Mechanismen und Regulation der
(Methyl-) Ammoniumaufnahme in

Corynebacterium glutamicum

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Universitat zu Koln

vorgelegt von

Jana Sheila Meier-Wagner

aus Berlin

Koln, September 2000



Berichterstatter:

Herr Prof. Dr. Reinhard Kramer
Frau PD Dr. Sabine Waffenschmidt

Tag der Disputation: 11. Dezember 2000



Fur meine Mutter



Mechanisms and regulation of (methyl-)Jammonium uptake in

Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum is a Gram-positive soil bacterium which belongs to the group of mycolic
acid-containing actinomycetes. Different mutant strains of C. glutamicum are used to pro-
duce amino acids on an industrial scale.

An important step in amino acid synthesis is the supply of nitrogen. Under conditions of
nitrogen limitation a high-affinity (methyl-)ammonium uptake system, Amt, is synthesized.
In the presence of excess nitrogen amt-transcription is repressed by the DNA-binding
protein AmtR. As shown by K,-determination Amt mediates the membrane potential-de-
pendent uptake of (methyl-)ammonium but not of ammonia / methylamine. A second up-
take system, AmtB, was determined to transport exclusively ammonium into the cell. The
corresponding gene, amtB, is expressed at low levels even under conditions of nitrogen
excess. Additionally, indications for the existence of a low-affinity ammonium-specific
permease were found.

Several approaches confirmed a putative interaction between Amt and the glutamine
synthetase | (GSI). In order to investigate putative interacting domains the topology of the
Amt system was determined to form 10 transmembrane helices with extracellular amino-
and carboxyterminal ends. Indications for the interaction between GSI with a fusion
between a maltose-binding protein and Amt were found which would be in agreement with

a putative regulation on the level of activity of Amt by GSI.



Mechanismen und Regulation der (Methyl-) Ammoniumaufnahme

in Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum ist ein Gram-positives Bodenbakterium aus der Gruppe der Mycolsaure-
haltigen Actinomyceten. Es erlangte durch die Entwicklung optimierter Stamme biotech-
nologische Bedeutung in der Aminosaureproduktion. Eine wichtige Bedingung fiir die Ami-
nosauresynthese ist die Stickstoffversorgung. Unter Stickstoffmangelbedingungen wird
ein  hochaffines (Methyl-) Ammoniumaufnahmesystem, Amt, synthetisiert. Bei
Stickstoffliberfluss wird hingegen die amt-Transkription durch das DNA-Bindeprotein
AmtR reprimiert. Durch die Bestimmung seiner kinetischen Parameter konnte gezeigt
werden, dass Amt (Methyl-) Ammonium transportiert und keinen Facilitator fir Ammoniak
/ Methylamin darstellt. Ein zweites Aufnahmesystem, AmtB, transportiert ausschliellich
Ammonium in die Zelle. Zusatzlich gibt es Hinweise auf die Existenz einer niedrigaffinen
Ammoniumpermease.

Verschiedene Hinweise deuten auf eine putative Wechselwirkung zwischen Amt und der
Glutaminsynthetase | (GSI) hin. Zur Analyse dieser Wechselwirkung wurde die Topologie
des Amt-Systems bestimmt. Amt besteht demnach aus 10 Transmembranhelices mit
extrazelluldaren Amino- und Carboxytermini. Durch Wechselwirkungsuntersuchungen
zwischen einer Fusion aus MBP-Amt mit der GSI konnte eine Interaktion gezeigt werden.

Diese deutet auf eine mdgliche Aktivitatsregulation von Amt durch die GSI hin.
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l. Einleitung

1. Corynebacterium glutamicum: Ein biotechnologisch bedeutendes Bakterium

Corynebacterium glutamicum ist ein Gram-positives, unbewegliches, Biotin-auxotrophes
Bakterium aus der Gruppe der mycolsaurehaltigen Actinomyceten und somit eng ver-
wandt mit den Genera Gordona, Rhodococcus, Nocardia und Mycobacterium (Pascual et
al., 1995). C. glutamicum wurde 1957 aus Bodenproben isoliert und erstmalig beschrie-
ben. Seine namensgebenden Merkmale sind zum einen seine stabchen- bis keulenfor-
mige (coryneforme) Gestalt und zum anderen seine Fahigkeit zur Glutamatproduktion. Bei
Biotinmangel kommt es vermutlich durch eine gestorte Fettsduresynthese zu bisher unge-
klarten Veranderungen in der Zytoplasmamembran und somit zur Exkretion intrazellular
angehauften Glutamats (Kinoshita et al., 1957). Wirtschaftliche Bedeutung erlangte
C. glutamicum schliel3lich durch die Entwicklung optimierter Stamme, die zur Produktion
von Aminosauren eingesetzt werden. So werden jahrlich etwa 1.000.000 t L-Glutamat,
das in Form von Mononatriumglutamat als Geschmacksverstarker in der
Lebensmittelindustrie Anwendung findet, und etwa 400.000t L-Lysin, das als
Futtermitteladditiv und in der pharmazeutischen Industrie eingesetzt wird, sowie weitere
Aminosauren (L-Alanin, L-Methionin, L-Isoleucin, L-Threonin, L-Tryptophan, L-Prolin) in
geringerem Malf3stab und Vitamine produziert (Leuchtenberger, 1996).

In C. glutamicum sind sowohl die Assimilation seiner bevorzugten Stickstoffquelle Ammo-
nium als auch die Regulation des Stickstoffmetabolismus trotz ihrer Bedeutung fur die
Biotechnologie noch nicht hinreichend geklart. Fir Gram-negative Enterobakterien wie
Escherichia coli, Salmonella typhimurium und Klebsiella pneumoniae dagegen ist die Re-
gulation der Stickstoffassimilation vergleichsweise gut verstanden und verdeutlicht exem-

plarisch die Komplexitat der Stickstoffregulation.

2. Stickstoffkontrolle als komplexes Regulationsmodell

2.1 Regulation des Stickstoffmetabolismus in Gram-negativen Bakterien:

Der Modellorganismus Escherichia coli

Bakterien sind in der Lage, eine Vielzahl von Stickstoffquellen zu nutzen. Diese reichen
von einfachen lonen wie Nitrat und Ammonium bis zu komplexen organischen Substan-
zen wie Aminosauren und Nukleosiden. In Abhangigkeit von den vorhandenen Stickstoff-

quellen werden unterschiedliche Enzyme und Transportsysteme synthetisiert bzw.
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aktiviert. Von den meisten Bakterien wird jedoch Ammonium mit Praferenz aufgenommen
und assimiliert (Merrick und Edwards, 1995; Magasanik, 1996).

E. coli kann wie die meisten Bakterien zwischen Stickstoffliberschuss- und Stickstoffman-
gelbedingungen ,unterscheiden“ und angepasst darauf ,reagieren®. Unter Stickstoffiiber-
schussbedingungen gelangt Ammoniak tber Diffusion in die Zelle und wird dort durch die
,hiedrigaffine® Glutamatdehydrogenase GDH (K,,-Wert circa 1 mM) unter Verbrauch von
NADPH / H* auf 2-Ketoglutarat tbertragen (Reaktion 1, Weg A, s. u.). Unter Stickstoff-
mangelbedingungen wird hingegen Ammonium Uber das Aufnahmesystem AmtB in die
Zelle transportiert und dort durch die Reaktion der ,hochaffinen“ Glutaminsynthetase GS
(Kp-Wert circa 200 uM) unter Verbrauch von ATP auf Glutamat Gbertragen (Reaktion 2,
Weg B). In einer Folgereaktion kann das so gebildete Glutamin durch die Reaktion der
Glutamin-2-Ketoglutarat-Aminotransferase GOGAT in Glutamat umgewandelt werden
(Reaktion 3, Weg B).

Weg A GDH
2-Ketoglutarat + NH; + NADPH / H' —> Glutamat + NADP" (1)
Weg B GS
Glutamat + NH; + ATP—= Glutamin + ADP + P; (2)
GOGAT
Glutamin + 2-Ketoglutarat + NADPH / H' ——> 2 Glutamat + NADP* (3)

Die Aufnahme von Ammonium und dessen Fixierung unter Stickstoffmangelbedingungen
ist auf diese Weise ungleich energieaufwendiger fir die Zelle als der Energieaufwand
durch die Reaktion der Glutamatdehydrogenase. Zusatzlich kann energieabhangig aufge-
nommenes Ammonium der Zelle in Form von Ammoniak durch Ruickdiffusion Uber die
Zellmembran wieder verloren gehen. Dieser Vorgang stellt einen futile cycle” dar, weil er
zu einen Abbau des Protonenpotenzials tGber der Membran fiihrt. Eine strikte Regulation
der Ammoniumaufnahme und -fixierung ist somit ein zentraler Anpassungsmechanismus
an das sich andernde Stickstoffangebot des Lebensraums und stellt einen Selektionsvor-
teil dar. Tatsachlich sind solche Regulationsmechanismen beobachtet worden: So besitzt
zum Beispiel Glutamin einen inhibitorischen Effekt auf die Aufnahme von Ammonium Uber
eine negative Regulation der Transporteraktivitat (Kleiner und Castorph, 1982; Jayakumar
et al., 1986). Die Regulation in Abhangigkeit von dem Metaboliten Glutamin erscheint be-
sonders sinnvoll, da die zellinterne Glutaminkonzentration ein direktes Mal fir die Stick-

stoffversorgung der Zelle ist (Merrick und Edwards, 1995).
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E. coli verfugt Uber eine strikte Regulation des Stickstoffmetabolismus und besitzt ein glo-
bales Stickstoffregulationssystem (Ntr von ,nitrogen regulatory system®) (Merrick und
Edwards, 1995; siehe Abbildung 1). Das zentrale Molekul der Stickstoffregulation in E. coli
ist das Signaltransduktionsprotein P,. Es ist ein nur zwdlf kDa grofRRes, trimeres Protein
(kodiert durch ginB), welches die Stickstoffregulation tUber die Modulation der Aktivitat und
der Expression vieler Komponenten des Stickstoffmetabolismus steuert. Die zellinternen
Konzentrationen von 2-Ketoglutarat, ATP und Glutamat wirken dabei als Effektoren von
Py (de Mel et al., 1994; Kamberov et al., 1995; Liu und Magasanik, 1995). Die ATP-Kon-
zentration spiegelt den Energiehaushalt der Zelle wieder, wahrend die
2-Ketoglutaratkonzentration die Versorgung mit Kohlenstoffquellen anzeigt. Der Glutamat-
bzw. Glutaminspiegel sind ein Maf fir den Zustand der Stickstoffversorgung. Unter Stick-
stoffmangelbedingungen kommt es zu einer Akkumulation von 2-Ketoglutarat in der Zelle,
welches an P, bindet. P, wird dadurch in einer Konformation stabilisiert, die eine Uridyly-
lierung an einem spezifischen Tyrosinrest (Tyr51) durch die Aktivitat des bifunktionellen
Enzyms Uridylyltransferase / Deuridylylierendes Enzym (UTase / UR, kodiert durch g/nD)
begunstigt. Im uridylylierten Zustand veranlasst P, das ebenfalls bifunktionelle Enzym
Adenylyltransferase / Deadenylylierendes Enzym (ATase, kodiert durch glnE), die Gluta-
minsynthetase zu aktivieren, indem die deadenylylierende Aktivitat der ATase die AMP-
Reste von einem spezifischen Tyrosinrest (Tyr394) jeder Untereinheit der Glutaminsyn-
thetase abspaltet. Die Aktivitat der Glutaminsynthetase steigt sukzessiv mit der Deade-
nylylierung ihrer zwdlf Untereinheiten an und sorgt schlieRlich fur die Fixierung des aufge-
nommenen Ammoniums. Steigt die Stickstoffkonzentration in der Zelle wieder an, so er-
hoht sich auch die Glutaminkonzentration. Glutamin sorgt dann durch seine Bindung an
die UTase / UR, dass das uridylyierte P-Protein von der deuridylylierenden Aktivitat der
UTase / UR deuridylyliert wird. Im Gegenzug veranlasst P, die adenylylierende Aktivitat
der ATase, die Glutaminsynthetase zu adenylylieren und somit zu inaktivieren. Neben
dieser Regulation der Glutaminsynthetase durch posttranslationale Modifikation wird sie
aulerdem durch Glutamin ,feedback® inhibiert.

P, ist aulder auf Aktivitatsebene auch auf Expressionsebene wirksam. Es werden bei an-
haltendem Stickstoffmangel eine Reihe von Abbauwegen komplexer Stickstoff-haltiger
Verbindungen wie z.B. Histidin und Arginin aktiviert. Aufierdem wird die Synthese des
Ammoniumaufnahmesystems AmtB induziert (Atkinson und Ninfa, 1998) und die Expres-
sion des g/lnA-Gens, welches flir die Glutaminsynthetase kodiert, erhéht. Das g/hA-Gen
kann neben einer konstant niedrigen Expression (iber einen o’’-abhangigen Promotor
auch Uber einen c*-abhangigen, Stickstoff-regulierten Promotor abgelesen werden
(Merrick, 1993). Hier spielt das Zwei-Komponenten-System NtrB / C eine zentrale Rolle.
Das ntrB-Gen kodiert fur die Histidin-Proteinkinase NtrB und das ntrC-Gen fir den DNA-
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bindenden ,response regulator NtrC. Unter Stickstoffmangelbedingungen ist NtrB in der
Lage, nach Autophosphorylierung einen Phosphatrest auf NtrC zu ubertragen. NtrC ist nur
im phosphorylierten Zustand aktiv und aktiviert dann seinerseits die Transkription ver-
schiedener 054-abhéngiger, unter Stickstoffkontrolle stehender Gene, wie z. B. die des
gInA-Gens.

Bei Stickstoffliberschuss interagiert NtrB mit dem nicht-uridylylierten P,-Protein. Diese
Wechselwirkung hemmt die Autophosphorylierungsaktivitdt von NtrB und aktiviert seine
Phosphataseaktivitat bezlglich NtrC (Kamberov et al., 1995). Dadurch kommt es zu einer
Inaktivierung des ,response regulators NtrC und somit zu einer Verminderung der Trans-
kription. Der Mechanismus der Regulation der Glutaminsynthetase Uber die Aktivitat der
ATase, Py, UTase / UR und NtrB / C wurde vor kurzem im rekonstituierten System unter-
sucht. Dabei wurden die Kinetiken aufgeklart und die als Effektoren wirkenden Metabolite
identifiziert (Jiang et al., 1998a; b; c).

NtrC-P NtrB + Pu NtrC
re- > N viel NH,*

GS » GS-AMP A
ATase

T

3 UMP Py

UR / UTase
(g/nD)

Py(UMP), 3PP;

v

v
ATase wenig NH,*
GS « GS-AMP

NtrC-P <« NtrC
NtrB

Abb. 1: Modell der Stickstoffregulation in E. coli

Die UR / UTase (Produkt von ginD) katalysiert die De- / Uridylylierung des P,-Proteins (Produkt von
g/nB). Die ATase (Produkt von gInE) katalysiert die De- / Adenylylierung der Glutaminsynthetase
(GS). Die Histidinkinase NtrB de- / phosphoryliert das NtrC-Protein (nach Edwards und Merrick,
1995).
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2.2 Regulation des Stickstoffmetabolismus in Gram-positiven Bakterien:

Der Sporenbildner Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist ein Gram-positiver Bodenorganismus und besitzt im Vergleich zu dem
Gram-negativen Enterobakterium E. coli ein vollig anderes Konzept der Stickstoffregula-
tion (Uberblick siehe Fisher, 1999). B. subtilis besitzt die Moglichkeit, Nahrstoffmangel im
allgemeinen durch Sporulation zu Uberstehen. Diese Anpassung beeinflusst auch die Re-
aktionen in bezug auf Stressbedingungen wie Stickstofflimitation. In B. subtilis wurde noch
kein Hinweis auf das Vorhandensein eines globalen Stickstoffregulationssystems ahnlich
des NtrB / C Zwei-Komponenten-Systems aus E. coli gefunden. Aullerdem steht
B. subtilis zur Fixierung von Ammonium nur der GS / GOGAT-Weg zur Verfugung. Die
Glutaminsynthetase wird nicht Uber kovalente Modifikation, sondern nur Gber ,feedback®-
Inhibierung durch Glutamin, der bevorzugten Stickstoffquelle in B. subtilis, in ihrer Aktivitat
reguliert. Das Gen fir die Glutaminsynthetase (g/nA) befindet sich in einem bicistroni-
schen Operon mit dem negativen Transkriptionsregulator (g/nR). Bei einsetzendem Stick-
stoffmangel gibt GInR die Synthese der Glutaminsynthetase frei und Ammonium kann
fixiert werden. Auch das P,-Protein (Produkt von nrgB) aus B. subtilis unterscheidet sich
von dem aus E. coli. Es besitzt kein Uridylylierungsmotiv und Versuche mit nrgB-
Deletionsmutanten zeigten, dass P, keinen lUbergeordneten Regulator darstellt (Fisher,
1999).

Drei globale Regulatoren sind flr die Steuerung der Expression von Genen zustandig, die
im Stickstoffmetabolismus von B. subtilis eine Rolle spielen. Die homologen Regulatoren
GInR und TnrA binden unter gegensatzlichen Stickstoffversorgungszustéanden an die glei-
chen DNA-Sequenzen. Der Regulator TnrA ist nur unter Stickstoffmangelbedingungen
aktiv und wirkt als Transkriptionsaktivator auf die Expression von Genen, deren Produkte
Stickstoffquellen abbauen bzw. aufnehmen (z. B. ureABC, kodiert flr eine Urease; nrgAB,
kodiert fur eine putative Ammoniumpermease und ein Py-Protein). AulRerdem wirkt TnrA
reprimierend auf die Expression des g/inRA- und gltAB-Operons (kodiert fur die GOGAT).
Der Regulator GInR reprimiert die Expression von z. B. ginRA, ureABC unter Stick-
stoffliberschussbedingungen. TnrA und GInR sind in der Lage, ihre eigene Synthese und
die des jeweils anderen Regulators zu steuern. Das Signal, welches die Regulation be-
dingt, ist allerdings noch nicht bekannt. Es wird vermutet, dass die Glutaminsynthetase in
die Signaltransduktion involviert ist, indem sie entweder die Synthese von Metaboliten
katalysiert, die die Aktivitdt von TnrA und GInR direkt regulieren oder selber als Stick-

stoffsensor wirkt oder aber mit TnrA und GInR interagiert (Fisher, 1999).
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Der dritte Regulator CodY reprimiert bei schnellem Wachstum der Zellen in aminosaure-
reichem Medium die Expression verschiedener Gene, die im Stickstoffstoffwechsel, der

nattrlichen Kompetenz und im Acetatstoffwechsel von Bedeutung sind (Fisher, 1999).

mRNA
-
ginR - glnA L
*N_ GinR GS
Stickstoff-
signal
- Ni gabP
@ nasA
TnrA ——» nasBCDEF
nrgAB
ureABC

Abb. 2: Modell der Stickstoffkontrolle in B. subtilis

Der Regulator TnrA ist unter Stickstoffmangelbedingungen (- N) aktiv und wirkt als Aktivator auf die
Transkription folgender Gene: gabP (y-Aminobutyratpermease), nasA, nasBCDEF (Gene fir die
Nitratassimilation), nrgAB (putatives Ammoniumaufnahmesystem und P,-Protein), ureABC
(Urease) und als Repressor auf die Transkription des ginRA-Operons. Der Regulator GInR ist unter
Stickstoffiiberschussbedingungen (+ N) aktiv und reprimiert ebenfalls die Transkription des ginRA-
Operons. GS: Glutaminsynthetase; + Aktivierung der Genexpression; - Repression der Genex-
pression. Der Mechanismus, durch den Stickstoffliberfluss bzw. Stickstoffmangel registriert und
weitergeleitet werden, ist nicht bekannt. Es wird aber vermutet, dass die Glutaminsynthetase in die
Signaltransduktion involviert ist (nach Wray et al., 1996).
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2.3 Regulation des Stickstoffmetabolismus in Gram-positiven Bakterien:

Der Aminosaureproduzent Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum ist im Gegensatz zu dem Gram-negativen Enterobakterium E. coli weder in
der Lage widrigen Umweltbedingungen durch Chemotaxis zu entgehen, noch kann es
sich durch Sporulation entziehen, wie das Gram-positive Bakterium B. subtilis. Aulderdem
ist es C. glutamicum im Gegensatz zu z. B. Rhizobien oder Cyanobakterien nicht mdglich,
molekularen Stickstoff zu fixieren. C. glutamicum musste daher ein System der Stickstoff-
kontrolle ,entwickeln“, das angepasst an seine spezifischen Eigenschaften und Umwelt-
bedingungen ist und fir eine bestmogliche Anpassung sorgt. So ist C. glutamicum in der
Lage, andere im Boden vorkommende Stickstoffquellen aufzunehmen, die durch den Ab-
bau von tierischen und pflanzlichen Materialien entstehen, und in den Stickstoffmetabo-
lismus einzuleiten. Je nach Stickstoffangebot kann C. glutamicum variabel darauf reagie-
ren: Bei hohen Konzentrationen im Medium gelangt Ammoniak Uber Diffusion in die Zelle
und wird von der niedrigaffinen Glutamatdehydrogenase assimiliert (Kimura, 1962;
Oshima et al., 1964). Das flur die Glutamatdehydrogenase kodierende Gen, gdh, wurde
isoliert und sequenziert. Die Glutamatdehydrogenase wurde charakterisiert. Soweit be-
kannt findet keine Regulation auf Transkriptions- oder Translationsebene statt (Bérmann
et al., 1992; Tesch et al., 1998). Erst unter Stickstoffmangel wird ein Ammoniumaufnah-
mesystem, Amt, synthetisiert. Das flr das Amt-System kodierende Gen, amt, wurde iso-
liert und sequenziert (Siewe et al., 1996). Das Amt-System unterliegt einer Regulation auf
Transkriptions- und Aktivitatsebene: So konnte in einem molekularbiologischen Suchver-
fahren das Gen flr einen Repressor der amt-Transkription, amtR, isoliert und sequenziert
werden (Jakoby et al., 2000).

