiirzung dieser Doméane um 110 Aminosduren fiihrt zu einer
drastischen Konformationsanderung der Kerndoméne. Der Efflux von Glutamat wird dabei durch eine
Konformationsanderung der Pore vermittelt. TM1 und TM2 (bermitteln dabei mechanische Kréfte an die
porenformende dritte Transmembrandoméne, deren Konformationsanderung als Folge einer
intramolekularen Interaktion oder passiv durch Anderungen von physikalischen Eigenschaften
(Membrankriimmung, Anderung des Lateraldrucks und hydrophober mismatch) der umgebenden
Lipiddoppelschicht zum Offnen des Kanals fihrt (b). Die Verkirzung fiihrt zu einer derart drastischen
Konformationsanderung, dass die gating-Schwelle stark herabgesetzt wird oder ein Offnen erzwungen

wird.
b)
c
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Abb. 52: Modell zur Regulation des gating-Verhaltens von MscCG. Ohne Modifikation der
Lipiddoppelschicht verbleibt der Kanal in einer energetisch vorteilhaften Konformation geschlossen (a).
Der Efflux von Glutamat wird durch Konformationsédnderung der Kanalregion vermittelt. TM1 und TM2
Ubermitteln dabei mechanische Kréfte an die porenformende dritte Transmembrandoméne, deren
Konformationsanderung durch Drehung zum Offnen des Kanals fihrt (b). Fiir den Penicillin-vermittelten
Efflux und damit der Wahrnehmung des mechanischen Reizes werden dabei ausschlieBlich TM1 bis TM3
benétigt. Die vierte Transmembrandoméne kdnnte die Inaktivierung des Kanals nach hypoosmotischem
Schock vermitteln. Dabei interagiert die zusétzliche Doméane mit der Kanalregion durch
Konformationsanderungen entweder aktiv als Folge einer intramolekularen Interaktion oder passiv durch
Anderungen von physikalischen Eigenschaften (Membrankrimmung, Anderung des Lateraldrucks und
hydrophober mismatch) der umgebenden Lipiddoppelschicht. Massive Uberexpression und damit
Clusterbildung konnten zur einer intermolekularen Modulation dieser Domane und schlieBlich
Konformationsédnderung der Kanalregion zur Freisetzung von Glutamat flhren. Die Lage der vierten
Transmembrandomane kann aufgrund fehlender Strukturdaten nur vermutet werden.

a)
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Die Funktion und Funktionsweise mechanosensitiver Kanéle ist duRerst komplex. So wird
das Offnungsverhalten von mechanosensitiven Kanalen durch viele Faktoren beeinflusst, die
die Membranumgebung also auch die Struktur der Kanéle &ndern und neben dem rein
geschlossenem auch zu intermedidren Zustdnden wie zum Beispiel bei einer Inaktivierung
fihren. Die Identifikation und Charakterisierung immer neuer Mitglieder der MscS-Familie
offenbart, dass diese neben den konservierten Kanaldoménen (TM1-3) auch einzigartige C-
und N-terminale Doméanen besitzen, die das gating durch Signaltransduktion, als Antwort
auf Protein-Protein Interaktion oder Ligandenbindung, beeinflussen. So wurde fir den
mechanosensitiven Kanal bCNG (cyclic nucleotide gated) ein Homlog von MscS aus E. coli
charakterisiert, das eine zusatzliche C-terminale Doméne besitzt, die die Mechanosensitivitat
des Kanals inhibiert und deren notwendige Bewegung fur die Funktion des Kanals
verhindert (Malcolm et al., 2012). AufRerdem wurde in Corynebacterium diphteriae eine
MscS-Unterfamilie identifiziert, die eine C-terminalen Glucose-Transporter-Doméne
aufweist (Malcolm und Maurer, 2012). Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass die
zusétzliche Domane von MscCG zudem eine unbekannte Bindestelle fir einen Regulator
besitzt, der beispielsweise ein spontanes gating, ausgelost durch die vierte
Transmembrandomane, verhindert. So konnte die Bindung eines konstitutiv exprimierten
Repressorproteins eine Konformationsanderung und damit spontane Exkretion unterbinden
und nur bei massiver Uberexpression die Wahrscheinlichkeit einer Bindung des Repressors
verringern, was zur Exkretion von Glutamat fiihren wirde.