Auf Aktivitatsebene werden andere bekannte Ammoniumtransporter generell durch
Glutamin und seine Analoga inhibiert (Kleiner und Castorph, 1982; Jayakumar et al.,
1986). Glutamin spiegelt dabei den Stickstoffstatus der Zelle wieder und verhindert durch
die Aktivitdtsreduktion der Ammoniumtransporter einen Energieverlust der Zelle durch
unnotig transportiertes Ammonium. Diese Regulation trifft fur C. glutamicum allerdings
nicht zu. Jakoby (1998) konnte zeigen, dass unter Stickstoffmangel aufgenommenes
Glutamin sofort von der Glutamin-2-Ketoglutarat-Aminotransferase (GOGAT) in Glutamat
uberfihrt wird und es zu keiner zellinternen Glutaminakkumulation kommt. Er postulierte
daher eine Regulation der Aktivitdt des Amt-Systems durch Protein-Protein Wechselwir-
kungen (siehe Einleitung, Abschnitt 3). Bei niedrigen Ammoniumkonzentrationen reicht
die Affinitat der Glutamatdehydrogenase flr eine Ammoniumfixierung nicht mehr aus.
Unter diesen Bedingungen wird Ammonium Uber den Glutaminsynthetase / Glutamin-2-

Ketoglutarat-Aminotransferase-Weg (GS / GOGAT-Weg) assimiliert. Ein Glutaminsyn-
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thetase I-kodierendes Gen, glnA, wurde isoliert und sequenziert (Jakoby et al., 1997). Die
Glutaminsynthetase | aus C. glutamicum verfigt ebenso wie das entsprechende Enzym
aus E. coli uber ein Adenylylierungsmotiv (Tyr405), an dem eine Adenylylierung durch
eine ATase und eine damit verbundene Inaktivierung unter Stickstoffliberflussbedingun-
gen ebenfalls gezeigt werden konnte (Jakoby et al., 1999). Auch das GOGAT-System
wurde bereits biochemisch charakterisiert (Tochikura et al., 1984).

Neben der bevorzugten Stickstoffquelle Ammonium nimmt C. glutamicum auch andere
Stickstoffquellen Uber spezifische Transportsysteme auf, von denen einige Transporter
bereits gut charakterisiert sind. So wurden bisher zwei spezifische Aufnahmesysteme fiir
Glutamat identifiziert. Das Substrat Glutamat kann in C. glutamicum sowohl als Kohlen-
stoff- als auch als Stickstoffquelle genutzt werden. Das gluABCD-Operon kodiert flir einen
ABC-Transporter, dessen Hauptaufgabe die Aufnahme von Glutamat als Kohlenstoff-
quelle ist. Entsprechend unterliegt dieses Aufnahmesystem der Kohlenstoffkatabolitenre-
pression (Kramer und Lambert, 1990; Kramer et al., 1990; Kronemeyer et al., 1995). Zu-
satzlich wird Glutamat durch einen bisher nur biochemisch charakterisierten sekundaren
Transporter in die Zelle aufgenommen. Die Regulation dieser Permease ist noch unklar
(Burkovski et al., 1996). Die Stickstoffquelle Glutamin wird ebenfalls durch einen sekunda-
ren Transporter im Symport mit Natriumionen aufgenommen. Dieses Transportsystem
wird konstitutiv synthetisiert und ist nicht auf Aktivitatsebene reguliert (Siewe et al., 1995).
Die Aufnahme von Glutamin unterliegt damit nicht der Stickstoffkontrolle. Die Aufnahme
von Harnstoff wird dagegen wie die Ammoniumaufnahme Uber die Verflgbarkeit von
Stickstoff kontrolliert. Unter Stickstoffiberschuss gelangt Harnstoff Uber Diffusion in die
Zelle. Erst unter Stickstoffmangelbedingungen wird ein sekundares Aufnahmesystem fur
Harnstoff synthetisiert (Siewe et al., 1998). Neben diesen Systemen konnte kirzlich ein
amt-Paralog, amtB, isoliert und sequenziert werden, dessen Produkt aber noch keine
endgultige Funktion zugewiesen werden konnte (Jakoby et al., 2000).

Aulerdem konnte ginK, ein fur ein P,-Protein kodierendes Gen, isoliert und sequenziert
werden. Das P,-Protein verfligt Gber ein Uridylylierungsmotiv und die Uridylylierung durch
eine UTase / UR wurde biochemisch gezeigt. Das Gen fir die UTase / UR, glnD, konnte
ebenfalls isoliert und sequenziert werden (Jakoby et al., 2000). Aus diesen Beobachtun-
gen wurde ein Modell (Abbildung 3) erstellt, das dem Modell der Stickstoffkontrolle in
E. coli in bezug auf das Grundschema der Aktivitdtsregulation zwar ahnelt, sich jedoch

bezlglich der Expressionsregulation stark unterscheidet (modifiziert nach Jakoby, 1998).
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Glutamat Glutamin
(goear) .
Glutamat 2-Ketoglutarat

----- P Expressionsregulation

————— @ Aktivitatsregulation

Ammoniumaufnahme

Ammoniumassimilation

[ ]
[]
|:| Aktivitatsreaulation
[ ]

Expressionsregulation

Abb. 3: Modell der Stickstoffregulation in C. glutamicum

Ammoniak kann durch Diffusion bzw. Ammonium durch energieabhangige Aufnahme durch das
hochaffine Aufnahmesystem Amt in die Zelle gelangen. Dort wird es von der GS / GOGAT assimi-
liert. Die Aktivitat der GS wird durch die ATase reguliert, welche wiederum durch das P,-Protein je
nach seinem Uridylylierungsgrad de- / aktiviert wird. GInD de- / uridylyliert P;,. Der Repressor AmtR

reguliert die amt-Transkription.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Die meisten Mikroorganismen nehmen mit Praferenz Ammonium als Stickstoffquelle auf.
So wurden in verschiedenen Bakterien energieabhangige Transportsysteme flir Ammo-
nium beschrieben (Kleiner, 1993). Fur die Aufnahme von Ammonium Uber spezifische
Transportsysteme in die Zelle existieren zwei verschiedene Modelle: So wurde von
Soupene et al. (1998) fiur das AmtB-System aus E. coli und die MEP-Proteine aus
Saccharomyces cerevisiae vorgeschlagen, dass diese Proteine nur den Konzentrations-
ausgleich von Ammoniak tber die Membran erleichtern, also als Facilitatoren wirken, und
die Glutaminsynthetase dabei eine Zugwirkung durch sofortige Assimilation des Ammo-
niak austbt. Fur C. glutamicum steht diese Theorie jedoch im Widerspruch zu den Beob-
achtungen von Siewe et al. (1996), die besagen, dass der (Methyl-)Ammoniumtransport
einer strikten Energieabhangigkeit unterliegt und vom Membranpotenzial abhangig ist, es
sich also um aktiven Transport eines lons handeln muss. Daher sollten detaillierte Unter-
suchungen Uber den Mechanismus des Transportes durch das Amt-System im allgemei-
nen und die transportierten Spezies im besonderen durchgefihrt werden, um das Konzept
der energieabhangigen Ammoniumaufnahme zu prifen. Des weiteren war die Aufklarung
der Funktion des putativen Ammoniumaufnahmesystems AmtB und ein Vergleich mit dem
Aufnahmesystem Amt von Interesse. Fir ein besseres Verstandnis der Ammoniumassi-
milation sollte geklart werden, warum C. glutamicum Uber zwei homologe Aufnahmesys-
teme verfugt. Die Expression der beiden Systeme unter unterschiedlichen Bedingungen,
oder die Nutzung eines abweichenden Substratspektrums, wirde die Koexistenz der

Transporter Amt und AmtB unter phylogenetischen Gesichtspunkten erklaren.

Die Aufnahme von Ammonium durch ein spezifisches Transportsystem beinhaltet einen
potenziellen Energieverlust durch einen ,futile cycle® (Kleiner, 1985), also den Abbau des
Membranpotenzials durch den zyklischen Prozess der energieverbrauchenden Aufnahme
von Ammonium, welches im Gleichgewicht mit Ammoniak steht, gefolgt von einem Verlust
von Ammoniak durch Diffusion aus der Zelle. Durch einen derartigen ,futile cycle* kommt
es zu einem Abbau des Protonenpotenzials Uber der Membran. Die Repression der
Transportersynthese, bei C. glutamicum durch AmtR unter Stickstoffliberschuss, sowie
ein funktionell wie auch raumlich koordiniertes, enges Zusammenwirken des Ammonium-
transporters mit der Glutaminsynthetase durch eine Protein-Protein Wechselwirkung bei
Stickstoffmangel wirden fur eine sofortige Assimilation von aufgenommenem Ammonium
sorgen und einem ,futile cycle” entgegenwirken. Zusatzlich gibt es bereits experimentelle
Hinweise auf eine Interaktion zwischen der Glutaminsynthetase und dem Ammonium-

transporter: So flihrt eine Deletion des g/inA-Gens nicht nur zum Verlust der Glutamin-
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synthetase-Aktivitat, sondern auch zum Verlust der Ammoniumaufnahme. Ein Effekt auf
Expressionsebene scheidet als Erklarung hierflr aus, da die Expression von Fusionen
zwischen der Promoterregion des amt-Gens mit dem lacZ-Gen aus E. coli eindeutig eine
amt-Expression belegen (Jakoby, 1998). In diesem Zusammenhang war es wichtig, Be-
weise fur eine Interaktion des Amt-Systems mit der Glutaminsynthetase zu finden, die
eine Aktivitatsregulation von Amt durch die Glutaminsynthetase implizieren. Dies ware
das erste bakterielle Modell, in dem eine direkte Protein-Protein Interaktion die Aktivitat
des Ammoniumtransporters, neben der ebenfalls neuartigen Transkriptionsrepression
durch AmtR, reguliert. Als Methoden zum Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkun-
gen sollten als molekularbiologische Technik ein ,Two-Hybrid“-System in Hefe und als
biochemische Techniken chromatographische und immunologische Methoden eingesetzt

werden.
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Il. Material und Methoden

1. Chemikalien und Materialien

Ammonium-Elektrode Orion Research, Beverly, MA, USA
Antikérper Sigma, Deisenhofen;
Pineda Antikorper-Service, Berlin
Cellulosediinnschichtplatten POLYGRAM CEL 300 PEl, CelluloseMN-
300polyethylenium impragniert, Macherey-Nagel, Diren
Glasfaserfilter Typ F, Millipore, Eschborn
Porengréfte 0,45 um
['“C]-Methylaminhydrochlorid ~ Amersham International, Buckinghamshire, UK
(58 mCi / mMol;
2,15 GBq / mMol)
Restriktionsenzyme Roche Diagnostics, Mannheim;

New England Biolabs, Schwalbach

Alle im Text erwahnten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht naher bezeich-
net, von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), BioRad (Minchen), Fluka
(Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Millipore (Eschborn), Roth (Karlsruhe), Schleicher &
Schuell (Dassel), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und Qiagen (Hilden) bezogen.

Komplexmedien stammten von Difco Laboratories (Detroit, USA).
2. Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien- und Hefestdmme sind in Tabelle 1 und die
verwendeten Plasmide in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Bezeichnung der Gene fir E. coli K-12
folgt der Nomenklatur nach Bachmann (Bachmann, 1990). Tabelle 3 zeigt die verwende-

ten Oligonukleotide.
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Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Mikroorganismen

Stamm Beschreibung Referenz

Escherichia coli

BL21 F" ompT gal [dcm] [lon] hsdSg (rs” mg) Studier
et al., 1990
CP79phoA CP79 [thr1 leuB6 his65 relA2 argH46 thi1 G. Sprenger,
ara13 gal3 malA1 \* xyl7 mtl2 tonA2 supE44] FZ Jilich
mit AphoA
DHS5amcer endA1 supE44 thi-1 X recA1 gyrA96 relA1 Grant et al., 1990

deoR A(alcZYA-argF) U169  ®80AlacZ
AM15mcrA A(mmr hsdRMS mcrBC)

JM109 F* traD36 lacl’ A(lacZ)M15 proA*B’/ Yanisch-Perron
e14 (McrA) A(lac-proAB) thi gyrA96 (NxF) etal., 1985
endA1 hsdR17 (rimy) relA1 supE44 recA1

S17-1 thi-1 F endA1 hsdR17 supE44 X" pro Simon
et al., 1983
Corynebacterium glutamicum
ATCC 13032 Typstamm Abe et al., 1967
EB1 ATCC 13032 Agdh Bormann
etal., 1992
JMW1 ATCC 13032 AamtAginA diese Arbeit
LN-1.1 ATCC 13032 AamtB Meier-Wagner
et al., 2000a
LN-1.2 ATCC 13032 AamtAamtB Meier-Wagner
et al., 2000a
MJ2-38 ATCC 13032 Aamt Meier-Wagner
et al., 2000a
MJ4-26 ATCC 13032 AgInA Jakoby
et al., 1997

Saccharomyces cerevisiae
cdc25-2 o ura3 lys2 leu2 trp1 hisA200 ade2-101 Aronheim
cdc25-2 et al., 1997
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Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz
pADNS Klonierungsvektor fur die 3‘-terminale Aronheim
Endklonierung der ,Beute” im , Two-Hybrid“- et al., 1997
System; LEU2, ADH1 Promotor und
Terminator; Ap®; 8,4 kb
pADNSamitR pADNS-Derivat mit 4 kb gro3em sos-amtR- diese Arbeit
Hindlll-Notl-Fragment aus pYes2 5'SosamiR,;
12,4 kb
pADNSg/nA pADNS-Derivat mit 4,5 kb gro3em sos-g/inA-  diese Arbeit
Hindlll-Notl-Fragment aus pYes2 5'SosginA;
13,2 kb
pADNS5‘SosF pADNS-Derivat; Fusion von Sos an ein Aronheim
Farnesylierungssignal; 5-Sos wird et al., 1997
membrangebunden synthetisiert;
Positivkontrolle im , Two-Hybrid“-System
pADNS5‘SosJZ pADNS-Derivat; Fusion der c-Jun ,Leucine- Aronheim
Zipper“ Dimerisierungsdomane an den C- et al., 1997
Terminus von Sos
pADNSsp110-5'Sos  Klonierungsvektor flr die 5-terminale Aronheim
Klonierung der ,Beute® im , Two-Hybrid“- et al., 1997
System; LEU2, ADH1 Promotor und
Terminator; Ap®; 11,8 kb
pADNSp110- pADNSsp110-5‘Sos-Derivat mit 0,7 kb diese Arbeit
5'SosamtR groflem amtR-Hindlll-Xmal-Fragment 5
terminal zu sos, aus pUCamtR-TH; 12,5 kb
pADNSp110- pADNSsp110-5‘Sos-Derivat mit 1,5 kb diese Arbeit
5'SosginA groflem glnA-Hindlll-Xmal-Fragment 5°-
terminal zu sos; 13,3 kb
pJC1 E. coli - C. glutamicum Pendelvektor; Km"; Cremer
0riVe ., Ofic 4. et al.,1990
pJCglnA pJC1 mit 2,3 kb groRem ginA-Nhel-Fragment Jakoby
aus pUCginA et al., 1997
pJCY405F pJC1 mit 2,3 kb grolem pUCginA Jakoby
(Tyr405Phe)-Nhel-Fragment aus et al., 1999

pUCgInAT>P
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Plasmid Eigenschaften Referenz

pJL28 Proteinfusionsvektor; pMLB1034-Derivat mit G. Unden, Mainz
Klonierungsstelle aus pNM480; lacZlacY,
Ap®; 6,3 kb

pJL30 Proteinfusionsvektor; pMLB1034-Derivat mit  G. Unden, Mainz

pJL28amt-HB

pJL28amt-HS

pJL30amt-HM

pK18

pKamt

pK18amt-TH

pKmsBAdppc

pMAL-c2

pMamt

pMamtR

pMginA

pPA4

pPA4amt-HA

Klonierungsstelle aus pNM482; lacZlacY,
Ap®: 6,3 kb

pJL28-Derivat mit 0,35 kb groRem Hindll-Bglll-
amt-Fragment aus pUCdppc

pJL28-Derivat mit 0,5 kb grofiem Hindll-Sacl-
amt-Fragment aus pUCdppc

pJL30-Derivat mit 1,45 kb groRem Hindll-
MIuNI-amt-Fragment aus pUCdppc

E. coli-Klonierungsvektor; lacZa, pUC ori;
Km®; 2,7 kb

pK18-Derivat mit 1,5 kb-Scal-Xbal-amt-
Fragment; amplifiziert durch PCR von
pUCdppc; zur Klonierung von amt in pMAL-c2
pK18-Derivat mit 1,5 kb-Hindlll-BamHI-amt-
Fragment; amplifiziert durch PCR von
pUCdppc; zur Klonierung von amt in pYes2
pK18-Derivat zur Deletion des amt-Gens in
C. glutamicum; mob, sacB
Expressionsvektor flir malE-Genfusionen
ohne malE-Signalsequenz; ApR; Ptac lacZ¢;
6,6 kb

pMAL-c2-Derivat mit Scal-Xbal-amt-Fragment
aus pKamt

pMAL-c2-Derivat mit Scal-Xbal-amtR-
Fragment aus pUCamtR

pMAL-c2-Derivat mit Scal-Xbal-gInA-
Fragment aus pUC19g/nA
Proteinfusionsvektor; lacZ* phoA ‘lacZ, ApR;
4,1 kb

pPA4-Derivat mit 1,5 kb grolem Hindll-Avill-
amt-Fragment aus pUCdppc

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Pridmore, 1987

diese Arbeit

diese Arbeit

Jakoby, 1998

Guan et al., 1987

diese Arbeit

Jakoby
et al., 2000
diese Arbeit

J. Meens, R.
Freudl|, FZ Jilich
diese Arbeit
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Plasmid Eigenschaften Referenz
pPA4amt-HB pPA4-Derivat mit 0,35 kb gro3em Hindll-Bglll- diese Arbeit
amt-Fragment aus pUCdppc
pPAd4amt-HM pPA4-Derivat mit 1,45 kb gro3em Hindll- diese Arbeit
MIuNI-amt-Fragment aus pUCdppc
pPA4amt-HS pPA4-Derivat mit 0,5 kb grolem Hindll-Sacl- diese Arbeit
amt-Fragment aus pUCdppc
pUC11-1.8 pUC19-Derivat mit 1,8 kb groRem amtR’-citE- Jakoby
BamHI-Fragment et al., 2000
puUC18 Klonierungsvektor; ApR; lacZo; 2,7 kb Viera und
Messing, 1982
pUC19 Klonierungsvektor; ApR; lacZo; 2,7 kb Viera und
Messing, 1982
pUC18amtB-TH pUC18-Derivat mit 1,5 kb groRem BamHI- diese Arbeit
EcoRI-amtB-Fragment; amplifiziert durch PCR
von genomischer ATCC 13032-DNA; zur
Klonierung von amtB in pYes2
pUCamitR pUC18-Derivat mit 0,7 kb groRem Scal-Xbal- Jakoby
amtR-Fragment; amplifiziert durch PCR von et al., 2000
pUC11-1.8; zur Klonierung von amtR in
pMAL-c2
pUCamtR-TH pUC18-Derivat mit 0,7 kb grolRem Hindlll / diese Arbeit
Bglll-BamHI| | Xmal-amtR-Fragment;
amplifiziert durch PCR von genomischer
ATCC 13032-DNA, zur Klonierung von amtR
in pADNS bzw. pYes2 5'Sos
pUCdppc pUC18-Derivat mit 3 kb grolem BamHI- Siewe
Fragment mit 'ppc secG amt ocd' et al., 1996
pUCgInA pUC18-Derivat mit 3,4 kb groRem Hindlll-Sall- Jakoby, 1998
gInA-Fragment
pUC19gIinA pUC19-Derivat mit 1,5 kb groBem Scal-Xbal- diese Arbeit

glnA-Fragment; amplifiziert durch PCR von
pUCgInA; zur Klonierung von ginA in pMAL-c2
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Plasmid Eigenschaften Referenz

pUCg/nA-C-TH pUC18-Derivat mit 1,5 kb groRem Bglll-Notl-  diese Arbeit
gInA-Fragment; amplifiziert durch PCR von
pUCgInA; zur Klonierung von ginA in pYes2
5‘Sos

pUCg/nA-N-TH pUC18-Derivat mit 1,5 kb groRem Hindlll- diese Arbeit
Xmal-glnA-Fragment; amplifiziert durch PCR
von pUCgInA, zur Klonierung von g/nA in
pADNSsp110-5‘Sos

pYeMJDP2 pYes2-Derivat; Fusion von JDP2 mit einem Aronheim
Myristoylierungssignal; Positivkontrolle flr et al., 1997
eine Interaktion mit 5°'SosJun (auf
pADNS5'SosJZ)

pYes2 Klonierungsvektor fir ,Bibliothek® im , Two- Aronheim
Hybrid“-System; URA3, GAL1 Promotor, et al., 1997
CYC1 Terminator, Myristoylierungssignal;
Ap~; 5,9 kb

pYesamt pYes2-Derivat mit 1,5 kb groRem Hindlll- diese Arbeit
BamHI-amt-Fragment aus pK18amt-TH

pYesamtB pYes2-Derivat mit 1,5 kb groRem BamH]I- diese Arbeit
EcoRIl-amtB-Fragment aus pUC18amtB-TH

pYes#M7 pYes2-Derivat; tragt eine Fusion eines mit Sos Aronheim
interagierenden Proteins mit einem Myristoy- et al., 1997
lierungssignal; Kontrolle fiir Sos-Funktionalitat

pYes2 5'Sos pYes2-Derivat mit einem 3,2 kb gro3em Aronheim
Hindlll-Notl-sos-Fragment; et al., 1997
Subklonierungsvektor zur Erzeugung von sos-
GenX-Genfusionen; 9 kb

pYes2 5'SosamtR pYes2 5'Sos-Derivat mit 0,7 kb grolRem Bglll- diese Arbeit
BamH| -amtR-Fragment aus pUCamtR-TH,;
zur Klonierung in pADNS

pYes2 5'SosginA pYes2 5'Sos-Derivat mit 1,5 kb groliem Bglll- diese Arbeit

gInA-Fragment aus pUCgInA-C-TH; zur
Klonierung in pADNS
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Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete synthetische Oligonukleotide