Es konnte gezeigt werden, dass MscCG neben seiner Funktion als Notventil zur Freisetzung
kompatibler Solute nach hypoosmotischen Schock auch die spezifische Exkretion von
Glutamat vermittelt. Fur die Penicillin-ausgeloste Exkretion wird ausschlieBlich die
Kanalregion mit drei Transmembrandoménen von MscCG bendtigt, auf die Penicillin eine
direkte Wirkung zu haben scheint. Modifikationen der zusétzlichen Doméne beeinflussen
jedoch das gating-Verhalten nach hypoosmotischem Schock und damit die Feinabstimmung
der Betainakkumulation und vermittelt unter massiver Expression die spontane Exkretion
von Glutamat und verdeutlicht die regulatorische Rolle dieser Domane. Aufgrund fehlender
Strukturdaten bleibt eine genaue Aussage Uber den Mechanismus spekulativ. Zukinftige
Untersuchungen zur Funktion von MscCG mussen die gezeigte regulatorische Bedeutung
der einzigartigen C-terminalen Domane fur die duale Funktion des mechanosensitiven

Kanals berticksichtigen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden biochemische, als auch elektrophysiologische Untersuchungen zu
der dualen Funktion des mechanosensitiven Kanals MscCG von Corynebacterium
glutamicum durchgefiihrt. MscCG gehort zu der MscS-Familie von mechanosensitiven
Kanélen, die eine essenzielle Rolle bei der hypoosmotischen Stressantwort von Bakterien
einnehmen. Zur Vermeidung einer Zelllyse als Folge unkontrollierten Einstrémens von
Wasser nach einem hypoosmotischen Schock, werden mechanosensitive Kandle durch die
erhdhte Membranspannung aktiviert und vermitteln die Freisetzung von lonen und
kompatiblen Soluten (Levina et al., 1999). C. glutamicum z&hlt zu den wichtigsten
Organismen in der industriellen Biotechnologie und ist Ziel intensiver Forschung der
Produktionsoptimierung zur Herstellung von Aminosauren und wird seit Jahrzehnten zur
Herstellung von L-Glutamat eingesetzt, obgleich der Exportmechanismus lange Zeit
unbekannt war. Vor wenigen Jahren wurde der mechanosensitive Kanal MscCG mit der
Exkretion von Glutamat in Verbindung gebracht. Die C-terminale Verkirzung von MscCG
um 110 Aminosduren fiihrte zu einer spontanen Exkretion von Glutamat, wahrend die
Deletion seines Gens die induzierte Exkretion drastisch verringerte (Nakamura et al., 2007).
MscCG besitzt zu neben seiner drei, zu MscS homologen Transmembrandomé&nen, eine
zusétzliche  C-terminale Doméane von 247 Aminoséuren, die eine vierte
Transmembrandomane beinhaltet und der C-terminus somit im Periplasma lokalisiert ist.
Der Kanal besitzt typische Eigenschaften eines Membranspannungs-aktivierten Kanals und
ist an der Freisetzung von kompatiblen Soluten wie Prolin und Glycin-Betain nach
hypoosmotischem Schock beteiligt. AuBerdem nimmt MscCG neben seiner Rolle als
Notventil nach hypoosmotischem Schock auch eine Funktion bei der Feinabstimmung der
internen Solutkonzentration bei Akkumulation von Betain im Zusammenspiel mit dem
sekundédr aktiven Transporter BetP unter hyperosmotischen Bedingungen ein. Die
zusétzliche Doméne von MscCG ist nur in homologen Proteinen der Familie der
Corynebacteriaceae zu finden und nimmt wahrscheinlich eine regulatorische Funktion bei
der Exkretion von Glutamat als auch bei der hyperosmotischen Stressantwort ein. Auch die
heterologe Expression von MscS erlaubte eine Induktion der Glutamatexkretion mit
Penicillin in C. glutamicum und konnte durch die Fusion der zusétzlichen Doméne sogar
erhoht werden (Borngen, 2009; Bérngen et al., 2010). Es war bisher jedoch nicht bekannt,
ob die Exkretion direkt durch den Kanal vermittelt wird oder MscCG als mdglicher