Oligonukleotid

Sequenz (5° - 3)

Eigenschaften?

amtbamhlL

amtPEcoR

AmtRBX

amixbal

BamHIAmMtP

glnalbglll

glnANotl

ginAxmal

HBamtR

Hindlllamt

malE

scaamiL

scalamtRL

scag/nA

TTG GGATCCTICATTT TGA GGC

CTT TCG AGT ATC AGC

CCG GAATTCTTAACG AAT TTC

CGG ACC CGT

GAG GAT CCI_CAC CCG GGT

TTC GCG TCA GCC TGC

GGG TCT AGA TCA TTT TGA

GGC CTT TCG AGT ATC AGC

CGC GGA TCC AAA ATG AAA

AAG CTT GAC AAAACT TCAACG

GAT CCC AAG CTT ACC ATG

GAG ATC TCG TTT GAA ACC

CCGGAAG

ATA AGA ATG CGG CCG CTIT
AGC AGT CGA AGT ACAATT C
GAG GAT CCT CAC CCG GGG

CAG TCG AAG TAC AAT TC

GAT CCC AAG CTT ACC
GAG ATC TCA GGA GCA

GGA CGC CCC CGG

GGG AAG CTT AAA ATG
CCC TCA GAT CTA GCC

ATTC

GGT CGT CAG ACT GTC

GAA GCC

GGC CGA GTA CTG ACC
CAG ATC TAG CCT GGATTC
AAA AGT ACT GCA GGA GCA

GTG GGA CGC CCC

CCG

ATG
GTG

GAC
TGG

GAT

CCT

AAAAGTACT GCG TTT GAA ACC

BamH]I-Schnittstelle,
Stopcodon, 70 °C
amtB-Oligonukleotid,
EcoRI-Schnittstelle,
Stopcodon, 52 °C

BamHI / Xmal-Schnittstelle,
Stopcodon, 42 °C
Xbal-Schnittstelle,
Stopcodon, 70 °C
amtB-Oligonukleotid,
BamH]I-Schnittstelle,
Startcodon, 52 °C
Hindlll-Schnittstelle, dann
mit Startcodon; oder Bglll-
Schnittstelle, dann ohne
Startcodon, 52 °C
Notl-Schnittstelle,
Stopcodon, 64 °C
Xmal-Schnittstelle, kein
Stopcodon, 52 °C
HindllI-Bglll-Schnittstelle,
Startcodon, 42 °C

HindllI-Schnittstelle,
Startcodon, 70 °C

Sequenzierung 3‘ von
malE, 66 °C
Scal-Schnittstelle, kein
Startcodon, 70 °C
Scal-Schnittstelle, kein
Startcodon, 66 °C
Scal-Schnittstelle, kein
Startcodon, 48 °C
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Oligonukleotid Sequenz (5° — 3Y) Eigenschaften®
seqginA CTC CGG CTT CTA CGA AGT AG Sequenzierung von g/inA im
Bereich 502-521 bp, 60 °C
xbalamtRL TCC TCTAGATTA TTT CGC GTC Xbal-Schnittstelle,
AGCCTGCTT G Stopcodon, 66 °C
xbaginA TCT AGA TTA GCA GTC GAA GTA Xbal-Schnittstelle,
CAATTC Stopcodon, 48 °C
7/20 GTC GACCTG TTG TCT CCC CA 365 bp vor amt-Startcodon,

61 °C, (Lars Nolden)

& Unterstrichene Sequenzabschnitte bezeichnen die Stop- bzw. Startcodons in den Oligonukleotiden, kursive
Sequenzabschnitte markieren die jeweiligen Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen. Die aufgeflihrten
Temperaturen entsprechen den Hybridisierungstemperaturen der Oligonukleotide mit den Matrizen.

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Alle
PCR-Reaktionen wurden nach folgendem Standardprotokoll durchgefiihrt: 3 min Denatu-
rierung bei 94 °C, 30 Zyklen mit je (0,5 min bei 94 °C, 0,5 min bei Hybridisierungstempe-
ratur, 2 min bei 72 °C) 3 min bei 72 °C, Abklhlung und Aufbewahrung bei 4 °C.

3. Medien, Zusatze und Wachstumsbedingungen

3.1 Medien

Komplexmedien (LB: Luria-Bertani Broth) flr E. coli und C. glutamicum wurden wie bei
Sambrook et al. (1989) beschrieben hergestellt. Festmedien wurden zusatzlich mit 1,5 %
Agar versetzt. Fur glutaminauxotrophe Stamme von C. glutamicum wurden die entspre-
chenden Medien mit 5 mM sterilfiltriertem L-Glutamin supplementiert. Stickstoffmangel
wurde durch Kultivierung in CgCoCN-Medium induziert.

CgCoCN (pro Liter; auf pH 7,0 eingestellt mit NaOH):

KH,PO, 05g
K;HPO, 0,59
MOPS 420¢9
MgSO, x 7H,O 0,25¢

Biotin 200 pg
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Davon getrennt wurden autoklaviert und anschlieend zugegeben:

1 ml Spurensalzlésung ( auf pH 1,0 mit HCI; Angaben pro Liter):

FeSO,4 x H,O 1049
MnSO, x H,O 109
ZnS0O, 0,19
CuSO, 0,02g
NiCl, 2 mg

1 ml 100 mM CacCl,

Als definiertes Minimalmedium flr C. glutamicum wurde CgC-Medium (CgCoCN mit 0,5 %
Harnstoff, 2 % Ammoniumsulfat) verwendet. Allen Medien fur C. glutamicum wurde nach
dem Autoklavieren Glukose in einer Endkonzentration von 2 % zugesetzt.

Fir S. cerevisiae wurde als Komplexmedium YPD-Medium (1 % Hefeextrakt, 2 % Bacto
Pepton, 2 % Glukose) verwendet. Zur Selektion wurden Ynb Glukose-Medium (0,17 %
Yeast Nitrogen W / O Amino Acids, 0,5 % Ammoniumsulfat, 2 % Glukose) bzw. Ynb
Galaktose-Medium (0,17 % Yeast Nitrogen W / O Amino Acids, 0,5 % Ammoniumsulfat,
3 % D-Galaktose, 2 % D-Raffinose, 2 % Glyzerin) verwendet. Beiden Minimalmedien
wurden folgende Substanzen in einer Endkonzentration von 50 pug / ml aus konzentrierten
Stammldésungen zugesetzt: Adenin, L-Histidin, L-Leucin, L-Lysin, L-Methionin,

L-Tryptophan, Uracil.

3.2 Zusiatze und Antibiotika

Die unten aufgefiihrten Zusatze und Antibiotika wurden den auf 50 °C abgekihlten Me-

dien aus sterilen Stammldsungen in den angegebenen Endkonzentrationen zugesetzt:

Zusatz / Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration
Ap 50 mg / ml 50 ug / ml

Km 25mg/ ml 25 ug / ml

Nx 50 mg/ mlin 0,4 N NaOH 50 ug / ml

IPTG 100 mM 0,3mM

XG 40 mg / ml in DMF 40 ug / mi

XP 40 mg / ml in DMF 40 ug / ml
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3.3 Wachstumsbedingungen

E. coli-Kulturen wurden bei 37 °C, C. glutamicum-Kulturen bei 30 °C gut bellftet auf
Schuttlern bei 110-120 Upm inkubiert. Die Zelldichte von Bakterienkulturen wurde photo-
metrisch durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt. Dabei entspricht ei-
ner Bakterienkultur mit einer ODgg von 1 etwa 10° Zellen pro m (Miller, 1992).

Zur Durchfithrung von C. glutamicum Wachstumsversuchen bzw. ["*C]-Methylammonium-
aufnahmemessungen wurden Starterkulturen in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 25 ml LB-
Medium Uber Tag angezogen, dann 100 ml CgC-Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben auf
eine ODggo von 1 damit angeimpft und Gber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden
diese vorgezogenen Zellen wiederum in 100 ml CgC-Medium auf eine ODgyo von 1 einge-
stellt und bis zu einer ODgy von 3 (3 Stunden Wachstum, exponentielle Wachs-
tumsphase) inkubiert. Dann wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet, mit
CgCoCN-Medium gewaschen und fiir weitere 3 Stunden in CgCoCN-Medium Stickstoff-
gehungert.

Der S. cerevisiae-Stamm cdc25-2 ist temperatursensitiv und wurde daher bei Raumtem-
peratur angezogen. Unter Selektionsbedingungen wurde er auf Minimalmedium-Agar-
platten bei 37 °C inkubiert.

Zur Stammhaltung wurden Zellen von Agarplatten isoliert und in dem ,Advanced micro-
organism storage system* (Microbank™ Pro-Lab Diagnostics, Ontario, Canada) bei -70 °C

gelagert.

4. Gentechnische und molekularbiologische Methoden

4.1 Plasmid-Praparation aus E. coli und C. glutamicum

Fur die Plasmid-Mini-Praparation aus E. coli wurde das GFX™ Micro Plasmid Prep Kit
(Amersham Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die Plasmid-
Mini-Praparation aus C. glutamicum wurde mit dem Qiaprep Plasmid Spin Kit (Qiagen)
durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Modifikationen des Ausgangsprotokolls eingefuhrt:
Der Puffer P1 wurde mit 15 mg / ml Lysozym versetzt und die Zellen nach der Ernte darin
fur 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Volumen der Puffer P1, P2 und P3 wurden verdop-
pelt, der optionale Waschschritt mit Puffer PB wurde grundsatzlich durchgefihrt. Die
Plasmid-DNA konnte nach der Elution von den Saulchen direkt fir die Elektroporation
eingesetzt werden (Jakoby, 1998).

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten erfolgten PCR (GeneAmp®PCR System 9700, PE
Applied Biosystems, Weiterstad oder Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg), Re-
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striktion, Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten Uber Agarosegele, Auffillen
von 5“-Uberhangen, Dephosphorylierung und Ligation (Ready-To-Go™ T4 DNA Ligase
bzw. Klonierung in pUC18 mit Hilfe des ,SureClone™ Ligation kits“, [Amersham Phar-
macia Biotech]) nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) bzw. nach Angaben des

Herstellers.

4.2 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Kompetente E. coli-Zellen wurden nach der Methode von Inoue et al. (1990) hergestellt
und transformiert. Die Technik beruht auf einer modifizierten CaCl,-Methode. Durch die
Anzucht der Zellen bei Raumtemperatur wird eine der Elektroporation vergleichbare
Transformationseffizienz erreicht.

Kompetente Zellen von C. glutamicum wurden nach der Methode von Liebl et al. (1989),
modifiziert durch van der Rest ef al. (1999), hergestellt und durch Elektroporation (2,5 kV,
600 Q, 25 yF mit einem BioRad-Gene-Pulser, Minchen) mit Plasmiden transformiert.

S. cerevisiae-Zellen wurden nach Standardmethoden mit Lithiumacetat kompetent ge-
macht und mit je 2 Plasmiden mit unterschiedlichen Selektionsmarkern transformiert
(Sambrook et al., 1989).

4.3 Konstruktion einer C. glutamicum-Deletionsmutante

Die Konstruktion einer C. glutamicum-Deletionsmutante (Aamt) erfolgte nach den Metho-
den von Schéfer et al. (1990, 1994): Das amt-Deletionsplasmid pKmsBAdppc wurde in
den E. coli-Stamm S17-1 transformiert und dieser mit der C. glutamicum ginA-Deletions-
mutante MJ4-26 konjugiert. Die Auswahl der AamtAg/inA-Doppelmutante JMW1 geschah
unter Ausnutzung der Selektionsmarker Sucrosesensitivitat, KmR und Nx®. Zur Bestati-
gung der erfolgreichen amt-Deletion wurden PCRs mit amt-spezifischen Oligonukleotiden
(amtxbal und 7/20) durchgefliihrt und das amt-Gen nach elektrophoretischer Auftrennung
als Bande mit einer Grode von 1,7 kb und ein deletiertes amt-Gen als Bande mit einer

Grofde von 650 bp nachgewiesen.

4.4 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Zur Uberpriifung von Klonierungen wurden die jeweils konstruierten Plasmide sequen-

ziert. Das Prinzip der Sequenzreaktion basiert auf der Kettenabbruchmethode von Sanger
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et al. (1977) und wurde nach Zimmermann et al. (1990) modifiziert. Bei dieser Methode
wird der Kettenabbruch von Nukleotiden ausgel6st, die mit unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffen markiert sind. Die Reaktion entspricht einer abgewandelten PCR, in die
eine modifizierte AmpliTag®DNA Polymerase eingesetzt wird. Die Sequenzierreaktionen
wurden nach Herstellerangaben durchgefuhrt (ABI PRISM™ Big Dye Reaction Terminator
Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt) und die Sequenzierungsprodukte
mit einer automatischen Sequenzierapparatur ABlI PRISM 310 (PE Applied Biosystems)
kapillar-elektrophoretisch getrennt und detektiert.

Datenbankvergleiche mit bekannten Sequenzen wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
(Altschul et al, 1990) am ,National Center for Biotechnology Information®

(www.ncbi.nlm.nih.gov) Uber das ,World Wide Web* durchgefiihrt.

4.5 RNA-Isolierung, -Hybridisierung und -Detektion

4.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus C. glutamicum

Gesamt-RNA aus C. glutamicum wurde mit Hilfe des ,RNeasy Mini Kits* (Qiagen) aus 15
ml exponentiell wachsenden Kulturen in CgC bzw. CgCoCN prapariert. Dazu wurden die
Zellsuspensionen pelletiert und in 1 ml Puffer (10 mM Tris / HCI, pH 7,6, 1 mM EDTA)
ankonzentriert, wiederum abzentrifugiert, in 100 pl des gleichen Puffers aufgenommen
und mit 700 yl RLT-Puffer (,RNeasy Mini Kit“) versetzt. Dann wurden diese Zellsuspen-
sionen in Kryoréhrchen mit 300 mg Glasperlen (0,15-0,25 mm Durchmesser) flr 30 Se-
kunden mit Hilfe eines Amalgamators (Silamat S5, Vivadent) aufgeschlossen. Zur Prapa-
ration der RNA wurde dann weiter nach Angaben des Herstellers (Qiagen) verfahren.

Die Integritat und Reinheit der isolierten RNA wurde mittels Gelelektrophorese anhand der
Existenz distinkter 16S rRNA und 23S rRNA-Banden Uberprift. Dazu wurden die Anwei-
sungen des ,RNeasy Mini Handbooks® (Qiagen) mit folgenden Modifikationen befolgt: Je
6 pl RNA wurden mit dem dreifachen Volumen RNA-Ladepuffer (mit 2 pl Ethidiumbromid
[10 mg / ml] auf 300 pl) versetzt und auf ein 0,9 %iges Agarose-Formaldehyd-Gel (ohne

Ethidiumbromid) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

4.5.2 Spezifische RNA-Detektion mit Hilfe von ,,Dot Blots“ und Hybridisierungen

,Dot Blots“ (Apparatur: SRC 96 D, Minifold I, Schleicher & Schuell), Hybridisierungen und
Detektionen wurden nach dem Handbuch ,The DIG System Users Guide for Filter Hybri-

dization” (Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Als Sonden wurden RNA-Sonden gegen amt



Il. Material und Methoden 24

und amtB und als Kontrolle eine Sonde gegen 16S rRNA eingesetzt (die Sonden wurden
freundlicherweise von Lars Nolden zur Verfuigung gestellt). Zur Detektion der Signale

wurden Roéntgenfilmen (Kodak X-OMAT) fir 1 Minute mit den Membranen exponiert.

5. Biochemische Methoden

5.1 Herstellung von Rohextrakten aus C. glutamicum-Kulturen

Rohextrakte aus C. glutamicum wurden mittels Ultraschallaufschluf® hergestellt: 100 ml
einer Bakterienkultur wurden durch Zentrifugation geerntet, in 1 ml des Kulturiberstandes
bzw. fur die Bestimmung der Glutaminsynthetase-Aktivitat in Imidazol-Puffer (Wakisaka et
al., 1990) resuspendiert und zweimal 5 Minuten bei einem ,duty cycle® von 30 % und
youtput Stufe 3 mit einem Branson™ Sonifier 250 (Branson Power Co, Danbury, USA)
aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch eine 20minltige Zentrifugation bei 4 °C
und 13.000 x g abgetrennt. Die Rohextrakte konnten dann direkt fir Enzym- oder Binde-

tests eingesetzt werden.

5.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in C. glutamicum-Rohextrakten bzw. im Verlauf
von Proteinreinigungen (siehe Abschnitt 5.8) wurde mit Hilfe des ,BioRad Protein-
Microassays” (BioRad) mit BSA als Referenzprotein nach Angaben des Herstellers

durchgefuhrt. Die Proteinbestimmung basiert auf der Methode von Bradford (1976).

5.3 Bestimmung von Glutaminsynthetase-Aktivitaten

Die Aktivitat der Glutaminsynthetase wurde nach Wakisaka et al. (1990) mit der ,in vivo-
like mixture® bestimmt. Mit diesem Test werden nur die aktiven, d. h. die nicht durch Ade-
nylylierung deaktivierten Untereinheiten der Glutaminsynthetase gemessen. Der Test
verlauft nach folgendem Prinzip:

a
Glutamat + NHs + ATP —CS4 Glutamin + ADP + P,

PK®
ADP + PEP <—" Pyruvat + ATP
LDH® ? Glutaminsynthetase

Pyruvatkinase
Pyruvat + NADH .—— Laktat + NAD ¢ Laktatdehydrogenase
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Gemessen wird die Abnahme von NADH bei 340 nm (e = 6,3 x 10° I mol” cm™; die Mes-
sung erfolgte bei 30 °C), 1 Unit Glutaminsynthetase-Aktivitat entspricht dem Umsatz von 1
pmol NADH / min.

5.4 Bestimmung von Ammoniumkonzentrationen

Um die Ammoniumaufnahme in verschiedenen C. glutamicum-Stammen zu untersuchen,
wurde mit Hilfe eines optischen Ammoniumnachweises bzw. mit Hilfe einer Ammonium-
Elektrode (Orion Research) die Abnahme zugesetzten Ammoniums im Medium in Abhan-
gigkeit von der Zeit untersucht. Dazu wurden C. glutamicum-Zellen wie unter Abschnitt
3.3 beschrieben kultiviert, den Kulturen definierte Konzentrationen an Ammoniumchlorid
zugegeben und die Abnahme der Ammoniumkonzentrationen in den Kulturiiberstanden
verfolgt.

Nach Zugabe von Ammoniumchlorid auf eine Endkonzentration von 200 uM erfolgte die
Probenentnahme mintlich tGber 10 Minuten, nach Zugabe von Ammoniumchlorid auf eine

Endkonzentration von 5 mM stiindlich in einem Zeitraum Uber 6 Stunden.

5.4.1 Photometrische Bestimmung von Ammoniumkonzentrationen

Fur die Bestimmung von Ammoniumkonzentrationen, die auf der Bildung von Indophenol
beruht (Jahns et al., 1988), wurden den Kulturen Proben enthommen, diese abzentrifu-
giert und die Uberstande 1 / 1000 bis unverdiinnt in den Test eingesetzt. Ein Volumen
Kulturiberstand wurde mit %2 Volumen Lésung A (3 % Phenol (w / v), 0,003 % Natriumni-
troprussid (w / v)) und %2 Volumen Lésung B (2 % NaOH (w / v), 0,4 % (v/ v) 13%
NaClO) gemischt, 45 Minuten im Dunkeln inkubiert und dann die Extinktionsanderung bei
635 nm photometrisch verfolgt. Als Referenz diente eine Ammoniumchlorid-Lésung (0 bis
150 uM im Test; der Test ist im uM-Bereich sensitiv; Anwesenheit von Glukose stort den
Test).

5.4.2 Messung von Ammoniumkonzentrationen mit einer Ammonium-Elektrode

Wie unter Abschnitt 5.4 beschrieben, wurden den Kulturen zu unterschiedlichen Zeit-
punkten 3 ml-Proben entnommen, diese mit Hilfe einer Mehrfachfiltrationsanlage
(Amersham Pharmacia Biotech) abfiltriert, die Uberstande mit 6 % (v / v) ISA (,lonic

Strenght Adjustor®, Orion Research) versetzt und mit Hilfe einer Ammonium-Elektrode
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(Orion Research) die Spannungsanderung an einem pH-Meter (Knick, 776 Calimatic) im
mV-Modus verfolgt. Zur Ermittlung der Ammoniumkonzentrationen wurde eine Eichkurve

mit definierten Konzentrationen (10 uM - 10 mM) an Ammoniumchlorid erstellt.

5.5 Bestimmung von ["“C]-Methylammoniumaufnahmeraten in C. glutamicum

Zur Bestimmung von ["“C]-Methylammoniumaufnahmeraten durch das Amt-System wur-
den C. glutamicum-Zellen, wie unter Abschnitt 3.3 beschrieben, kultiviert. 2 ml Zellsus-
pension (ODggo 3 - 4) wurde in einem Wasserbad bei 30 °C gerlhrt und die Transportmes-
sung, wenn nicht anders angegeben, durch Zugabe von 100 pM ["*C]-Methylammonium
(ca. 2,5 kBq im Gesamtansatz) gestartet. Zur Messung der ["*C]-Methylammoniumauf-
nahme durch das AmtB-System wurden Zellsuspensionen mit einer optischen Dichte
ODggo von 10 mit 1 mM ['*C]-Methylammonium unter analogen Bedingungen inkubiert. Im
Abstand von 15 Sekunden wurden Uber einen Zeitraum von 90 Sekunden Proben von je
200 pl entnommen und auf Glasfaserfilter pipettiert. Das umgebende Medium wurde
durch eine Mehrfachfiltrationsanlage (Amersham Pharmacia Biotech) abgesaugt und der
Rest des Mediums durch zweimaliges Waschen mit je 2,5 ml 0,1 M LiCI-Lésung entfernt.
Die Filter wurden in Szintillationsgefallen mit 3,5 ml Szintillatorflissigkeit (Rotiszint Eco
Plus, Roth) Uberschichtet und die Radioaktivitaten in einem Szintillationszahler (Multi Pur-
pose-Scintillations Counter LS 6500, Beckman Coulter, Minchen) gemessen. Die Ge-
samtaktivitdt des Reaktionsansatzes wurde durch direktes Zahlen von 200 ul Reaktions-
ansatz ermittelt. Die Transportgeschwindigkeit bzw. die Aufnahmerate wurde aus der

Steigung des linearen Teils der Aufnahmekinetik ermittelt.

5.5.1 Bestimmung der kinetischen Parameter fiir die ['*C]-Methylammonium-
aufnahme in C. glutamicum ATCC 13032

Zur Bestimmung des K- und V.- Wertes fir die [14C]-Methylammoniumaufnahme des
Amt-Systems bei pH 6,0 und pH 8,5 wurden C. glutamicum ATCC 13032-Kulturen wie
unter Abschnitt 3.3 beschrieben angezogen. Nach dreistiindigem Stickstoffhunger in
CgCoCN-Medium (pH 7,0) wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet, gewaschen
und in CgCoCN-Medium, pH 6,0 bzw. pH 8,5, eine ODgo von 3, 6 und 10 eingestellt. Die
Aufnahmemessungen wurden wie unter Abschnitt 5.5 beschrieben durchgefihrt. Die
Messungen wurden mit verschiedenen ["C]-Methylammoniumendkonzentrationen ge-
startet: Bei einer ODggo von 3 wurde mit 1 bis 50 yM [14C]-Methylammonium gestartet, bei
einer ODggg von 6 mit 50 bis 500 uM und bei einer ODggo von 10 mit 500 yM bis 3 mM. Die
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Auswertung der Messungen und die Bestimmung der K,-Werte geschah durch direkte

Extrapolation aus den Originaldaten.

5.5.2 Bestimmung des apparenten K-Wertes fiir die Hemmung der Methyl-

ammoniumaufnahme durch Ammonium in C. glutamicum ATCC 13032

Um den K-Wert fir die Hemmung der Methylammoniumaufnahme durch Ammonium zu
ermitteln, wurden C. glutamicum ATCC 13032-Zellen wie unter Abschnitt 3.3 beschrieben
kultiviert und die Messungen wie unter Abschnitt 5.5 beschrieben mit folgenden Modifika-
tionen durchgefihrt: Kulturen einer ODggo von 2 wurden 0 bis 200 yM Ammonium und 50
bzw. 100 uM [*C]-Methylammonium zugesetzt. Dann wurde die Hemmung der ["*C]-Me-
thylammoniumaufnahme in Abhangigkeit von der zugegebenen Ammoniumkonzentration

bestimmt.

5.5.3 Bestimmung der ["*C]-Methylammoniumaufnahme in Anwesenheit weiterer

putativer Substrate

Um zu untersuchen, welche anderen Substrate das Amt-System akzeptiert, wurden
C. glutamicum Wildtyp-Zellen kultiviert (siehe Abschnitt 3.3) und
["*C]-Methylammoniumaufnahmemessungen (siehe Abschnitt 5.5) mit folgenden Modifi-
kationen durchgefihrt: Eine Minute vor Zugabe von 100 pM [14C]-Methylammonium wurde
der Kultur ein 50facher Uberschul an putativem Substrat (Dimethylaminhydrochlorid,
Trimethylaminhydrochlorid, Tetramethylaminhydrochlorid, Ethylamin, Propylamin, Butyl-
amin; Sigma / Fluka) angeboten und die Hemmung der ["*C]-Methylammoniumaufnahme

durch den prozentualen Vergleich der Aufnahmeraten zueinander ermittelt.

5.5.4 Untersuchung des Methylammoniummetabolismus in verschiedenen

C. glutamicum-Stammen

Zur Untersuchung des Methylammoniummetabolismus in verschiedenen C. glutamicum
Stammen wurden die Aufnahmemessungen, wie unter Abschnitt 5.5 beschrieben durch-
gefuhrt. Nach Filtration der Zellen Uber eine Mehrfachfiltrationsanlage wurden die Glasfa-
serfilter zum Zellaufschluf® und Abstoppen des Zellmetabolismus fir 1 Stunde in 4 ml
70 % Ethanol / 0,05 % SDS bei Raumtemperatur inkubiert. Das Ldsungsmittel wurde
dann mit Druckluft verdampft (Rapp et al., 1986), das Pellet in 20 pl Wasser resuspendiert
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und die Lésung auf eine Cellulosediinnschichtplatte aufgetropft. Als Referenz wurde ["*C]-
Methylammonium verwendet. Die Dinnschichtchromatographie erfolgte fir 3 Stunden mit
einem Laufmittel aus n-Butanol : Eisessig : Wasser = 4 : 1 : 1. Nach Trocknen der
Celluloseplatte wurde sie mit einer BAS-MP 2025 ,Imaging Platte“ exponiert und mit Hilfe
eines ,Bio-Imaging Analyzers® (Raytest, Fujifilm BAS-1800; Fuji, Omiya, Japan) ausge-

wertet.

5.6 SDS-PAGE und Western-Hybridisierung

Bakterielle Proteine und Zellextrakte wurden in 10 oder 12 %igen SDS-Polyacrylamidge-
len (Laemmli, 1970) bzw. in 10 %igen Harnstoff-haltigen Tricine-SDS-Polyacrylamidgelen
(Schagger und von Jagow, 1987) elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie
Brilliant Blau gefarbt (Sambrook et al., 1989).

Fir einen immunologischen Nachweis der MBP-Amt-Fusion, der Glutaminsynthetase
bzw. AmtR wurden die Proteinen nach dem Gellauf elektrophoretisch auf eine PVDF
(Polyvinyliden Difluorid)-Membran (Porengréf3e: 0,45 uM, Immobilon-P, Millipore) mit Hilfe
eines ,semi-dry Blots* Ubertragen (Kyhse-Andersen, 1984). Der spezifische Nachweis
erfolgte durch eine enzymatisch vermittelte Farbreaktion, die durch die Bindung zweier
Antikérper an das Protein hervorgerufen wird.

Das erste Antiserum bestand aus einem polyklonalen Meerschweinchen-Antiserum gegen
die Glutaminsynthetase oder AmtR (Pineda, Antikdrper-Service) bzw. aus einem Kanin-
chen-Antiserum gegen das MBP (New England Biolabs), welches jeweils in der Verdln-
nung 1/ 10.000 eingesetzt wurde. Der zweite Antikérper (Verdiinnung 1/ 10.000) bestand
aus einem Konjugat aus Anti-Meerschweinchen- bzw. Anti-Kaninchenserum aus der
Ziege mit Alkalischer Phosphatase (Sigma). Die kolorimetrische Reaktion erfolgte durch
eine Reaktion der Phosphatase mit den Substraten XP und NBT (Roche Diagnostics).
Fir die aminoterminale Ansequenzierung des AmtR-Proteins im Labor von Dr. R. Schmid
(Universitat Osnabriick) wurde dieses elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran Uberfihrt. Die Membran wurde dann fir 5 Minuten in 0,1 % Amidoschwarz,
40 % Methanol, 11 % Essigsaure gefarbt und mit 45 % Methanol und 7 % Essigsaure
entfarbt. Nach Trocknen und Einschweilen der Membran wurde sie nach Osnabriick ge-

sandt.
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5.7 Elektroelution von Proteinen

Fur die Produktion von Antikérpern gegen die Glutaminsynthetase bzw. AmtR wurden
beide Proteine mit Hilfe des MBP-Systems (siehe Abschnitt 5.8) als Proteinfusionen mit
dem MBP Uber eine Amylosesaule vorgereinigt, mit Hilfe der Protease Faktor Xa ge-
schnitten und mittels Acetonféllung bzw. eines Centricon-Réhrchens (Ultrafree®-Centrifu-
gal Filter, Millipore, Bedford, MA, USA) ankonzentriert. Die Proteine wurden in 10 %igen
Harnstoff-haltigen Tricine-SDS-Polyacrylamidgelen (Schagger und von Jagow, 1987)
elektrophoretisch aufgetrennt und wahrend des Gellaufs gefarbt (Schagger et al., 1988).
Proteinbanden der entsprechenden GréRe wurden ausgeschnitten und die Proteine mit
Hilfe eines Elektroeluters (Elektro-Eluter Model 442, BioRad) nach Angaben des Herstel-
lers in Natriumkarbonat-Puffer eluiert. Die Proteine wurden mittels einer ,speed vac*
(Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg) getrocknet und die Proteinkonzentration be-
stimmt. Je 1 mg Protein wurde zur Produktion eines polyklonalen Antiserums an die Firma

Pineda Antikoérper-Service gesandt.

5.8 Reinigung des Repressors der amt-Transkription AmtR

5.8.1 Expression einer malE-amtR-Fusion

Fur die Uberproduktion und Reinigung von AmtR wurde das ,Protein Fusion & Purification
System* von New England Biolabs (Schwalbach) eingesetzt und die Anweisung des Her-
stellers befolgt. amtR wurde mittels PCR mit den Oligonukleotiden scaamtRL und
xbaamtRL amplifiziert (Hybridisierungstemperatur: 66 °C), in den Vektor pUC18 (Sure-
Clone™ Ligation Kit) zwischenkloniert und das resultierende Plasmid pUCamtR zur Kon-
trolle sequenziert. Das amtR-tragende Fragment wurde ausgeschnitten (Scal-Xbal) und
im korrekten Leserahmen an den 3‘-Bereich von malE in den Vektor pMAL-c2 (Xmnl-
Xbal) ligiert. Das so erzeugte Plasmid pMamtR wurde in den E. coli-Stamm BL21 trans-
formiert.

Fur die Uberproduktion der Proteinfusion aus MBP-AmtR wurden Ubernachtkulturen von
BL21 pMamtR in LB-Medium (mit 0,2 % Glukose, Ap) angezogen und damit am nachsten
Morgen 1 Liter frisches Medium inokuliert. Beim Erreichen der exponentiellen Wachs-
tumsphase (ODggo ~ 0,5) wurde die Transkription der malE-amtR-Genfusion durch Zugabe
von 0,3 mM IPTG induziert. Nach 3 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation ge-
erntet und die Pellets in 50 ml Puffer (20 mM Tris / HCI, pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM Dithiothreitol) aufgenommen und bei -20 °C gelagert. Nach Auftauen und
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einmaligen Passieren der French-Press (10° kPa) wurden die Zelltrimmer durch
30minltige Zentrifugation bei 9000 x g abgetrennt und die Uberstande mit Hilfe einer

Amylosesaule gereinigt.

5.8.2 Reinigung von AmtR

Zur Reinigung der MBP-AmtR-Proteinfusion wurde nach Angaben des Herstellers (New
England Biolabs) verfahren: Die Proteinfusion wurde mit Hilfe einer Amylosesaule gerei-
nigt und durch Zugabe von Puffer mit 20 mM Maltose von der Saule eluiert (GradiFrac,
Amersham Pharmacia Biotech). Die Elution wurde mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970)
uberpruft. Zur Trennung der Fusion in MBP und AmtR wurde die durch die Konstruktion
vorgegebene Schnittstelle flr die Endoprotease Faktor Xa ausgenutzt. Die Schnittstelle
befindet sich zwischen dem Carboxyterminus des MBP und dem Aminoterminus des
AmtR-Proteins. 1 ug Faktor Xa pro mg Fusionsprotein wurden zu den Protein-enthalten-
den Proben gegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach Ankonzentrierung der Pro-
teinldsung mittels Dialyse gegen Puffer mit 20 % PEG 20.000, konnte AmtR mit Hilfe einer
Gelfiltration (Superdex 75, Amersham Pharmacia Biotech; Biosys™ 2000, Beckman
Coulter) vom MBP getrennt werden. Das AmtR-enthaltende Eluat wurde dann mit Hilfe
einer HiPrep 26/10 Saule (Amersham Pharmacia Biotech) entsalzt und danach lyophili-

siert.

5.9 Untersuchung der putativen Protein-Protein Wechselwirkungen zwischen MBP-
Amt und der Glutaminsynthetase

5.9.1 Herstellung von MBP-Amt-Zellextrakten

Fir die Uberproduktion einer Fusion aus MBP und Amt wurde das ,Protein Fusion & Puri-
fication System* von New England Biolabs (Schwalbach) eingesetzt und die Anweisung
des Herstellers befolgt. Das amt-Gen wurde mittels PCR mit den Oligonukleotiden
scaamtL und xbaamitL amplifiziert (Hybridisierungstemperatur: 70 °C), in den Vektor pK18
zwischenkloniert und das resultierende Plasmid pKamt zur Kontrolle sequenziert. Das
amt-tragende Fragment wurde ausgeschnitten (Scal-Xbal) und im korrekten Leserahmen
an den 3'-Bereich von malE in den Vektor pMAL-c2 (Xmnl-Xbal) ligiert. Das so erzeugte
Plasmid pMamt wurde in den E. coli-Stamm DH5amcr transformiert und die MBP-Amt-
Proteinfusion wie unter Abschnitt 5.8.1 fir AmtR beschrieben Gberproduziert. Nach Ernten
der Zellen durch Zentrifugation, wurden die Pellets in 50 ml Puffer (20 mM Tris / HCI,
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pH 8, 200 mM NacCl, 1 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100) aufgenommen und bei -20 °C gela-
gert. Nach Auftauen und zweimaligem Passieren der French-Press (10° kPa), wurden die
Zelltrimmer durch eine 30miniitige Zentrifugation bei 9000 x g abgetrennt. Die Uber-

stande konnten dann in Bindetests eingesetzt werden.

5.9.2 Kopplung des MBP an Amylosesaulenmaterial und Durchfiihrung von

Bindetests

Zur Bindung der MBP-Amt-Fusion an Amylosesaulenmaterial wurde nach Angaben des
Herstellers (New England Biolabs) verfahren: 200 pyl Sdulenmaterial wurden kurz abzen-
trifugiert, das Pellet zweimal mit 1,5 ml Puffer gewaschen und in 200 pl Puffer resuspen-
diert. Je 100 yl Saulenmaterial wurden dann mit 100 yl MBP-Amt-Zellextrakt und je 100 pl
corynebakteriellem Zellextrakt (ATCC 13032, gezogen in CgC-Medium; ATCC 13032,
gezogen in CgCoCN-Medium; MJ4-26; MJ4-26 pJC1; MJI4-26 pJCglnA; MJI4-26
pJCY405F; Herstellung der Rohextrakte siehe Abschnitt 5.1) gemischt und fir 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Um nicht-gebundenes Protein zu entfernen wurden die Ansatze fur eine
Minute zentrifugiert, die Pellets in 1 ml Puffer gewaschen und dann in 100 pyl SDS-Pro-
benpuffer aufgenommen. Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die Bin-
dung der MBP-Amt-Fusion an Amylose mit Hilfe einer Western-Hybridisierung mit einem
Antikérper gegen das MBP verifiziert. Die Wechselwirkungen der Glutaminsynthetase aus
corynebakteriellen Zellextrakten mit MBP-Amt wurde mit Hilfe einer Western-Hybridisie-
rung mit einem polyklonalen Antiserum gegen die Glutaminsynthetase aus C. glutamicum

untersucht.
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lll. Ergebnisse

1. Der Mechanismus der (Methyl-) Ammoniumaufnahme in C. glutamicum

1.1 Bestimmung der kinetischen Parameter des Ammoniumtransporters Amt fiir die

Methylammoniumaufnahme

Es werden generell zwei verschiedene Modelle zur Funktion von Ammoniumaufnahme-
systemen diskutiert: Soupene et al. (1998) definieren das AmtB-System aus E. coli als ein
Protein, das die Diffusion von Ammoniak Uber die Membran erleichtert, wobei die un-
mittelbare Umsetzung von Ammoniak durch die Glutaminsynthetase die
Ammoniakaufnahme antreiben soll. Das zweite Modell beschreibt hingegen die
energieabhangige Aufnahme der geladenen Form des Ammoniaks, des Ammoniumions.
Zur Aufklarung der Funktion und des Mechanismus des Amt-Systems in C. glutamicum
wurden seine kinetischen Parameter bei verschiedenen pH-Werten bestimmt. Die appa-
renten K- und V.,,-Werte des Ammoniumtransporters flir Methylammonium wurden bei
pH-Werten von 6,0 und 8,5 ermittelt. Diese Werte geben Aufschluss Uber die transpor-
tierte Substratspezies: Da Methylammonium einen pK-Wert von 10,65 aufweist, andert
sich die Konzentration von Methylamin in diesem pH-Bereich um das 300fache, wohinge-
gen die Konzentration von Methylammonium mehr oder weniger konstant bleibt (nach
Henderson-Hasselbalch). So liegen bei einer theoretischen Gesamtkonzentration von
Methylamin und Methylammonium von 1 mM bei einem pH-Wert von 6,0 nur 20 nM als
Methylamin vor. Der Anteil der Diffusion am Transport ist in diesem Bereich irrelevant, da
die Methylaminkonzentration limitierend ist. Bei einem pH-Wert von 8,5 liegt Methylamin
jedoch in einer Konzentration von 6300 nM vor. Wenn Methylamin die transportierte Sub-
stratspezies darstellte, so sollte der apparente K,-Wert bei steigendem pH-Wert abneh-
men, da der Anteil an Methylamin an der Gesamtkonzentration stark zunimmt. Stellt Me-
thylammonium hingegen das Substrat dar, so sollten die apparenten K,-Werte mehr oder
weniger konstant bleiben, da sich die Menge von Methylammonium an der Methylamin-
Methylammoniumgesamtkonzentration nur um 0,6 % andert.

Nach den Messungen der Kinetiken und der direkten Extrapolation aus den Originaldaten,
wurde bei einem pH-Wert von 6,0 ein apparenter K,-Wert von 53 £ 11 uM und ein V-
Wert von 7,8 nmol min™ (mg TG)" ermittelt. Abbildung 4 zeigt eine Auftragung dieser Ki-
netik nach Michaelis-Menten und Lineweaver-Burke. Bei einem pH-Wert von 8,5 wurde
ein apparenter K,-Wert von 47 + 8 uM und ein V,.c-Wert von 12,1 nmol min™ (mg TG)"

bestimmt (Michealis-Menten- und Lineweaver-Burke-Auftragung in Abbildung 5). Diese
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Ergebnisse stimmen mit der Bestimmung eines apparenten K,-Wertes von 44 + 7 yM bei
einem pH-Wert von 7,0 durch Siewe et al. (1996) Uberein. Aus diesen MelRergebnissen
lied sich die Schlussfolgerung ziehen, dass (Methyl-)Ammonium und nicht Methylamin /
Ammoniak die Substrate fir den Ammoniumtransporter darstellen. Als weiteres Argument
fir den energieabhangigen Transport von (Methyl-) Ammonium existiert aul’erdem die
Beobachtung von Siewe et al. (1996), dass die Rate der (Methyl-)Ammoniumaufnahme in
C. glutamicum ATCC 13032 in einem Bereich von 25 bis 150 mV linear vom Membran-
potenzial abhangig ist, dass also der Transport eines geladenen Substrates gefordert

werden muss.
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Abb. 4: Bestimmung der kinetischen Parameter des Amt-Systems bei einem pH-
Wert von 6,0

Michaelis-Menten- und Lineweaver-Burke-Auftragung (innen). Ein apparenter K,-Wert von 53 + 11

MM flr die Methylammoniumaufnahme durch das Amt-System bei einem pH-Wert von 6,0 wurde

durch die direkte Extrapolation der Originaldaten ermittelt.



lll. Ergebnisse 34

147

127

o
@
J

107

o
o
1

(=]
S
|

1/ Methylammoniumaufnahmerate
[min (mg TG) nmol™]

[nmol min” (mg TG) ]
o
|

Methylammoniumaufnahmerate

r T T T T
-0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

1/ Methylammoniumkonzentration [1 / pM]

0 T T T T T T v T v T
0 100 200 300 400 500

Methylammoniumkonzentration [uM]

Abb. 5: Bestimmung der kinetischen Parameter des Amt-Systems bei einem pH-
Wert von 8,5

Michaelis-Menten- und Lineweaver-Burke-Auftragung (innen). Ein apparenter K,,-Wert von 47 + 8

MM flr die Methylammoniumaufnahme durch das Amt-System bei einem pH-Wert von 8,5 wurde

durch die direkte Extrapolation der Originaldaten ermittelt.

1.2 Aufnahme und Metabolisierung von Methylammonium durch C. glutamicum

Zur weiteren Charakterisierung der Methylammoniumaufnahme durch das Amt-System
wurden verschiedene Methylammoniumaufnahme- und -Effluxexperimente mit den
C. glutamicum-Stammen ATCC 13032 (Typstamm), MJ2-38 (amt-Deletionsmutante) und
MJ4-26 (ginA-Deletionsmutante; das g/inA-Gen kodiert fir eine Glutaminsynthetase I)
durchgefihrt. Zur Bestimmung des Methylammoniummetabolismus durch die Glutamin-
synthetase wurden im Anschluss an die Messungen Dunnschichtchromatographien mit
Zellextrakten der oben aufgefiuihrten Stdmme durchgefihrt. Zur Aufnahme von Methyl-
ammonium wurden Stickstoff-gehungerte Zellen mit [**C]-Methylammonium inkubiert und
die Zellsuspensionen abfiltriert. Die Behandlung der Zellen auf den Filtern wurde den An-
forderungen entsprechend weitergefiihrt (siehe Material und Methoden, Abschnitt 5.5).
Wourden die Zellen auf den Filtern zur Vorbereitung von Dlinnschichtchromatographien
nach der Ublichen Methode in 100 %igem Ethanol bei 80 °C inkubiert, so kam es zu ei-
nem vollstandigen Verlust des Methylammoniums durch Verdampfen (Dampfdruck:

48 °C). Aus diesem Grund wurden die verbleibenden Zellen auf den Filtern durch eine
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Inkubation in 70 %igen Ethanol mit 0,05 % SDS bei Raumtemperatur aufgeschlossen und
schlieRlich die restlichen Flussigkeiten mit Druckluft verdampft. Durch diese Art der Filter-
behandlung war es moglich mehr als 75 % der eingesetzten Radioaktivitat in den Proben
wieder nachzuweisen.