Regulator fir einen unbekannten Exporter agiert. In dieser Arbeit konnte mit GOF- als auch
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LOF-Mutationen gezeigt werden, dass Glutamat bei der Exkretion die Pore von MscCG
passiert. So ermoglichten GOF-Mutationen eine spontane Exkretion, wéhrend LOF-
Mutationen eine ausgeldste Exkretion auf das Ausmald des Deletionsstamms verringerten. In
elektrophysiologischen  Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass fir eine
mechanosensitive Aktivierung lediglich die ersten drei Transmembrandomanen bendtigt
werden. Auch haben Verkirzungen von bis zu 247 Aminoséuren keinen Einfluss auf die
Penicillin-ausgeloste Exkretion von Glutamat und dessen Rate. Fir eine spontane, wenn
auch geringere Exkretion von Glutamat ist die Integritat der vierten Transmembrandomane
notwendig. Die spontane Glutamatexkretion bei massiver Uberexpression wurde durch die
Verkirzung der C-terminalen Domadne Uber die vierte Transmembrandomane hinaus
verhindert. Die Leitfahigkeit von MscCG war nach C-terminaler Verklrzung unveréndert,
was auf eine regulatorische Funktion der zusatzlichen Domane schlieRen lasst. Die spontane
Exkretion und der damit einhergehende Phanotyp, der nach Expression des um 110 AS
verkirzten Kanals beobachtet wird, konnte durch Modifikation des hydrophoben C-
terminalen Bereichs, der die vierte Transmembrandomane bildet, verhindert werden. Eine
Randomisierung  eines  konservierten Bereichs  vor  dieser  hydrophoben
Transmembrandomane, verhinderte hingegen die spontane Exkretion von Glutamat.
Detaillierte Mutationsanalysen von ungekiirztem MscCG zeigten, dass nicht nur die
Integritat der vorhergesagten vierten Transmembrandoméne, sondern auch konservierte
Bereiche davor von Bedeutung sind.

Zusétzlich nimmt die C-terminale Domane eine Funktion bei der Regulation der
Betainakkumulation nach hypoosmotischem Schock ein. Bei Abwesenheit der vierten
Transmembrandomane wird die Akkumulation von Betain nach hypoosmotischem Schock
durch massiven Efflux via MscCG verhindert.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Exkretion von Glutamat direkt durch den
mechanosensitiven Kanal MscCG vermittelt und von dessen C-terminalen Doméne
beeinflusst wird. Neben ihrer regulatorischen Funktion zur Freisetzung von Glutamat nimmt
die C-terminale Domane aulRerdem eine maligebliche Funktion bei der Feinabstimmung der
Betainakkumulation unter hyperosmotischen Bedingungen ein. Die duale Funktion des
mechanosensitiven Kanals durch Beteiligung an der hyper- als auch hypoosmotischen
Stressantwort, sowie der Glutamatexkretion unterliegt demnach der regulatorischen Funktion

der C-terminalen Domane von MscCG.
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7. Anhang

Tab. 20a: Verwendete Oligonukleotide fir die Amplifizierung und Konstruktion von Genen

Name

Sequenz 5¢ — 3¢

TEV_mscCGHis_for
TEV_MscCGHis_rev
pQE6O_mscs_fw
pQE6O_mscs_rv
pQE6O_CT_fw
pQEGO_CT rv
Deltal4l reverse
pQE60_d141 for
pQE6O_d141 rev
MscL_for

MscL-rev
MscL-His_rev
delta53 rev
MscSd110 rev
Deltal10_fw(fusion)
D110 _notl_rev
Delta21_rev
rev_d110 His
rev_d21_His
MscS_CT_d110 fw
MscS_CT _d110 rv
CG_d392-405_rev
CG_d392-405_fw
CG_d392-401 _rev
CG_d392-401_fw
CG_A392-405_rev

CG_A392-401_rev

ccatgattacgccaagcttgcatgcctgcagg
tagcggccgcgcecctggaagtagaggttttcaagettaggggtgg
gcttgcatgcctgcaggtcgactc
cagggatccttacgcagctttgtcttce
cagggatccctaaggggtggacgtcg
gcatgcctgcaggtcgactctagagg
tagcggccgceccttcectgceccaccgatttggg
ggcgtacccattcaatatttgctctattc
cagggatccctacttctgccaccgatt
atccatggatgagcattattaaag
taggatccttaagagcggttattc
taggatccttagtgatgatggtgatgatgagagcggttattc
tagcggccgcttcecctgetgegtttcecgacg
ggagttttgccaattctcacttggttccgcagetttgtcttectttecac
gaaccaagtgagaattggcaaaactcc
gagtgcggccgcaagcttttccacagtcatgacc
tagcggccgceccgtctgecgacgcagtceg
gtagcggccgcttccacagtcatgacctta
gtagcggccgccgtctgcgacgcagteg
cataccatggaagatttgaatgttgtc
ctatggatccctattccacagtcatgacc
agcagcgcacccaacaacagctgccaccgatttgggtagt
ctgttgttgggtgcgctgcet
caacaacagggacgtgctcatctgccaccgatttgggtagt

atgagcacgtccctgttgttg

agcagcgcacccaacaacagtgcectgcectgetgetgetgetgetgetgetgetget

gctgctgcctgccaccgatttgggtagt

caacaacagggacgtgctcattgctgctgctgctgctgecgectgctgectgectge

caccgatttgggtagt
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deltal28 rev
delta97_rev
d110 A128-109 rv

d97_A110-d97_rev

TM4_Ala_rev

TM4_Ala_fw

del_TM4_rev

random2_rev

random3_fw

random4_rev

random5_fw

random6_rev

random7_fw

random8_rev

Random_3 rev

Random5_rev

Random7_rev

random8_end_rev
random7_end_rev
Random5_end_rev

Random6_end_rev

gtagcggccgcggacgtgctcatgecgg
gtagcggccgctgacagccatccactggag
gtagcggccgctgctgcectgectgectgcectgectgctgectgectgectgectgetgetget
gctgctgctgcggacgtgctcatgecgg
gtagcggccgctgctgctgctgctgectgctgectgectgectgetgctgetgettece
acagtcatgaccttaa
gttttgccaattctcacttggtgctgctgctgctgctgectgectgctgectgcectge
tgctgctgctgctgctgctgcggacgtgctcatgecggacac
ccaagtgagaattggcaaaac
gttttgccaattctcacttggggacgtgctcatgcggacac

gcggtttcttcatccacctgtgcggacaggatgtgatcctgtggggaggtgaag
aaggactttgcatcgccgttttccagagtggttgecgctgececgtatte
caggtggatgaagaaaccgcaaacgcaaacgaagtgtccggctacgaatccatce
cacatccgcctgaaccgcaagtccga

agggttgggcgctttgccacgcgtgecttcggaatcggactggectgccagecagg
gattcatcggacttgcggttcaggceg
gtggcaaagcgcccaaccctgccagcagcagcagatgattceccgcagaatggetyg
accccaccagaagatgaaccacgcaa

ggatcggagaagtgttcttccagtgccacggtgtaggattccagggtgattggg

ttcaccttgcgtggttcatcttctgg

gaagaacacttctccgatccaggcggcgatctgaagtccaaggcaatgagcacg

tccectgttg

gtagcggccgcttccacagtcatgaccttaaatagtgacagcaagagcagcgceca

cccaacaacagggacgtgctcat

tcggacttgcggttcaggcggatgtggatggattcgtageccggacacttegttt

gcgtttgcggtttcttcatccacctyg
ttgcgtggttcatcttctggtggggtcagccattctgecggaatcatctgetget

gctggcagggttgggcgctttgeccac
caacagggacgtgctcattgccttggacttcagatcgccgecctggatcggagaa

gtgttcttc
gtagcggccgcttccacagte
caacagggacgtgctcattgc
ttgcgtggttcatcttctgg

ggatcggagaagtgttcttc
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Fus_Insert C_Fw
Fus_Insert C_Re
Fus_rand_rev
Fus_rand_for
PEKEX2_fw
pPEKEX2_rv