Nach Auswertung der Methylammoniumaufnahme- und -Exffluxmessungen sowie der
Dunnschichtchromatographien stellte sich heraus, dass der C. glutamicum-Typstamm
ATCC 13032 eine maximale Akkumulation der eingesetzten 50 bis 200 yM Methyl-
ammonium nach 30 Minuten Inkubation mit Methylammonium mit Aufnahmeraten von 5
bis 6 nmol min™ (mg TG)" zeigte. Bei Zugabe eines Uberschusses an Ammonium fand
nur noch Diffusion von Methylammonium statt, die durch ein Absinken der
Methylammoniumaufnahmerate auf 0,1 bis 0,6 nmol min™ (mg TG)" dargestellt wurde.
Nach Durchfihrung von Dinnschichtchromatographien wurde deutlich, dass
Methylammonium quantitativ umgesetzt wurde (Abbildung 6, Spur 1). In E. coli konnte
gezeigt werden, dass Methylammonium durch die Glutaminsynthetase zu 5-N-
Methylglutamin metabolisiert wird (Soupene et al., 1998).

Die amt-Deletionsmutante MJ2-38 war nicht mehr in der Lage, Methylammonium aktiv
aufzunehmen. Dies zeigte sich durch den Vergleich mit den Methylammoniumaufnahme-
raten des Wildtypstammes. MJ2-38 erreichte seine maximale Aufnahme von Methyl-
ammonium durch Diffusion mit einer Rate von 0,1 bis 0,4 nmol min” (mg TG)" erst nach
drei bis vier Stunden Inkubation. Die Diffusion von Methylammonium wurde, wie erwartet,
nicht durch die Zugabe von Ammonium gehemmt. Das AmtB-System, welches in der amt-
Mutante MJ2-38 weiterhin synthetisiert wird, ist offensichtlich nicht in der Lage, Methyl-
ammonium zu transportieren. Denn wenn AmtB ein zweites Membranpotenzial-abhangi-
ges Methylammoniumaufnahmesystem darstellte, sollte es auf einen Abbau des Mem-
branpotenzials mit einem Verlust der Aufnahmeaktivitat reagieren. Die Zugabe von CTAB,
das zur Permeabilisierung der Membran und dadurch zum Abbau des Membranpotenzials
fuhrt, resultierte aber nicht in einer Senkung der Methylammoniumaufnahmerate. 30 bis
50 % des durch Diffusion aufgenommenen Methylammoniums lieBen sich in DUnn-
schichtchromatographien als metabolisiert nachweisen (Abbildung 6, Spur 2). Moéglicher-
weise weist die Glutaminsynthetase in der amt-Deletionsmutante eine reduzierte Aktivitat
auf, wie dies auch schon fir K. pneumoniae gezeigt wurde (Castorph und Kleiner, 1984).

Die gInA-Deletionsmutante MJ4-26 verhielt sich ahnlich der amt-Deletionsmutante. Auch
sie nahm Methylammonium mit einer Rate von 0,1 nmol min™ (mg TG)™" auf und metaboli-
sierte es zu 30 bis 50 % (Abbildung 6; Spur 3).
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Abb. 6: Metabolisierung von Methylammonium

Autoradiogramm einer Dinnschichtchromatographie: Die C. glutamicum-Stamme ATCC 13032
(Spur 1), MJ2-38 (Spur 2), MJ4-26 (Spur 3) wurden mit ['*C]-Methylammonium inkubiert und ihre
Zellextrakte mit einer Dulnnschichtchromatographie aufgetrennt. Als Kontrolle wurde

["*C]-Methylammonium (Spur 4) aufgetragen.

Die Ergebnisse der Metabolismusuntersuchungen der glhA-Mutante MJ4-26 warfen die
Frage auf, warum die Methylammoniumaufnahmerate so gering war. Zum einen besteht
die Moglichkeit, dass aufgenommenes Methylammonium durch den fehlenden schnellen
Umsatz durch die Glutaminsynthetase durch Waschen der Filter wieder verloren gehen
kann (siehe Material und Methodenteil, Abschnitt 5.5). Diese Mdglichkeit konnte in dieser
Arbeit jedoch experimentell ausgeschlossen werden, da durch das Zahlen der Restradio-
aktivitat in den Waschfraktionen gezeigt werden konnte, dass nur 8 % der Radioaktivitat
durch Waschen der Filter verloren gingen. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass in
der glnA-Mutante das Amt-System nicht aktiv ist und so Methylammonium nur tber Diffu-
sion in die Zelle gelangen konnte. AuRerdem ware eine dritte plausible Erklarung, dass
die Glutaminsynthetase tatsachlich, wie von Soupene et al. (1998) gefordert, die treibende
Kraft der Methylammoniumaufnahme darstellt. Des weiteren fiel auf, dass in Zellextrakten
des glnA-Deletionsstammes MJ4-26, der keine Glutaminsynthetase-Aktivitat mehr aufwies
und folglich fur Glutamin auxotroph war (Jakoby et al., 1997), dennoch eine Metabolisie-
rung von Methylammonium stattfand. Die Glutaminsynthetase stellt offenbar nicht das

einzige Enzym dar, dass Methylammonium umsetzten kann. Allerdings war es daher mit
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diesen Experimenten auch nicht maoglich, zwischen einer Aktivitatsregulation des Amt-
Systems durch die Glutaminsynthetase oder einer Zugwirkung auf das Substrat des Amt-
Systems durch den Umsatz durch die Glutaminsynthetase zu unterscheiden. Zur Aufkla-
rung dieser Fragestellung wurden daher weitere Experimente durchgefihrt (siehe Ab-
schnitte 1.8 und 2.4).

Um die Metabolisierung von Methylammonium in der ginA-Mutante MJ4-26 zu umgehen
und eine Konzentrierung von Methylammonium in der Zelle zu erreichen, wurde versucht,
den GS / GOGAT-Weg der Ammoniumassimilation durch Zugabe des Glutaminanalogons
MSX zu blockieren. MSX hemmt in einer Konzentration von 10 mM die Reaktion der
Glutaminsynthetase vollstandig (K-Wert: 90 uM; Tesch et al., 1998). Die Assimilation von
Methylammonium durch die Glutamatdehydrogenase wurde durch die Wahl der gdh-De-
letionsmutante EB1 unterbunden. Der Stamm EB1 wurde Stickstoff-gehungert und 30
Sekunden bzw. 30 Minuten vor Zugabe von 100 pM ["C]-Methylammonium mit 100 mM
MSX inkubiert. Bei Zugabe von MSX sank die Methylammoniumaufnahmerate zwar auf
10 bis 20 % der Ausgangsrate ab, doch lie} sich anhand von Dunnschichtchromatogra-
pien immer noch ein vollstandiger Umsatz von Methylammonium nachweisen. Abbildung
7 zeigt ein Autoradiogramm einer Dinnschichtchromatographie von C. glutamicum EB1-
Zellextrakten ohne Zugabe von MSX (Spur 1) und mit Zugabe von MSX (30 Sekunden
bzw. 30 Minuten vor Inkubation mit [**C]-Methylammonium; Spur 2 bzw. Spur 3). Da es
nicht moglich war den Umsatz von Methylammonium in einer gdh-Deletionsmutante durch
Zugabe von MSX zu inhibieren, kann dies als Hinweis auf die Existenz einer weiteren
(Methyl-) Ammonium-umsetzenden Aktivitdt gesehen werden. So fanden Jakoby et al.
(1997) durch Southern-Hybridisierungen schon erste Hinweise auf das Vorhandensein
einer zweiten Glutaminsynthetase, deren Aktivitdt in der ginA-Deletionsmutante MJ4-26

allerdings nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 7: Die Metabolisierung von Methylammonium verlauft unabhangig von der
Glutamatdehydrogenase und vom GS / GOGAT-Weg

Autoradiogramm einer Dunnschichtchromatographie. Der gdh-Deletionsstamm EB1 wurde ohne

und mit Zugabe von MSX mit 100 pyM [14C]-Methylammonium inkubiert. Spur 1: ohne Zugabe von

MSX; Spur 2: Zugabe von 100 mM MSX 30 Sekunden vor der [**C]-Methylammoniumzugabe;

Spur 3: Zugabe von 100 mM MSX 30 Minuten vor der ['*C]-Methylammoniumzugabe. Als Kontrolle

wurde [14C]-Methylammonium (Spur 4) aufgetragen.

1.3 Kompetition der Methylammoniumaufnahme durch Zugabe von putativen

Substraten

Zur Diskriminierung der Funktion des Amt- und des AmtB-Systems war es interessant,
das Amt-System hinsichtlich eines breiteren Substratspektrums zu untersuchen. Dazu
wurden Methylammoniumaufnahmemessungen in Anwesenheit der 50fachen Konzentra-
tion verschiedener putativer Substrate durchgefiihrt. Je eine Minute vor Zugabe von 100
UM ["“C]-Methylammonium wurden die C. glutamicum ATCC 13032-Kulturen mit je 5 mM
Methylammonium, Dimethylammonium, Trimethylammonium, Tetramethylammonium,
Ethylammonium, Propylammonium oder Butylammonium inkubiert. Die Ergebnisse dieser
Messreihen sind als prozentuale Aufnahmeraten in Tabelle 4 aufgeflihrt. Einer relativen
Rate von 100 % entspricht hier der Aufnahmerate ohne Zugabe von zusatzlichem Sub-

strat von 24,3 nmol min™ (mg TG)™. Die Zugabe eines Uberschusses an nicht-radioakti-
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vem Methylammonium hemmte die ["*C]-Methylammoniumaufnahmerate wie erwartet
vollstandig. Auch Dimethylammonium wurde durch das Amt-Systems transportiert. Aller-
dings sanken mit zunehmender Anzahl an substituierten Methylgruppen der eingesetzten
Substanzen ihre Aufnahmeraten durch das Amt-System, so wurden Tri- und Tetramethyl-
ammonium nicht mehr aufgenommen. Ethylammonium stellte ebenso wie Dimethyl-
ammonium ein Substrat fur das Amt-System dar. Mit zunehmender Kettenlange (Propyl-
ammonium, Butylammonium) war allerdings durch Permeabilisierung der Zellen keine
Aufnahme mehr messbar. Das Amt-System besitzt also ein relativ breites Substratspek-
trum, das sich neben den Substraten Ammonium und Methylammonium auch auf Di-
methylammonium und Ethylammonium erstreckt.

In Wachstumsexperimenten zeigte sich, dass von diesen Substraten nur Ammonium als
Stickstoffquelle genutzt werden konnte. Die Methylammonium-, Dimethylammonium- und
Ethylammoniumaufnahme durch das Amt-System haben daher fir C. glutamicum unter
natirlichen Bedingungen wahrscheinlich keine Bedeutung oder diese Substrate werden

nur zusammen mit anderen Metaboliten kometabolisiert.

Tab. 4: Inhibition der ['*C]-Methylammonimaufnahmerate durch Zugabe
verschiedener Amine.

Die relative [14C]-Methylammoniumaufnahmerate bezieht sich auf die Aufnahme von [14C]-Methyl-

ammonium ohne Zugabe von zusatzlichem Substrat. Eine Aufnahmerate von 24,3 nmol min”' (mg

TG)'1 wurden als 100 % definiert. nf.: nicht feststellbar; kein Transport messbar wegen einer Per-

meabilisierung der Zellen.

Substrat Relative Methylammoniumaufnahmerate [%)]
ohne 100 +4
Methylaminhydrochlorid 3+0
Dimethylaminhydrochlorid 35+2
Trimethylaminhydrochlorid 93+3
Tetramethylaminhydrochlorid 99 +1
Ethylamin 6+0
Propylamin n. f.

Butylamin n. f.
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1.4 Inhibierung der Methylammoniumaufnahme durch Ammonium

Das einzige Substrat des Ammoniumtransporters Amt, das von der Zelle verwertet wird,
ist Ammonium, dessen direkte Aufnahmekinetik jedoch experimentell schlecht zuganglich
ist, da ein geeignetes Radioisotop fehlt. Um die kinetischen Parameter zu ermitteln, wurde
daher die Inhibitionskonstante K; der Methylammoniumaufnahme fir das kompetitierende
Substrat Ammonium ermittelt.

In [*C]-(Methyl-)Ammoniumaufnahmemessungen wurde die ['*C]-Methylammoniumkon-
zentration mit 50 yM konstant auf den apparenten K,-Wert der Methylammonium-
aufnahme eingestellt und steigende Mengen Ammonium zugegeben. Aus der
Inhibierungskinetik in Abbildung 8 ist zu entnehmen, dass durch die Zugabe von
Ammonium bis zu einer Endkonzentration von bis zu 2 yM keine Hemmung, bei héheren
Ammoniumendkonzentrationen jedoch eine starke Inhibierung der Methylammoniumauf-
nahme stattfand. Aus Abbildung 8 kann eine halbmaximale Inhibierung der Methyl-
ammoniumaufnahme des Amt-Systems fir Ammonium von 5 uM abgeleitet werden. Aller-
dings deutet der Verlauf der Inhibierungskinetik auf die Existenz eines zweiten
Ammoniumaufnahmesystems hin, da keine vollstandige Hemmung der Aufnahme erreicht
wurde. Ob es sich bei dem zweiten Ammoniumaufnahmesystem um das AmtB-System

handelte, wurde im folgenden untersucht (Abschnitt 1.7).
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Abb. 8: Inhibition der ['*C]-Methylammoniumaufnahme durch Ammonium

Durch Auftragung der Methylammoniumaufnahmerate in Abhangigkeit der zugesetzten

Ammoniumkonzentration konnte ein K-Wert der Methylammoniumaufnahmerate fir Ammonium

von 5 uM graphisch ermittelt werden.

1.5 Regulation der amt-und amtB-Transkription in Abhangigkeit des externen pH-
Wertes

In dieser Arbeit wurden bisher Argumente fir einen aktiven Transport von (Methyl-)-
Ammonium durch das Amt-System ermittelt. Um die Argumentation zu vervollstandigen,
war es aber zusatzlich wichtig, Informationen lber die amt-Expression unter unterschied-
lichen Bedingungen miteinzubinden. Es ist bekannt, dass die Repression der amt-Trans-
kription unter Stickstoffmangelbedingungen aufgehoben wird (Jakoby et al., 2000). Falls
es sich bei dem corynebakteriellen Amt-System ebenso um einen Facilitator der
Ammoniakaufnahme handeln sollte wie bei dem AmtB-System in E. coli (Soupene et al.,
1998), ware es physiologisch sinnvoll, wenn die amt-Expression bei einem niedrigen pH-
Wert des Mediums anstiege, da unter diesen Bedingungen die Ammoniakdiffusion limitie-
rend wird und mehr Protein zur Erleichterung der Diffusion synthetisiert werden musste.
Handelt es sich jedoch um den Transport von (Methyl-)Ammonium, so ist keine erhéhte
Expression des amt-Gens bei niedrigen pH-Werten zu erwarten. Zur Untersuchung dieser

Fragestellung wurde Gesamt-RNA aus Stickstoff-versorgten und Stickstoff-gehungerten
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ATCC 13032-Kulturen bei einem pH-Wert des Mediums von 6,0 bzw. 7,0 prapariert und in
Northern-Hybridisierungsexperimenten eingesetzt. Die Ergebnisse der Northern-Hybridi-
sierungen sind in Abbildung 9 dargestellt. Die RNA-Konzentrationen in den verschiedenen
Proben wurden durch eine Inkubation der Gesamt-RNA-Extrakte mit einer 16S rRNA-Anti-
sense-Sonde (Abbildung 9 C) Uberprift und erwiesen sich als konstant. Wurden Gesamt-
RNA-Extrakte mit einer amt-Antisense-Sonde (Abbildung 9 A) behandelt, so zeigte sich
keine Expression nach Wachstum in Stickstoff-haltigen CgC-Medium (Spur 1). Nach In-
kubation unter Stickstoffmangelbedingungen bei einem pH-Wert des Mediums von 6,0
(Spur 2), liel sich nur ein sehr schwaches Signal detektieren, wohingegen nach Inkuba-
tion in Medium mit einem pH-Wert von 7,0 (Spur 3) ein deutliches Signal erschien. Diese
Ergebnisse bestdtigen zum einen die Erwartung, dass die amt-Expression nur unter
Stickstoffmangelbedingungen stattfindet, zeigen aber auch, dass das amt-Gen bei niedri-
gen pH-Werten des Mediums kaum exprimiert wird und bilden so ein weiteres Argument
gegen die Theorie der Ammoniakdiffusion durch das Amt-System.

Wurden die Gesamt-RNA-Extrakte jedoch mit einer amtB-Antisense-Sonde inkubiert, so
zeigte sich ein vollig anderes Expressionsmuster (Abbildung 9 B): Eine sehr geringe
amtB-Expression fand auch in Stickstoff-haltigem Medium statt. Unter Stickstoffmangel-
bedingungen wurde unabhangig vom pH-Wert des Mediums eine starke Expression be-
obachtet. Das AmtB-System erflllt so eher die Anforderungen, die an einen putativen

Ammoniakfacilitator gestellt werden.
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Abb. 9: Expression der Gene amt und amtB
Northern-Hybridisierung mit Gesamt-RNA-Extrakten aus C. glutamicum ATCC 13032. Spur 1:

Nach Wachstum der Kulturen in Stickstoff-haltigem Medium; Spur 2: Nach Inkubation der Kulturen

in Stickstoff-freiem Medium bei einem pH-Wert von 6,0; Spur 3: Nach Inkubation der Kulturen in
Stickstoff-freiem Medium bei einem pH-Wert von 7,0; A: Hybridisierung mit einer amt-Antisense-
Sonde; B: Hybridisierung mit einer amtB-Antisense-Sonde; C: Hybridisierung mit einer 16S rRNA-

Sonde.

1.6 Der pH-Wert hat keinen Einfluss auf das Wachstum von C. glutamicum-

Stammen bei verschiedenen Ammoniumkonzentrationen

Zur Analyse der genauen Funktionen des Amt- und des AmtB-Systems, bzw. des Kon-
zeptes der Ammoniumaufnahme in C. glutamicum, wurden Wachstumsexperimente bei
verschiedenen pH-Werten und mit verschiedenen Ammoniumkonzentrationen im Medium
durchgefuhrt. Diese Versuche basierten auf der Hypothese, dass bei einem niedrigen pH-
Wert die Konzentration der unprotonierten Form des Ammoniums, des Ammoniaks, sehr
gering ist und die Diffusion bzw. die Aufnahme von Ammoniak als Substrat limitierend
wird (Soupene et al., 1998). Aus diesem Grund wurde, falls Ammoniak die transportierte
Spezies darstellte, ein Unterschied im Wachstum von C. glutamicum-Wildtyp-Kulturen und
amt- bzw. amtB-defizienter Stamme erwartet. Der C. glutamicum-Wildtypstamm ATCC
13032, die amt-Deletionsmutante MJ2-38, die amitB-Deletionsmutante LN-1.1 und die
amt-amtB-Deletionsmutante LN-1.2 wurden nach Anzucht in Minimalmedium in Stickstoff-
freiem Minimalmedium (CgCoCN-Medium) mit verschiedenen Ammoniumkonzentrationen
(0,05; 0,1; 1 und 5 mM Ammoniumchlorid) und bei verschiedenen pH-Werten (pH 6,0; 6,5;



lll. Ergebnisse 44

7,0; 7,5; 8,0) Uber sechs bis acht Stunden inkubiert und stiindlich das Wachstum der Kul-
turen verfolgt. In Tabelle 5 sind die Verdopplungszeiten der jeweiligen Stamme unter den

relevanten Bedingungen aufgelistet.

Tab. 5: Wachstum bei Zugabe verschiedener Ammoniumkonzentrationen

Verdopplungszeiten der C. glutamicum-Stamme ATCC 13032, MJ2-38, LN-1.1 und LN-1.2 bei
Wachstum in Minimalmedium mit Ammoniumkonzentrationen von 0,05 mM, 1 mM und 5 mM. Bei
Wachstum mit Ammoniumkonzentrationen von 0,05 und 1 mM wurden zusatzlich die pH-Werte des
Mediums von 6,5 bis 8,0 variiert. Aufgetragen sind die Mittelwerte der Verdopplungszeiten der
jeweiligen Stdmme. Die aufgefiihrten End-ODs geben die Abweichungen der verschiedenen
Stdmme bei Wachstum in Medium mit unterschiedlichen pH-Werten wieder. Die Wachstumsexpe-
rimente wurden mit Zellkulturen einer ODggg von 0,5 bzw. bei einer Ammoniumkonzentration von 5
mM mit einer ODgoo von 1 begonnen. Innerhalb von sechs Stunden verdoppelte sich die Zellzahl
bis zu zweimal. Nach sechs Stunden war das zugesetzte Ammonium aufgebraucht und die

Kulturen traten in die stationare Phase ein.