ccgattccgaagcacgcgtggcaaagcgcce
gtgcttcggaatcggactgg
gtcatgaccttaaatagtgac
gtcactatttaaggtcatgac
cggctcgtataatgtgtgg

caggctgaaaatcttctctc

Tab. 20b: Verwendete Oligonukleotide fur die Ortsgerichtete Mutagenese

Name

Sequenz 5¢ — 3¢

mscCG_A106V_s
mscCG _Al106V_as
mscCG _L109S s
mscCG _L109 as
mscCG _A103P_s
mscCG _A103P_as
mscCG _A103P_s2
mscCG _A103P_as?
mscCG _L109S s 2
mscCG _L109S as 2

caccaaggccaatcacagctgacgcaatgg
ccattgcgtcagctgtgattggccttggtyg
tcgactgcgcaccggagccaatggcagcectyg
cagctgccattggctccggtgcgcagtcga
caatggcagctgatggaatggttgccggaa

ttccggcaaccattccatcagctgeccattg

caatggcagctgatggaatggttgccggaatcgcagce
gctgcgattccggcaaccattccatcagectgececattg
caatcgactgcgcaccggagccaatggcagctgacg

cgtcagctgccattggctccggtgcgcagtcgattyg

A51D_sense
A51D_antisense
V70D _sense
V70D _antisense
M86D_sense
M86D_antisense
L41D_sense
L41D_antisense
L31N_sense
L31N_antisense
L93N_sense
L93N_antisense

F78N_sense

gtggagtctgcagacgatgcggacacc
ggtgtccgcatcgtctgcagactccac
cgccggcgttggecgattatatcgege
gcgcgatataatcgccaacgccggceg
gcttgccgtctccgecggaccaggettttggtttete
gagaaaccaaaagcctggtccgcggagacggcaagc
ccacgtatcggccgagacgccatgcgtattatcaag
cttgataatacgcatggcgtctcggccgatacgtgg
gatgtagcaattatcctggtcaacgcgtttttgattccacgtatcg
cgatacgtggaatcaaaaacgcgttgaccaggataattgctacatc
gcaggcttttggtttctctaacgcgggcgcectyg
cagcgcccgcgttagagaaaccaaaagcecctge

cgcgcaaattgtggcgaacttcatgcttgccgtctecg
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F78N_antisense
I45N_sense
145N_antisense
146N _sense
1461N_antisense
A51N_sense
A51N_antisense
V70N_sense
V70N _antisense
MB86N _sense
MB86N_antisense
L41N_sense
L41N_antisense
F79N_sense
F79N_antisense
MscCG_I75S_fw
MscCG_I75S _rv
MscCG_1107S_fw
MscCG_I1107S _rv
MscCG_V115S fw
MscCG_ V115S rv

cggagacggcaagcatgaagttcgccacaatttgcgcg
cgactggccatgcgtaacatcaagcgccgagtg
cactcggcgcttgatgttacgcatggccagtcg
cgactggccatgcgtattaacaagcgccgag
ctcggcgcttgttaatacgcatggccagtceg
ccgagtggagtctgcaaacgatgcggacacc
ggtgtccgcatcgtttgcagactccactcgg
gcgttcgccggcgttggcaactatatcgege
gcgcgatatagttgccaacgccggcgaacgc
cttgccgtctccgcgaaccaggettttggttte
gaaaccaaaagcctggttcgcggagacggcaag
ccacgtatcggccgaaacgccatgcgtattatcaage
gcttgataatacgcatggcgtttcggccgatacgtgg
cgcgcaaattgtggcgtttaacatgcttgccgtctcec
ggagacggcaagcatgttaaacgccacaatttgcgcg
ggcgtttatatcgcgcaatccgtggegtttttcatg
catgaaaaacgccacggattgcgcgatataaacgcc
cattgcgtcagctgcctccggecttggtgegecag
ctgcgcaccaaggccggaggcagctgacgcaatg
ccttggtgcgcagtcgatttccgecggacttcttgge

gccaagaagtccgcggaaatcgactgcgcaccaagg
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