Ammoniumkon- End-
zentration [mM] ATCC 13032 MJ2-38 LN-1.1 LN-1.2 ODgoo

Verdopplungszeit [h]

0,05 4,0 4,0 4,0 3,5 1+0,1
1 3,0 3,0 - - 1,5+0,2

Verdopplungszeit [h] nach 3-stiindigem Stickstoffmangel

1 4,0 3,5 4,0 4,0 1,5
5 2,0 1,5 1,5 1,5 4,0

Bei einem pH-Wert von 6,0 war generell kein Wachstum der Stamme mehr mdglich.
Aulerdem lielden sich keine signifikanten Wachstumsunterschiede im Vergleich der vier
Stdmme zueinander und im Vergleich ihrer Wachstumsraten bei pH-Werten des Mediums
zwischen 6,5 und 8,0 erkennen. Die Wachstumsrate war unter den getesteten Bedingun-
gen ausschliellich von der zugesetzten Ammoniumkonzentration abhangig. Bei Zugabe
von nur 0,05 yM Ammonium kam es insgesamt nur zu einer Verdopplungen innerhalb von
sechs Stunden, wohingegen es bei einer Zugabe von 5 mM Ammonium zu zwei Ver-
dopplungen der Zellzahl innerhalb von drei Stunden kam. Nach dieser Zeit konnte kein
Ammonium mehr im Medium nachgewiesen werden, wodurch die Stagnation des
Wachstums zu erklaren ist. Die ahnlichen Verdopplungszeiten der vier Stamme bei

Wachstumsexperimente mit niedrigen Ammoniumkonzentrationen, entsprachen nicht der
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Annahme, dass durch den Verlust von Ammoniumtransportern, die Ammoniumaufnahme
durch Diffusion limitierend wird und dadurch ein Wachstumsnachteil der Mutanten im Ver-
gleich zum Typstamm ATCC 13032 entstehen sollte. Es stellte sich daher die Frage, in-
wiefern unter diesen Bedingungen tatsachlich die Stagnation der Wachstumsrate mit einer
fehlenden Ammoniumaufnahme zusammenhangt. Um dies zu Uberprifen wurden die
Kulturen nach Anzucht in Minimalmedium mit Stickstoffquellen in Minimalmedium ohne
jegliche extern zugesetzte Stickstoffquelle fir drei Stunden inkubiert und dabei die Zu-
nahmen der optischen Dichten verfolgt. Flr eine kurze Zeit wurde eine ahnliche Wachs-
tumsrate wie bei Zugabe von 0,05 mM Ammonium erreicht (eine Verdopplung in vier
Stunden), bevor das Zellwachstum in die stationare Phase eintrat. Offensichtlich ist
C. glutamicum in der Lage, fir eine kurze Zeit den Effekt des Ammoniummangels zu um-
gehen, indem es intrazellular angehaufte Stickstoffquellen wie Glutamat und Glutamin
mobilisiert. Es wurden bis zu 200 mM internes Glutamat (Kramer und Lambert, 1990) und
50 mM internes Glutamin (Tesch et al., 1999) in C. glutamicum-Zellen, gezogen in
Minimalmedium, nachgewiesen. Wachstumsexperimente stellen offensichtlich in
C. glutamicum keine Mdoglichkeit dar, die physiologische Rolle der Amt- und AmtB-

Systeme zu unterscheiden.

1.7 Messungen der Ammoniumaufnahme verschiedener C. glutamicum-Stamme

Zur Aufklarung des Unterschiedes zwischen dem Amt- und dem AmtB-System und zur
Zuweisung einer Funktion flir das AmtB-System, wurde die Abnahme von Ammonium im
Medium mit Hilfe einer Ammonium-Elektrode direkt bestimmt (siehe Material und Metho-
den, Abschnitt 5.4.2). Auf diese Weise war es auch mdglich, die Effekte durch intern ge-
speichertes Glutamat und Glutamin zu umgehen. Die C. glutamicum-Stamme
ATCC 13032, MJ2-38, LN-1.1 und LN-1.2 wurden in Stickstoff-haltigem Minimalmedium
angezogen und dann fur drei Stunden in Stickstoff-freiem Minimalmedium inkubiert, um
die internen Stickstoffvorrate zu abzubauen. Dann wurden die Kulturen mit einer opti-
schen Dichte von 5 mit Ammoniumchlorid auf eine Endkonzentration von 200 uM
Ammonium gebracht und Uber einen Zeitraum von zehn Minuten in Minutenabstanden
Proben der Kulturen entnommen und abfiltriert. Die Ammoniumkonzentrationen der Fil-
trate wurden dann mit Hilfe einer Ammonium-Elektrode bestimmt und die Abnahmen der
Ammoniumkonzentrationen in Abhangigkeit von der Zeit ermittelt (siehe Abbildung 10).
Aus den linearen Anfangsbereichen der Abnahmekinetiken wurden die Ammoniumauf-
nahmeraten errechnet. So ergab sich flr den Wildtypstamm ATCC 13032 eine Rate von
etwa 9 nmol min” (mg TG)". Diese Rate stimmt mit den gemessenen Methylammonium-

aufnahmeraten Uberein (Abschnitte 1.1 und 1.2). Die Transportraten der amt- und amtB-
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Deletionsmutaten MJ2-38 und LN-1.1 betrugen 7 und 8 nmol min” (mg TG)™. Fiir die amt-
amtB-Doppelmutante LN-1.2 zeigte sich eine biphasische Abnahme der Ammoniumkon-
zentration in den Filtraten. Direkt nach der Zugabe von Ammonium wurde es mit einer
Rate von etwa 5 nmol min™ (mg TG)™ bis zur einer Konzentration von 65 pM Ammonium
im Medium aufgenommen. Bei Ammoniumkonzentrationen geringer als 65 yM fand keine
Aufnahme mehr statt. Diese Daten lassen folgende Schlussfolgerungen zu: 1. Da die amt-
Deletionsmutante MJ2-38 und die amitB-Deletionsmutante LN-1.1 vergleichbare
Ammoniumaufnahmeraten aufweisen, kann ein Defekt des Amt-Systems offensichtlich
durch das AmiB-System komplementiert werden und ebenso ein Defekt des AmtB-
Systems durch das Amt-System ausgeglichen werden. 2. Da die amt-amtB-Doppel-
mutante LN-1.2 eine geringere Ammoniumaufnahmerate zeigt als die amtB-Mutante
LN-1.1, stellt das AmtB-System offenbar ein Ammonium-spezifisches Aufnahmesystem
dar. Ein ahnliches Szenario zeigt sich bei Rhodobacter sphaeroides (Cordts und Gibson,
1987). Auch hier fand man eine Ammonium-spezifische-Permease neben einer Methyl-
ammonium-Ammonium-Permease. 3. Es besteht die Mdglichkeit der Existenz eines
dritten niedrigaffinen Ammoniumtransporters (AmtN), da in der Doppelmutante LN-1.2 bis
zu 65 yM Ammonium noch eine deutliche Aufnahme von Ammonium verfolgt werden
konnte. AuRerdem zeigte sich bei der Genom-Sequenzierung von C. gutamicum durch die
Degussa-Hiils AG ein offenes Leseraster mit Ahnlichkeiten zu den amt- und amtB-Se-
quenzen. Moglicherweise wird also durch dieses offene Leseraster ein weiteres Gen flr

ein Ammoniumaufnahmesystem kodiert.
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Abb. 10: Bestimmung der Ammoniumaufnahme in verschiedenen C. glutamicum-
Stammen

Abnahme der Ammoniumkonzentration in Abhangigkeit von der Zeit in Kulturiberstdnden der
C. glutamicum-Stamme ATCC 13032, MJ2-38, LN-1.1 und LN-1.2.

1.8 Ermittlung des apparenten K, -Wertes fiir den Methylammoniumumsatz durch

die Glutaminsynthetase

Um die Affinitdt des Ammoniumtransporters Amt im Vergleich zu der Affinitat der
Glutaminsynthetase zu dem Substrat Methylammonium zu untersuchen, wurde der appa-
rente K,-Wert der Glutaminsynthetase flir Methylammonium ermittelt. Der K,-Wert der
Glutaminsynthetase aus C. glutamicum fur Ammonium wurde durch Tachiki et al. (1981;
1983) auf 1,1 bis 5 mM bestimmt. Zur Ermittlung des K,-Wertes der Glutaminsynthetase

fur Methylammonium in C. glutamicum wurden Zellextrakte aus Stickstoff-gehungerten
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ATCC 13032-Kulturen hergestellt und ihre Glutaminsynthetase-Aktivitadten in Abhangigkeit
von der Zugabe steigender Methylammoniumkonzentrationen bestimmt. Es wurde Methyl-
ammonium in einem Konzentrationsbereich von 10 pM bis 10 mM in die Aktivitatstests
eingesetzt. Es konnte aber mit der Zugabe steigender Methylammoniumkonzentrationen
keine Verminderung der Glutaminsynthetase-Aktivitat beobachtet werden. Alle ermittelten
spezifischen Glutaminsynthetase-Aktivitaten lagen in einem Bereich zwischen 0,7 und 0,9
U min”" mg™. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Glutaminsynthetase
entweder eine sehr niedrige Affinitat zu Methylammonium aufweist (der K,-Wert flr
Methylammonium ist grof3er als 10 mM) oder es gar nicht als Substrat akzeptiert. Es lasst
sich daher schlussfolgern, dass der Metabolismus durch die Glutaminsynthetase keine
Zugwirkung auf die Aufnahme von Methylammonium durch das Amt-System haben kann,
wie es von Soupene et al. (1998) fir AmtB aus E. coli gefordert wurde, da der apparente
Kn-Wert der corynebakteriellen Glutaminsynthetase flir Methylammonium Utber 10 mM

liegen muss.
2. Regulation des Amt-Systems auf Aktivitiatsebene

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde auf den Mechanismus der (Methyl-) Ammoniumauf-
nahme durch das Amt-System eingegangen. Bei der Untersuchung des
Methylammoniummetabolismus wurde deutlich, dass Methylammonium sofort fixiert wird.
Unter den untersuchten Stickstoffmangelbedingungen sollte die Assimilation durch die
Glutaminsynthetase katalysiert werden. Um nach der Membranpotenzial-abhangigen Auf-
nahme von (Methyl-) Ammonium einen Abbau des Protonenpotenzials durch einen ,futile
cycle® zu verhindern erscheint, ist eine regulatorische Interaktion der Glutaminsynthetase
mit dem Ammoniumtransporter physiologisch sinnvoll. Jakoby (1998) fand tatsachlich
erste Hinweise auf eine putative Protein-Protein Wechselwirkung zwischen dem Amt-
System und der Glutaminsynthetase. Im folgenden wurde in dieser Arbeit die Regulation
der Ammoniumassimilation durch eine geforderte Protein-Protein Wechselwirkung zwi-

schen der Glutaminsynthetase und dem Amt-System untersucht.

2.1 Untersuchung der Topologie des Amt-Systems

Die Klarung der Topologie des Amt-Systems und seiner Orientierung in der Membran
stellte eine wichtige Grundlage zur Identifizierung potenziell interagierender Proteinberei-
che in spateren Wechselwirkungsstudien mit der Glutaminsynthetase dar. Jakoby (1998)
konnte mit Hilfe von Aminosauresequenzanalysen zeigen, dass der carboxyterminale Be-

reich des Amt-Systems hohe Ahnlichkeit zu der Aminosauresequenz des aktiven Zen-
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trums der Glutaminsynthetase aufweist (41 % Sequenzidentitat Gber einen Bereich von 44
Aminosaureresten). Bezugnehmend auf die Topologie des AmtB-Systems aus E. coli
(Thomas et al., 2000), bei dem der Carboxyterminus im Zytoplasma lokalisiert ist, wurden
computergestiitzte Topologievorhersagen fir das Amt-System aus C. glutamicum erstellt.
Nach diesen Vorhersagen besitzt das Amt-System entweder 11 Transmembranhelices mit
einem hydrophilen, zytoplasmatischen Carboxyterminus (,DAS“ - Transmembrane Pre-
diction Server und Top Pred 2, Protein Prediction Server, Universitat Stockholm [von
Heinje, 1992]) oder 10 Transmembranhelices und eine extrazytoplasmatische, car-
boxyterminale Extension (PHDThtm, Phd Topology, EMBL, Heidelberg). In beiden Topo-
logievariationen werden die Helices 1 bis 7 flir ahnliche Aminosauresequenzabschnitte
vorhergesagt. Die Modelle unterscheiden sich in der Vorhersage der Helix 8. Im 10-
Transmembranhelicesmodell bilden die Aminosaurereste 265 - 292 eine Helix (Helix 8,
siehe Abbildung 11). Im 11-Transmembranhelicesmodell bilden entweder die Amino-
saurereste 259 - 279 und 284 - 304 (Top Pred 2) bzw. 272 - 273 und 285 - 298 (,DAS")
die Helices 8a und 8b. In allen Vorhersageprogrammen wurde der Aminoterminus des
Amt-Systems als extrazytoplasmatisch bestimmt.

Befindet sich die carboxyterminale Extension im Zytoplasma, so ware sie ein mdglicher
Angriffspunkt fur die Aktivitatsregulation des Amt-Systems durch die Glutaminsynthetase.
Befindet sie sich extrazellular, so kdnnte sie eventuell an der extrazellularen Substratbin-
dung beteiligt sein. Zur Aufklarung der Topologie des Amt-Systems wurden phoA- und
lacZ-Fusionen eingesetzt. Das amt-Gen wurde daflir aus dem Plasmid pUCdppc mit den
Enzymen Hindll - MIuNI, Hindll - Avill, Hindll - Bglll und Hindll - Sacl ausgeschnitten
(siehe Abbildung 11), in die Vektoren pPA4 (Smal und Pmll bzw. Smal und Hpal ge-
schnitten) und pJL30 bzw. pJL28 (Smal geschnitten) ligiert und in die E. coli Stamme
JM109 (AlacZ) bzw. CP79phoA (AphoA) transformiert.

Topologieuntersuchungen an Membranproteinen mittels alkalischer Phosphatase (phoA,
auf dem Vektor pPA4 kodiert) beruhen auf der Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat
der alkalischen Phosphatase von ihrer zellularen Lokalisation (Manoil und Beckwith,
1985). Die alkalische Phosphatase zeigt nur im Periplasma hohe Aktivitdt und ist im
Zytoplasma inaktiv, da dort die Ausbildung von Disulfidbriicken nicht mdglich ist und somit
keine korrekte Faltung erfolgen kann (Derman und Beckwith, 1991). Bei der phoA-Ana-
lyse von Membranproteinen verwendet man das phoA-Gen aus E. coli ohne Promotor und
Signalsequenz als Reportergen. Werden die Fusionen aus Membranproteinbereichen und
der alkalischen Phosphatase Uber die Zytoplasmamembran aus der Zelle geschleust, so
ist die alkalische Phosphatase funktionell und wandelt die chromogene Substanz XP
(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat) zu 5-Bromo-4-Chloroindoxyl um, das an der Luft

zu dem blauen Farbstoff 5,5-Dibromo-4,4‘-Dichlorindigo oxidiert.
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Die B-Galaktosidase (/lacZ, auf dem Vektor pJL30 kodiert) ist im Gegensatz zu der alkali-
schen Phosphatase nur innerhalb der Zellen aktiv (Michaelis und Beckwith, 1982;
Beckwith und Silhavy, 1983) und wandelt dort XG (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-D-
Galaktopyranosid) in einen blauen Farbstoff um. In Plattentests wurde Uberprift, ob die
pJL30amt-Konstrukte transformiert in den Stamm JM109 bzw. die pPA4ami-Konstrukte
transformiert in den Stamm CP79phoA auf LB-Platten mit XG bzw. XP eine Blaufarbung

zeigen oder weil} blieben (siehe Tabelle 6).

Tab. 6: Genfusionen zur Aufklarung der Topologie des Amt-Systems
Farbung lacZ-amt und phoA-amt exprimierender E. coli-Zellen im Plattentest auf XG- und XP-

haltigen Platten.

amt-Sequenz B-Galaktosidase alkalische Phosphatase
Hindll - MIuNI blau weil}

Hindll - Avill - blau

Hindll - Sacl blau weild

Hindll - Bglll weil} -

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgende Topologie des Amt-Systems ableiten (siehe
Abbildung 11): Im Einklang mit der computergestiitzten Topologievorhersage PHDThtm
(Phd Topology, EMBL, Heidelberg) befindet sich die aminoterminale Extension extra-
zytoplasmatisch (Hindll - Bglll - Konstrukte). Mit Hilfe des Hindll - Avill-Konstruktes lie
sich die carboxyterminale Extension ebenfalls als extrazytoplasmatisch nachweisen.
Diese Extension steht daher nicht fir eine Wechselwirkung mit der Glutaminsynthetase
zur Verfigung. Durch die lacZ- und phoA-Analysen wird zusammenfassend das 10-
Transmembranhelicesmodell fliir das Amt-System bestatigt, wobei die genaue Topologie
der Helices 3 bis 9 nicht experimentell Uberprift wurde und auf computergestiitzten Vor-

hersagen basiert.
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Abb. 11: Das Topologiemodell des Amt-Systems

Die computergestiitzte Vorhersage durch das Programm PHDThtm (Phd Topology, EMBL) wurde
durch phoA- und lacZ-Fusionen gestiitzt. Die Aminosaurereste D5, M44, L360 und R387 entspre-
chen auf Nukleotidsequenzbasis den Schnittstellen der Restriktionsenzyme Bglll, Sacl, MIuNI und

Auvill. Thre Lokalisation wurde experimentell Gberpruft.

Ausgehend von verschiedenen computergestitzten Topologievorhersageprogrammen
wurden auch flr den Ammoniumtransporter AmtB verschiedene Topologiemodelle erstellt:
So wurden von PHDhtm (EMBL, Heidelberg) und ,DAS* (Transmembrane-Prediction-Ser-
ver) 10 Transmembranhelices vorhergesagt. PHDhtm legte analog zu der Topologie des
Amt-Systems die aminoterminale und die carboxyterminale Region als extrazytoplasma-
tisch fest. Das Programm meta-Tmhnm (EMBL, Heidelberg) dagegen sagte fir das AmtB-
System 11 Transmembranhelices mit einer zytoplasmatischen, carboxyterminalen Exten-
sion voraus. Analog zu den Vorhersagen fir das Amt-System stimmen die Vorhersagen
fur die verschiedenen Modelle in den Helices 1 bis 7 und 9 und 10 Uberein. Im 11-Trans-
membranhelicesmodell werden in der Region um die achte Helix jedoch 2 Helices 8a und

8b vorhergesagt (Aminosauresequenz 289 - 307 und 311 - 329).
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2.2. Isolierung der Glutaminsynthetase und Gewinnung eines polyklonalen

Antiserums

Fur eine immunologische Nachweisbarkeit der Glutaminsynthetase in Expressionsstudien,
war es notwendig, ein polyklonales Antiserum gegen die Glutaminsynthetase aus
C. glutamicum herzustellen. Aus diesem Grund wurde die Glutaminsynthetase heterolog
in E. coli produziert und isoliert. Zur Reinigung der Glutaminsynthetase kamen verschie-

dene Systeme zur Anwendung.

2.2.1 Isolierung der Glutaminsynthetase als MBP-Fusionsprotein

Das ,Protein Fusion & Purification System®“ von New England Biolabs wurde, wie unter
Abschnitt 5.8.1 im Material und Methodenteil fir AmtR beschrieben, auch zur Reinigung
der Glutaminsynthetase eingesetzt. Das g/inA-Gen wurde mittels PCR mit den Oligo-
nukleotiden scag/hA und xbaglnhA amplifiziert und konnte durch die Einfilhrung von Re-
striktionsendonuklease-Schnittstellen (5-Scal und 3'-Xbal) nach Zwischenklonierung in
den Vektor pUC19 (ergab das Plasmid pUC19gI/nA) in den Vektor pMAL-c2 eingeflihrt
werden. Das entstandene Plasmid pMg/inA wurde in den E. coli-Stamm DH5amcr trans-
formiert und die Fusion aus MBP und Glutaminsynthetase durch Zugabe von IPTG Uber-
produziert. Das Fusionsprotein stellte etwa 30 % des Gesamtproteingehalts dar. Dies ent-
sprach etwa 17 mg Fusionsprotein pro Liter Kultur. Nach Aufschluss der Zellen und Auf-
tragung der Zellextrakte auf eine Amylosesaule, wurde die Fusion aus MBP und
Glutaminsynthetase durch Zugabe von Puffer mit 10 mM Maltose eluiert. In den Elutions-
fraktionen konnten mittels SDS-PAGE Proteinbanden mit einer molekularen Masse von
etwa 100 kDa, die der Masse des Fusionsproteins entsprachen, nachgewiesen werden.
Allerdings waren alle Elutionsfraktionen mit unspezifischen E. coli-eigenen Proteinen ver-
unreinigt, die sich auch nicht durch Anderung des Reinigungsprotokolls abtrennen lieRen.
Zur Trennung des Fusionproteins in MBP und Glutaminsynthetase wurde die Fusion mit
der Endoprotease Faktor Xa behandelt, die aufgrund der Klonierungsstrategie eine
Schnittstelle am Carboxyterminus des MBP nach der Erkennungssequenz lle - Glu - Gly -
Arg besitzt. Nach erfolgreicher Spaltung in das MBP (42 kDa) und die Glutaminsynthetase
(56 kDa; Park et al., 1989) wurde die Glutaminsynthetase durch elektrophoretische Auf-

trennung von allen anderen Proteinen separiert.
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2.2.2 Isolierung der Glutaminsynthetase durch Elektroelution und Erzeugung eines

polyklonalen Antiserums

Zur vollstandigen Reinigung der Glutaminsynthetase mit dem Ziel der Antikérperproduk-
tion, wurde die Glutaminsynthetase wie unter Abschnitt 2.2.1 beschrieben produziert,
mittels einer Amylosesaule vorgereinigt und durch Proteolyse von dem MBP getrennt.
Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine, wurden die Banden, die einer mole-
kularen Masse von 56 kDa entsprachen und somit die Glutaminsynthetase darstellten,
ausgeschnitten und elektroeluiert. Nach Lyophilisierung wurden 0,75 mg Glutamin-
synthetase zur Erzeugung eines polyklonalen Antiserums zu Pineda Antikdrper-Service
gesandt. Dort wurden zwei Meerschweinchen gegen die corynebakterielle Glutamin-
synthetase immunisiert und das Serum am 85. Tag der Immunisierung entnommen. Das
Antiserum gegen die Glutaminsynthetase konnte erfolgreich in einer Verdinnung von
1/10.000 fir den spezifischen Nachweis der Glutaminsynthetase in C. glutamicum-
Zellextrakten nach Anzucht auf Minimalmedium (mit oder ohne Stickstoffquellen)
eingesetzt werden. In C. glutamicum-Zellextrakten kommt es zu keiner definierten
Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen. Zum Nachweis von heterolog in E. coli
produzierter Glutaminsynthetase ist das Antiserum jedoch nicht einsetzbar, da es mit
vielen E. coli-eigenen Proteinen unspezifisch reagiert. Kreuzreaktionen von Antiseren mit
E. coli-eigenen Proteinen treten sehr haufig auf, da es generell schwierig ist, Tiere steril

aufzuziehen.

2.2.3 Reinigung der Glutaminsynthetase aus C. glutamicum-Zellextrakten

Streicher und Tyler (1980) beschreiben eine Methode zur Isolierung nativer Glutamin-
synthetase aus Zellextrakten durch Fallungen der Proteine mit PEG und anschlieenden
Zentrifugationsschritten. Nach dieser Methode konnte die Glutaminsynthetase aus Stick-
stoff-gehungerten C. glutamicum ATCC 13032-Zellen isoliert und mittels Western-Hybridi-
sierung nachgewiesen werden. Es fiel auf, dass die Glutaminsynthetase in einer SDS-
PAGE und bei Western-Hybridisierungen immer als Doppelbande auftrat. Das gleiche
Phanomen wurde auch bei Klebsiella aerogenes beobachtet und mit der Existenz der
adenylylierten und der undadenylylierten Form der Glutaminsynthetase in den Extrakten
erklart (Streicher und Tyler, 1980).
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2.3 Reinigung des Repressors der amt-Transkription AmtR und Herstellung eines

polyklonalen Antiserums

Der Transkriptionsregulator AmtR reprimiert bei Stickstoffliberschuss die Expression des
amt-Gens und einiger anderer Gene, die bei der Stickstoffregulation eine Rolle spielen
(Jakoby et al., 2000). AuBerdem stellt AmtR einen putativen Wechselwirkungspartner fir
das P,-Protein dar, indem er moéglicherweise an der Signalweiterleitung zu P, beteiligt ist.
Des weiteren ist fur das PTS-System aus E. coli bekannt, dass Transkriptionsregulatoren
auch auf Ebene der Aktivitatsregulation wirken kénnen (Zeppenfeld et al., 2000). So ware
es moglich, dass AmtR nicht nur die Transkription des amt-Gens unter Stickstofflber-
schussbedingungen reprimiert, sondern auch mit dem Transporter Amt selber wechsel-
wirkt. AmtR ist also ein globaler Regulator des Stickstoffkontrollsystems, dessen Isolie-
rung in aktiver Form eine wichtige Voraussetzung fur die Durchfihrung von DNA-Binde-

studien und Protein-Protein Wechselwirkungsanalysen darstellte.

2.3.1 Reinigung des Repressors der amt-Transkription AmtR

Zur Reinigung von AmtR wurde wie im Material und Methodenteil unter Abschnitt 5.8 be-
schrieben, das ,Protein Fusion & Purification System“ von New England Biolabs einge-
setzt. Die Uberproduktion der Proteinfusion war in dem proteasedefizienten E. coli-Stamm
BL21 mdglich. Hier konnten durchschnittlich 80 mg Fusionsprotein pro Liter Kultur mit
Hilfe einer Amylosesaule gereinigt werden. Nach Proteolyse der Fusion und Ankonzen-
trierung der Proteine war eine eingeschrankte Trennung von MBP und AmtR Uber Gelfil-
tration maoglich, da beide Proteine um eine Fraktion versetzt zueinander in denselben
Fraktionen eluierten. Eine SDS-PAGE, die den Verlauf der Reinigung dokumentiert, ist in
Abbildung 12 dargestellt. Man erkennt deutlich die Proteinbande bei etwa 60 kDa, die der
Masse der Uberproduzierten Proteinfusion entspricht (Spur 3). Nach Durchflihrung einer
Affinitatschromatographie mit Hilfe einer Amylosesaule wurde das Fusionsprotein in sau-
berer Form eluiert (Spur 4) und konnte mit Hilfe des Faktors Xa der Blutgerinnungskas-
kade gespalten werden (Spur 5). Die Fusion aus MBP und AmtR ist allerdings relativ in-
stabil, so dass es auch ohne Zugabe der Protease Faktor Xa zum unspezifischen Zerfall
der Fusion kam. Das MBP tritt in der SDS-PAGE als Bande bei 42 kDa auf, wahrend
AmtR ein apparentes Molekulargewicht von 23 kDa besitzt. Spur 6 zeigt das saubere
AmtR-Protein nach einer Gelfiltration. Nach Proteolyse der Fusion aus MBP und AmtR
durch den Faktor Xa, fiel auf, dass AmtR stets als Doppelbande und in 10 % der Falle
auch als Dreifachbande auftrat. Zur Klarung dieses Phanomens wurde AmtR im Labor

von Dr. R. Schmid (Universitat Osnabriick) aminoterminal ansequenziert. Es stellte sich
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heraus, dass beide Proteinbanden AmtR in einer vollstandigen und in einer prozessierten
Form darstellen. Die aminoterminale Sequenz der prozessierten Form wurde mit
RAGKNPREEILDASAELFTRQGF bestimmt und deutet auf den Verlust von 13
Aminosaureresten im Vergleich zum nativen AmtR-Protein hin. In weniger als 10 % der
AmtR-Probe zeigte sich auch der Verlust des aminoterminalen Arginylrestes (R). Es ist
wahrscheinlich, dass die Protease Faktor Xa unspezifisch schneidet und so AmtR um 13
bzw. 14 aminoterminale Aminosaurereste verkurzt wurde.

Das MBP lief3 sich in verschiedenen Reinigungsverlaufen anderer Proteine nicht von den
zu reinigenden Proteinen abtrennen (Ingeborg Feil, EMBL, Hamburg und Daniel
Schlieper, pers. Mitteilung). Auch in diesem Fall teilen das MBP und AmtR viele physikali-
schen Eigenschaften. So wurde der isoelektrischen Punkt von AmtR durch isoelektrische
Fokussierung auf 4,5 bestimmt (Daniel Schlieper, pers. Mitteilung). Das MBP besitzt einen
ahnlichen isoelektrischen Punkt. Durch den Vergleich von Elutionsprofilen einer Gelfiltra-
tion lie sich die Masse, mit der AmtR von der Séaule eluiert wurde, mit 50 kDa bestim-
men. Da das apparente Molekulargewicht von AmtR jedoch mittels MALDI TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-Flight)-Massenspektrometrie auf 22,9 und
21,2 kDa bestimmt wurde (Guido Sonsmann, pers. Mitteilung), war dies ein starker Hin-
weis darauf, dass AmtR als Dimer auftritt.

Nach Reinigung und Entsalzen des AmtR-Proteins, konnte AmtR erfolgreich in DNA-Bin-
destudien eingesetzt und die DNA-Bindestelle identifiziert werden (Lars Nolden, pers.
Mitteilung). Dies zeigt, dass AmtR mittels der beschriebenen Methode in aktiver Form

gereinigt werden konnte.
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Abb.12: SDS-PAGE der AmtR-Reinigung

Spur 1: Proteinmarker (7708; New England Biolabs); Spur 2: Zellextrakt mit uninduziertem MBP-
AmtR; Spur 3: Zellextrakt mit induziertem MBP-AmtR; Spur 4: MBP-AmtR nach Reinigung durch
eine Amylosesaule; Spur 5: MBP und AmtR nach Proteolyse durch Faktor Xa; Spur 6: AmtR nach
Reinigung durch Gelfiltration (Superdex 75).

2.3.2 Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen AmtR

Die Fusion aus MBP und AmtR wurde wie unter Abschnitt 2.3.1 beschrieben produziert,
mit Hilfe einer Amylosesaule gereinigt und durch Proteolyse getrennt. Durch elektropho-
retische Auftrennung wurden die Proteine separiert und die Banden in der SDS-PAGE,
die einer molekularen Masse von 23 kDa entsprachen, ausgeschnitten und elektroeluiert.
Nach Lyophilisierung der AmtR-L6sung wurden 1,5 mg Protein zur Immunisierung zweier

Meerschweinchen zu Pineda Antikérper-Service gesandt.

2.3.3 AmtR-Kristallisation

In Zusammenarbeit mit Daniel Schlieper (Arbeitsgruppe Prof. Schomburg, Universitat zu
Koéln) wurde mit der Kristallisation der Proteinfusion aus MBP und AmtR begonnen. Diese
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Methode hat den Vorteil, dass nach einer gelungenen Kristallisation die Berechnung der
Kristalle durch die schon bekannten Anteile des MBP wesentlich vereinfacht wird.

Der Nachteil dieser Kokristallisation besteht jedoch darin, dass sich aufgrund der
Klonierungsstrategie ein 25 Aminosaurereste grofRer ,Linker‘ zwischen dem MBP und
dem jeweiligen fusionierten Protein befindet. Dieser ,Linker” kann sich auf eine Kokristal-
lisation stérend auswirken. Wird er jedoch entfernt, so ist in vielen Fallen eine Kokristal-
lisation moglich (Center et al., 1998). Die Kristallisationsarbeiten sind zur Zeit noch im
Gange und bis zur Fertigstellung dieser Dissertation wurden noch keine Ergebnisse er-

halten.

2.4 Biochemischer Nachweis der Bindung des Fusionsproteins MBP-Amt an die

Glutaminsynthetase aus Zellextrakten

Um die postulierte Bindung der Glutaminsynthetase an den Ammoniumtransporter nach-
zuweisen, wurden ein biochemischer und ein molekularbiologischer Ansatz gewahlt. Fir
einen Nachweis der Interaktion durch chromatographische und immunologische Metho-
den war das Vorhandensein des spezifischen Antikdrpers gegen die Glutaminsynthetase
aus C. glutamicum essentiell.

In einer Versuchsreihe wurden E. coli DH5amcr-Zellextrakte, die die Proteinfusion aus
MBP-Amt heterolog Uberproduziert hatten, an Amylosesaulenmaterial gekoppelt (siehe
Material und Methoden, Abschnitt 5.9). Die Bindung konnte mit Hilfe von Western-Hybridi-
sierungen gezeigt werden. Als Interaktionspartner wurde die Glutaminsynthetase aus
Zellextrakten eingesetzt. Es wurden dafir Zellextrakte des C. glutamicum ginA-Deletions-
stammes MJ4-26, MJ4-26 mit dem Leervektor pJC1, MJ4-26 mit plasmidkodiertem glnA-
Gen pJCgInA, MJ4-26 mit plasmidkodiertem glnA-Gen, fir eine Glutaminsynthetase ohne
Adenylylierungsmotiv  pJY405F hergestellt. Auflerdem wurden Zellextrakte des
C. glutamicum Typstammes ATCC 13032, gezogen unter Stickstoffmangel (CgCoCN-Me-
dium) und unter Stickstoffluiberfluss (CgC-Medium) als interne Kontrollen eingesetzt. Die
Glutaminsynthetase-Aktivitat der Extrakte wurde bestimmt und liel3 sich nur in den Ex-
trakten nachweisen, die tatsachlich auch Uber eine Glutaminsynthetase verfligten. Die
C. glutamicum-Zellextrakte wurden mit den an Amylose gekoppelten MBP-Amt-Proteinfu-
sionen gemischt. Nach Inkubation und Waschen der Ansatze wurden die gebundenen
Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und in zwei verschiedenen Western-Hybridisierun-
gen eingesetzt (siehe dazu Material und Methoden, Abschnitt 5.9). Abbildung 13 A zeigt
eine Western-Hybridisierung, die die Kontrolle zu Abbildung 13 B darstellt. Es wurde ein
Antikérper gegen das MBP eingesetzt, um den Nachweis der Bindung des Fusionspro-

teins MBP-Amt aus E. coli-Zellextrakten an Amylose in den verschiedenen Ansatzen zu
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fuhren. Man erkennt Banden bei etwa 80 kDa, welche in ihrer molekularen Masse der
Fusion aus MBP und Amt entsprechen und eine erfolgreiche Bindung der Fusion an
Amylose nachweisen. Die Banden bei etwa 42 kDa entsprechen wahrscheinlich dem se-
paraten MBP, da Fusionen mit dem MBP auch ohne Zugabe der Protease Faktor Xa
leicht zerfallen kénnen (eigene Beobachtungen). Abbildung 13 B zeigt eine Western-
Hybridisierung, in der das polyklonale Antiserum gegen die Glutaminsynthetase einge-
setzt wurde, um die spezifische Bindung der Glutaminsynthetase in den Extrakten an das

MBP-Amt-System nachzuweisen.

A
kDa

83 —
- <4+— MBP-Amt
62 — '

47,5 —

83 —
62 — |- P <4—— Glutaminsynthetase

47,5 —

Abb. 13: Nachweis einer Interaktion zwischen der MBP-Amt-Fusion und der
Glutaminsynthetase

In 13 A ist eine Western-Hybridisierung mit einem MBP-Antikoérper aus E. coli gezeigt. 13 B zeigt
eine Western-Hybridisierung mit einem polyklonalen Antiserum gegen die Glutaminsynthetase aus
C. glutamicum. Spur 1: E. coli-Zellextrakt mit der MBP-Amt-Fusion und C. glutamicum MJ4-26
pJCY405F-Zellextrakt an Amylose; Spur 2: E. coli-Zellextrakt mit der MBP-Amt-Fusion und MJ4-26
pJCglnA-Extrakt an Amylose; Spur 3: E. coli-Zellextrakt mit der MBP-Amt-Fusion und MJ4-26
pJC1-Extrakt an Amylose; Spur 4: E. coli-Zellextrakt mit der MBP-Amt-Fusion und MJ4-26-Extrakt
an Amylose; Spur 5: E. coli-Zellextrakt mit der MBP-Amt-Fusion und ATCC 13032 (CgCoCN)-Ex-
trakt an Amylose; Spur 6: E. coli-Zellextrakt mit der MBP-Amt-Fusion und ATCC 13032 (CgC)-Ex-

trakt an Amylose; Spur 7: E. coli-Zellextrakte mit der MBP-Amt-Fusion an Amylose.
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In den Abbildungen 13 A und 13 B sind in Spur 1 jeweils Zellextrakt aus MJ4-26
pJCY405F gemischt mit E. coli-Zellextrakt, der die MBP-Amt-Proteinfusion produziert
hatte, aufgetragen. Die modifizierte nicht mehr adenylylierbare Glutaminsynthetase wird
durch die Bande bei etwa 60 kDa dargestellt und muss also an die MBP-Amt-Fusion ge-
bunden haben. Die Glutaminsynthetase tritt hier in der SDS-PAGE wie bei der Reinigung
der Glutaminsynthetase aus Zellextrakten (Abschnitt 2.2.4) als Doppelbande auf. Diese
Beobachtung spricht gegen die Annahme, dass die Doppelbanden die adenylylierte und
die unadenylylierte Form der Glutaminsynthetase darstellen. In Spur 2 wurde MJ4-26
pJCglnA-Zellextrakt mit MBP-Amt-enthaltenden E. coli-Zellextrakt aufgetragen. Man er-
kennt, dass die native plasmidkodierte Glutaminsynthetase ebenfalls, jedoch in geringerer
Konzentration, an die MBP-Amt-Fusion bindet. Nach Anzucht der Zellen in Stickstoff-hal-
tigem Minimalmedium lag die Glutaminsynthetase hauptsachlich in adenylylierter Form
vor. Mdglicherweise bindet die unadenylylierte aktive Glutaminsynthetase MBP-Amt mit
héherer Affinitat als eine modifizierte deaktivierte Glutaminsynthetase. Die Spuren 3 und 4
dienten als Negativkontrollen. Spur 3 enthalt Zellextrakt der ginA-Mutante mit dem leeren
Vektor MJ4-26 pJC1 gemischt mit MBP-Amt-enthaltenden Zellextrakt und Spur 4 nur
Zellextrakt der glnA-Deletionsmutante mit MBP-Amt-enthaltenden Zellextrakt. Wie erwar-
tet lieR sich keine gebundene Glutaminsynthetase nachweisen. In Extrakten ohne
Glutaminsynthetase war auch keine Aktivitat derselben nachweisbar. Die Spuren 5 und 6
zeigen Zellextrakte des C. glutamicum Typstammes ATCC 13032 mit MBP-Amt-enthal-
tenden E. coli-Zellextrakten. Im Stamm ATCC 13032 wird das g/nA-Gen chromosomal
kodiert. Die Glutaminsynthetase wurde sowohl unter Stickstoffmangelbedingungen (Spur
5), als auch unter Stickstoffuberflussbedingungen (Spur 6) konstitutiv synthetisiert und
band an MBP-Amt. Unter Stickstoffmangel gezogene ATCC 13032-Zellen zeigten neben
einer erhdhten Glutaminsynthetase-Aktivitdt auch eine gesteigerte Glutaminsynthetase-
Produktion bzw. band die unadenylylierte Form der Glutaminsynthetase auch in diesem
Fall eher an MBP-Amt. Spur 7 stellt eine Kontrolle dar und zeigt nur MBP-Amt-enthalten-
den Zellextrakt.

Als Kontrolle wurde zum einen sichergestellt, dass die Glutaminsynthetase aus
C. glutamicum-Zellextrakten selber nicht an Amylose binden kann. Zum anderen wurden
Zellextrakte von MBP-Amt, MJ4-26, MJ4-26 pJC1, MJ4-26 pJCginA, MJ4-26 pJY405F
und ATCC 13032 (CgC- / CgCoCN-Medium) ohne Zugabe von Amylose Western-Hybridi-
sierungen mit MBP- und Glutaminsynthetase-Antikérpern unterzogen. In Zellextrakten, die
die MBP-Amt-Fusion enthielten, wurden mit dem MBP-Antikérper einige Proteine unspe-
zifisch nachgewiesen. Nach Zugabe von Amylose und durch Waschen der Ansatze liel3
sich jedoch hauptsachlich das Fusionsprotein MBP-Amt nachweisen. Diese Kontrolle ver-

deutlichte, dass ausschlielllich das MBP an Amylose binden kann. In den coryne-
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bakteriellen Zellextrakten wurden durch den MBP-Antikérper keine Proteine nachgewie-
sen. Das Glutaminsynthetase-Antiserum wies jedoch in allen Glutaminsynthetase-enthal-
tenden Proben diese als Doppelbanden nach. Zusatzlich zeigte das Antiserum mit ande-
ren, E. coli-eigenen Proteinen Kreuzreaktionen. Diese Proteine lieRen sich jedoch durch
Waschen der Anséatze entfernen. Diese Beobachtungen erharteten die Forderung einer
Interaktion zwischen dem Amt-System und der Glutaminsynthetase. Die kinetischen Pa-
rameter der Wechselwirkung kénnen durch die Methode der ,Surface Plasmon
Resonance” noch weiter analysiert werden. Dafir ware der Einsatz von gereinigten
Proteinpartnern sinnvoll, um ein mdgliches Haftenbleiben der Glutaminsynthetase am

MBP auszuschlief3en.

2.5 Untersuchung der putativen Wechselwirkung des Amt-Systems mit der

Glutaminsynthetase in vivo mit Hilfe eines ,,Two-Hybrid“-Systems in Hefe

Um die biochemischen Arbeiten zur Protein-Protein Wechselwirkung durch einen mole-
kularbiologischen Ansatz zu erganzen, bietet sich das Hefe ,Two-Hybrid“-System als eine
Methode an (Fields und Song, 1989). Die Standardsysteme besitzen jedoch folgende Li-
mitierungen: Da die gangigen ,Two-Hybrid“-Systeme auf Ebene der Transkription arbei-
ten, sind sie nicht dazu geeignet, Wechselwirkungen mit Proteinen nachzuweisen, die
selber eine intrinsische Aktivator- oder Repressoraktivitat besitzen. Des weiteren werden
die zu untersuchenden Proteine nicht in ihrer nativen Umgebung belassen, sondern wer-
den im Zellkern lokalisiert. Auf diese Weise kann es zur Detektion von ,falsch-positiven®
Interaktionen kommen (Serebriiskii et al., 2000). Aulerdem wirken einige Proteine toxisch
oder letal, wenn sie in hohen Konzentrationen im Zellkern synthetisiert werden (Phizicky
und Fields, 1995). Aus diesen Grinden wurde hier ein spezielles ,Two-Hybrid“-System
eingesetzt, das alle diese Limitierungen nicht aufweist und zudem die Analyse von
Wechselwirkungen membranstandiger Proteine mit I6slichen Partnern erlaubt (Aronheim
et al., 1997). Die molekularbiologische Analyse der putativen Wechselwirkungen wurde,
zusatzlich zu der Untersuchung der Interaktion zwischen dem Amt-System und Glutamin-
synthetase, auch auf Wechselwirkungsanalysen der Proteine AmtB und AmtR ausge-
dehnt. Die Etablierung des ,Two-Hybrid“-Systems, des ,Sos-recruitment Systems*, ge-

schah in Zusammenarbeit mit Dr. E. Boles (Universitat Disseldorf).
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2.5.1 Das ,,Sos-recruitment System*

Um eine mdgliche Wechselwirkung nicht nur zwischen dem Amt-System und der
Glutaminsynthetase, sondern auch zwischen dem AmtB-System und der Glutamin-
synthetase bzw. zwischen dem Amt-System oder dem AmtB-System mit AmtR mole-
kularbiologisch nachzuweisen, wurde das ,Sos-recruitment System* (SRS) (Aronheim et
al., 1997) eingesetzt. Dieses System ist besonders fiir den Nachweis von Protein-Protein
Interaktionen, an denen Membranproteine beteiligt sind, geeignet. Das SRS basiert auf
der Beobachtung, dass der GDP-GTP Austauschfaktor (GEF) hSos aus Saugerzellen
generell Sos aus S. cerevisiae ersetzen kann (Aronheim et al., 1994). Sos aktiviert in
S. cerevisiae das Protein Ras, ein Mitglied der Familie GTP-bindender Proteine, indem es
den Austausch von an Ras gebundenem GDP gegen freies GTP stimuliert. Aktiviertes
Ras stimuliert die Adenylatzyklase zur Produktion von cAMP. Dies resultiert in einer Akti-
vierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase A, die eine wichtige Rolle bei der Steuerung
des Kohlenstoffmetabolismus spielt und auch zahlreiche andere zellulare Prozesse wie
Wachstum und Zellzyklus beeinflusst (Boles et al., 1997). S. cerevisiae bendtigt also eine
funktionelle Ras-Signaltransduktionskaskade flr die Lebensfahigkeit der Zelle. hSos aus
Saugerzellen kann jedoch nur dann die Ras-Kaskade in S. cerevisiae aktivieren, wenn es
an der Plasmamembran lokalisiert ist.

Eine Sos-Punktmutante von S. cerevisiae, cdc25-2, zeigt temperatursensitives Wachstum
(Petitjean et al., 1990), das aber durch die Synthese von hSos z. B. mit Hilfe eines Lipid-
ankers an der Membran bei nichtpermissiver Temperatur wiederhergestellt werden kann.
Das SRS beruht also auf der Notwendigkeit, dass hSos an der Plasmamembran verankert
ist, um das Wachstum der Mutante zu erlauben. Auf diese Weise konnen Protein-Protein
Interaktionen sichtbar gemacht werden, indem ein ,target“-Protein oder die ,Beute® an
hSos fusioniert wird und das Partnerprotein oder die Proteinbibliothek an ein Myristoylie-
rungssignal fusioniert wird. Wenn beide Hybridgene in dem Hefestamm cdc25-2 koexpri-
miert werden, kdnnen die Zellen nur dann bei restriktiver Temperatur (36 °C) wachsen,
wenn die Hybridproteine interagieren und hSos auf diese Weise indirekt in der Membran
verankert wird (siehe Abbildung 14).
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Abb. 14: Die Funktion des ,,Sos-recruitment Systems*
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Abb. 14 A zeigt schematisch die Aktivierung der Ras-Signaltransduktioskaskade in S. cerevisiae-
Wildtypzellen. Sos ist durch einen natirlichen Lipidrest in der Zellmembran verankert. Sos ist so
aktiv und kann die Ras-Kaskade aktivieren, die essentiell fir die Lebensfahigkeit der Zellen ist.
Abb. 14 B zeigt die Verhaltnisse in der S. cerevisiae-Mutante cdc25-2. Ein Protein Y ist durch
Myristoylierung an der Plasmamembran verankert. Durch Interaktion von Protein Y mit Protein X,
das als Fusion mit hSos synthetisiert wird, wird auch hSos indirekt an der Plasmamembran be-
festigt. So ist hSos funktionell und kann die Ras-Kaskade aktivieren, und es kommt zum Wachstum

der S. cerevisiae-Zellen.
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2.5.2 Molekularbiologische Untersuchung von Protein-Protein Wechselwirkungen

Um die Interaktionen zwischen dem Amt-System bzw. dem AmtB-System und der
Glutaminsynthetase bzw. AmtR (jeweils aminoterminal und carboxyterminal an hSos
fusioniert) zu untersuchen, wurden die jeweiligen Gene mittels PCR amplifiziert (Oligo-
nukleotide siehe Tabelle 3, Material und Methoden) und nach Restriktion in die folgenden
Vektoren ligiert: amt und amtB wurden in den Vektor pYes2 ligiert; ginA und amtR wurden
zur 5'-terminalen Klonierung an sos in den Vektor pADNSADp110-5’Sos und zur 3'-termi-
nalen Klonierung nach Zwischenklonierung in den Vektor pYes2 5'Sos als sos-Hybrid-
gene in den Vektor pADNS eingebracht (siehe Tabelle 2, Material und Methoden).

Der temperatursensitive Hefestamm cdc25-2 wurde auf YPD-Agarplatten bei Raumtem-
peratur angezogen, kompetent gemacht und mit folgenden Plasmiden (siehe Tabelle 7)

transformiert.

Tab. 7: Verwendete Plasmide des ,,Sos recruitment Systems*

Nr. Plasmid Beschreibung

1 pYes2 Klonierungsvektor fir die ,Genbibliothek® (hier: amt und amiB),
GAL1 Promotor, Myristoylierungssignal
2a pYes2amt Fusion von amt an ein Myristoylierungssignal
2b pYesamitB Fusion von amtB an ein Myristoylierungssignal
3 pYeMJDP2  Fusion von JDP2 an ein Myristoylierungssignal, Positivkontrolle
fur eine Interaktion mit 5’SosJun
4 pYes#M7 Fusion eines mit Sos interagierenden Proteins an ein Myristoy-
lierungssignal; erlaubt Wachstum bei 36 °C, wenn 5'Sos
funktionell ist
5 pYes2 5’Sos  Subklonierungsvektor auf dem Weg zur Erzeugung von
Hybridproteinen mit carboxyterminal fusioniertem Sos
6 pADNS Klonierungsvektor fur die 3’-terminale Endklonierung der
.Beute” (ginA, amtR) an sos
7  pADNSADp110 Klonierungsvektor fiir die 5’-terminale Klonierung der ,Beute” an
-5’Sos Sos
8a pADNSp110- tragt die Fusion von ginA-sos
5’SosglnA
8b pADNSp110- tragt die Fusion von amtR-sos
5’SosamtR



lll. Ergebnisse 64

Nr. Plasmid Beschreibung

9b pADNSamtR tragt die Fusion von sos-amtR

10 pADNS5’SosJZ Fusion der c-Jun ,Leucine-Zipper” Dimerisierungsdomane an
den Carboxyterminus von Sos

11 pADNS5’SosF Fusion von Sos an ein Farnesylierungssignal; 5’Sos wird mem-

brangebunden synthetisiert

Die Hefemutante wurde mit je zwei verschiedenen Plasmiden kotransformiert: Mit je ei-
nem Plasmid, welches auf dem Vektor pADNS (LEUZ2, Nr. 6 - 11) basiert und fur die Sos-
(Fusions)proteine kodiert und je einem Plasmid, das auf dem Vektor pYes2 (URA3, Nr. 1 -
5) beruht und fur ein Myristoylierungssignal-(Fusions)protein kodiert. Die pYes2-Plasmide
enthielten aulRerdem den indzuzierbaren GAL7 Promotor.

In Tabelle 8 sind die Plasmidkombinationen aufgelistet, mit denen der Hefestamm
cdc25-2 transformiert wurde. Die Zellen wurden nach der Transformation auf Ynb-Glu-
kose-Agarplatten ausplattiert und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Tagen wurden
je 100 der 200 bis 500 Transformanden isoliert und auf Ynb-Glukose und Ynb-Galaktose-
Platten (zur Induktion des GAL7 Promotors) ausgestrichen und fir drei Tage bei 36 °C
inkubiert. Nach wiederholter Transformation und mehreren ,Screening-Runden® zeigte
sich, dass das System als solches funktionell war. Als Kontrolle wurde sichergestellt, dass
cdc25-2 weder auf YDP-Agarplatten bei 36 °C, noch auf Ynb-Glukose-Platten bei Raum-
temperatur wachsen konnte, also tatsachlich die geforderten Wachstumsnachteile bei
36 °C und Prototrophien flr Leucin und Uracil besal}, um ,falsch-positive* Ergebnisse
ausschlieen zu kénnen. Die Positivkontrollen (8a, 8b, 9a, 9b mit 4; 1 mit 11 und 10 mit 3)
zeigten Wachstum auf den jeweils geforderten Kohlenstoffquellen: sosF (11) wurde mit
dem Leervektor pYes2 (1) zusammen transformiert. Durch die Membranlokalisierung des
farnesylierten Sos, SosF, wird der Phanotyp der cdc25-2 Mutation supprimiert und ermog-
licht den Zellen unabhangig von der Kohlenstoffquelle Wachstum bei restriktiver Tempe-
ratur. Eine weitere Positivkontrolle stellte die Transformation des cdc25-2-Stammes mit
zwei Plasmiden dar, von denen das eine eine Fusion aus sos und c-Jun (10) trug, wah-
rend das anderen fir ein myristoyliertes Jdp2-Protein (3) kodierte. C-Jun ist eine der
Untereinheiten des Transkriptionsfaktors AP-1 aus Saugerzellen und besitzt ein ,Leucine-
Zipper“ Motiv fur die Interaktion mit anderen Untereinheiten, sowie eine basische Region
fur die Wechselwirkung mit der DNA (Angel und Karin, 1991; Vogt und Bos, 1990). Das
JDP2-Genprodukt wurde aufgrund seiner Fahigkeit identifiziert, spezifisch mit einem
Fusionsprotein aus Sos und eben dieser ,Leucine-Zipper®* Domane des C-Jun zu

interagieren (Aronheim et al., 1997). Infolgedessen wird den Transformanden durch die
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beiden Plasmide ein Wachstum auf Galaktose als Kohlenstoffquelle bei 36 °C ermdglicht.
Auf Glukose-Platten war kein Wachstum zu beobachten, da das unter der Kontrolle des
GAL1 Promotors stehende, myristoylierte Jdp2 nicht exprimiert wurde. Die Funktionalitat
der Fusionen mit Sos wurde in den Kontrollen 8a, 8b, 9a, 9b mit 4 (pYesM#7) Uberprift.
M#7 stellt ein Protein dar, welches mit funktionellem Sos wechselwirken kann. Durch
diese Interaktion wird ebenfalls eine Membranlokalisation von Sos hervorgerufen, die zum
Wachstum der Transformanden auf Ynb-Platten mit Galaktose als Kohlenstoffquelle
fuhrte. Sos war also in diesen Hybridproteinen als Fusion mit AmtR bzw. der Glutamin-
synthetase aktiv. Als Negativkontrollen wurden Kombinationen aus Leervektoren mit sos-
amtR- bzw. sos-glnA-Hybridgenen eingesetzt. Wie erwartet fand kein Wachstum auf Ynb-
Platten mit Glukose oder Galaktose als Kohlenstoffquelle bei 36 °C statt.

Trotz der nachgewiesenen Funktionalitat der sos-Hybridgene, zeigte sich kein Wachstum
auf Galaktose-Platten, auf denen die potenziellen Interaktionspartner ausgestrichen wa-
ren. In Tabelle 8 ist zusammenfassend das Wachstumsverhalten der transformierten

Hefezellen aufgetragen.

Tab. 8: Wachstum transformierter cdc25-2-Zellen mit verschiedenen Plasmid-

kombinationen auf Glukose- bzw. Galaktoseplatten

LEU2-Vektor URA3-Vektor Wachstum auf Wachstum auf
Glukose Galaktose
8a (g/nA-sos) 2a (pYes2amt) - -
8a (g/nA-sos) 2b (pYesamtB) - -
8a (g/nA-sos) 1 (pYes2) - -
8a (gInA-sos) 4 (pYes#M7) - +
8b (amtR-sos) 2a (pYes2amt) - -
8b (amtR-sos) 2b (pYesamtB) - -
8b (amtR-sos) 1 (pYes2) - -
8b (amtR-sos) 4 (pYes#M7) - +
9a (sos-ginA) 2a (pYes2amt) - -
9a (sos-ginA) 2b (pYesamtB) - -
9a (sos-ginA) 1 (pYes2) - -
9a (sos-ginA) 4 (pYes#M7) - +
9b (sos-amtR) 2a (pYes2amt) - -
9b (sos-amtR) 2b (pYesamtB) - -
9b (sos-amtR) 1 (pYes2) - -
9b (sos-amtR) 4 (pYes#M7) - +
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LEU2-Vektor URA3-Vektor Wachstum auf Wachstum auf
Glukose Galaktose
1 (pYes2) 11 (PADNS5’SosF) + +
10 (PADNS5’SosJZ) 1 (pYes2) - -
6 (PADNS) 3(pYeMJDP2) - -
6 (PADNS) 4 (pYes#M7) - -

Durch den Einsatz dieses ,Two-Hybrid“-Systems konnte also keine Interaktion zwischen
dem Amt-System mit AmtR, dem Amt-System mit der Glutaminsynthetase, dem AmtB-
System mit AmtR und dem AmtB-System mit der Glutaminsynthetase gezeigt werden.
Keine nachgewiesene Interaktion mit Hilfe des , Two-Hybrid“-Systems bedeutet aber nicht,
dass auch keine Interaktion stattfinden kann. Die Funktionalitat des Systems als solches
konnte zwar durch zahlreiche Kontrollen gezeigt werden, doch kann nicht sichergestellt
werden, dass die zu untersuchenden Komponenten richtig gefaltet und funktionell in
S. cerevisiae synthetisiert werden. Mdglicherweise werden auch Kofaktoren zur Interak-

tion bendtigt, die die Hefezelle nicht zur Verfligung stellen kann.
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IV. Diskussion

1. Die Ammoniumaufnahmesysteme von C. glutamicum

Das Gram-positive Bodenbakterium C. glutamicum ist in der Lage, angepasst auf das
vorhandene Nahrstoffangebot zu ,reagieren. So kann es unter Stickstoffmangelbedin-
gungen Transportsysteme flr (Methyl-)Ammonium synthetisieren und aktivieren, um sei-
nen Bedarf an Stickstoff weiterhin zu decken. In der vorliegenden Arbeit wurde der Trans-
port von (Methyl-)Ammonium durch verschiedene Aufnahmesysteme und seine Fixierung

untersucht und charakterisiert.

1.1 Die (Methyl-) Ammoniumaufnahme durch das Amt-System ist energieabhéngig

Das Amt-Protein aus C. glutamicum war das erste bakterielle Ammoniumaufnahme-
system, dessen Gen amt kloniert und sequenziert werden konnte (Siewe et al., 1996). Die
(Methyl-)Ammoniumaufnahme Uber das Amt-System wurde durch Messung des Trans-
ports von ['*C]-Methylammonium charakterisiert (Siewe et al., 1996; Meier-Wagner et al.,
2000a). Da zwei verschiedene Modelle zum Mechanismus der (Methyl-)Ammoniumauf-
nahme diskutiert werden, wurden im ersten Teil dieser Arbeit Untersuchungen zur ge-
nauen Funktion des Amt-Systems durchgefihrt.

Das AmtB-System aus E. coli stellt mit 35 % Aminosauresequenzhomologie ein Ortholog
des corynebakteriellen Amt-Systems dar. Soupene et al. (1998) beschreiben das AmtB-
System aus E. coli als einen Facilitator der Ammoniak- bzw. der Methylaminaufnahme.
Als Antrieb des Transports dieser ungeladenen Substrate Uber die Membran wurde die
sofortige Fixierung von Ammoniak bzw. Methylamin durch die Glutaminsynthetase postu-
liert. Diese Theorie stand im Gegensatz zu den Untersuchungen von Siewe et al. (1996),
die einen Membranpotenzial-abhangigen Transport von (Methyl-)Ammonium durch das
Amt-System in C. glutamicum forderten.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Beweis der Hypothese von
Siewe et al. durchgefiihrt. Diese Versuche basierten auf der Uberlegung, dass das
Gleichgewicht zwischen Ammoniak und Ammoniumionen bei niedrigen pH-Werten (hier:
pH-Wert von 6,0) zu Gunsten héherer Konzentrationen an Ammoniumionen verschoben
wird und Ammoniak dann in limitierenden Konzentrationen vorliegt. Bei héheren pH-Wer-
ten (hier: pH-Wert von 8,5) sind aber weder die Ammoniak- noch die Ammoniumkonzen-
trationen limitierend. Daher war zu erwarten, falls es sich bei dem Amt-System aus

C. glutamicum um ein Ammoniakaufnahmesystem handelt, dass entweder die Affinitat fur
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das Substrat Ammoniak / Methylamin und / oder die Expression des amt-Gens mit sin-
kendem pH-Wert steigt. Aus diesem Grund wurden die kinetischen Parameter der
(Methyl-) Ammoniumaufnahme durch das Amt-System ermittelt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass das Amt-System Methylammonium mit einem apparenten K,-Wert von circa
50 uM bei pH-Werten von 6,0 und auch von 8,5 aufnimmt. Dies stimmte mit den
Messungen von Siewe et al. (1996) Uberein, die einen K,-Wert von 44 + 7 uyM bei einem
pH-Wert von 7,0 fanden. Siewe et al. (1996) konnten aullerdem zeigen, dass der
Methylammoniumtransport linear vom Membranpotenzial in einem Bereich von 25 bis 150
mV abhangig ist. Des weiteren wurde der aktive Methylammoniumtransport nach Abbau
der Protonen-motorischen-Kraft durch Zugabe des Protonophors CCCP (Carbonyl Cyanid
m-Chlorophenylhydrazon) sofort gehemmt, wahrend die ATP-Konzentration in der Zelle
und der primare Transport flr einige Minuten unbeeinflusst blieben (Kramer und Lambert,
1990; Kramer et al., 1990). Dies deutete auf einen sekundaren Aufnahmemechanismus
hin, der von der Protonen-motorischen-Kraft und dem Membranpotenzial abhangig ist.
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass der Ammoniumtransporter Amt
aktiv (Methyl-) Ammonium und nicht Ammoniak oder Methylamin transportiert wie es fur
das AmtB-System in E. coli postuliert wurde (Soupene et al., 1998).

Daneben konnte als Kontrolle zusatzlich gezeigt werden, dass die gemessenen K, -Werte
tatsachlich die Affinitdt des Amt-Systems flr die (Methyl-)Ammoniumaufnahme und nicht
die Affinitat der Glutaminsynthetase zu (Methyl-)Ammonium widerspiegelten. Tachiki et al.
(1981, 1983) konnten zeigen, dass die Glutaminsynthetase aus C. glutamicum einen ap-
parenten K,-Wert fir die Ammoniumfixierung von 1,1 bis 5 mM aufweist. In der vorliegen-
den Arbeit wurde der Wert fir die halbmaximale Inhibierung der Methylammoniumauf-
nahme durch Ammonium durch das Amt-System mit 5 yM bestimmt. Fir den apparenten
Kn-Wert der Methylammoniumfixierung durch die Glutaminsynthetase wurde hier jedoch
ein Wert grofRer als 10 mM ermittelt. Fur die Methylammoniumaufnahme und -assimilation
in E. coli gelten vergleichbare kinetische Parameter. So wurde der K,-Wert des Methyl-
ammoniumumsatzes durch die Glutaminsynthetase auf circa 80 mM und der apparente
Kn-Wert der Methylammoniumaufnahme durch das AmtB-System mit circa 300 M bei
einer maximalen Aufnahmerate von 20 nmol min™ (mg TG)™ bestimmt (G. Thomas, pers.
Mitteilung).

Zur Vervollstandigung der Argumentation wurde in dieser Arbeit auch die Expression des
amt-Gens bei verschiedenen pH-Werten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das
amt-Gen ausschlieBlich unter Stickstoffmangelbedingungen exprimiert wird. Bei Stick-
stoffmangel war die Expression bei einem pH-Wert von 6,0 vielfach geringer als bei einem
pH-Wert von 7,0. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu der Annahme, dass das

Amt-System die Diffusion von Ammoniak erleichtert. Es konnte also anhand von Kinetik-
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und Expressionsstudien gezeigt werden, dass das Amt-System aus C. glutamicum ein
sekundares, Membranpotenzial-abhangiges Transportsystem fir (Methyl-) Ammonium und

keinen Facilitator fir Ammoniak oder Methylamin darstellt.

1.2 Die Ammoniumtransporter Amt, AmtB und AmtN

Aufler dem amt-Gen, das fir einen hochaffinen (Methyl-)Ammoniumtransporter kodiert,
wurde auch ein amtB-ginK-ginD-Operon isoliert und sequenziert (Jakoby et al., 1999).
Das amtB-Gen kodiert dabei fur ein putatives Ammoniumaufnahmesystem, das ginK-Gen
fur ein P,-Protein und das g/nD-Gen fir eine UTase. Bei Sequenzvergleichen stellte sich
heraus, dass AmtB aus C. glutamicum 38 % Sequenzahnlichkeit zu dem coryne-
bakteriellen Amt-System und 43 % Sequenzahnlichkeit zu dem AmtB-System aus E. coli
aufweist. Des weiteren liegt das amtB-Gen aus E. coli auch mit dem g/inK-Gen in einem
Operon vor. Diese Hinweise deuteten darauf hin, dass es sich bei dem AmtB-System aus
C. glutamicum ebenfalls um einen putativen (Methyl-)Ammoniumtransporter handelte. Die
Charakterisierung des AmtB-Systems im Vergleich zu dem Amt-System hinsichtlich sei-
nes Substratspektrums und seiner Synthese unter variablen Umweltbedingungen sollten
Aufschluss dartiber geben, warum C. glutamicum zwei (Methyl-)-Ammoniumtransporter
besitzt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Amt-System ein sekundarer Transporter fir die
Substrate Ammonium, Methylammonium, Dimethylammonium und Ethylammonium ist.
Allerdings kann C. glutamicum weder Methylammonium, noch Dimethylammonium oder
Ethylammonium als alleinige Stickstoffquelle verwerten. Methylammonium kann auch
nicht als einzige Kohlenstoff- oder Energiequelle verwertet werden, wie das fir andere
Bakterien gezeigt wurde (Large, 1980). Mdglicherweise kdnnen diese Substanzen jedoch
als Kosubstrate zusammen mit anderen Stickstoff- oder Kohlenstoffquellen metabolisiert
werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte das AmtB-System als zweites Ammoniumtransport-
system identifiziert werden. Beide Systeme, Amt und AmtB, kdnnen sich in den jeweiligen
Deletionsmutanten gegenseitig bezlglich der Ammoniumaufnahme komplementieren.
Das AmtB-System ist jedoch nicht in der Lage, Methylammonium aufzunehmen (Meier-
Wagner et al., 2000a). In C. glutamicum liegen also ein (Methyl-)Ammoniumaufnahme-
system Amt, das auch noch Dimethylammonium und Ethylammonium transportiert, und
eine Ammonium-spezifische Permease AmtB vor. Ein ahnliches Szenario wurde auch in
Rhodobacter sphaeroides identifiziert, der ebenso Uber eine (Methyl-)Ammoniumper-
mease und ein Ammonium-spezifisches Aufnahmesystem verfligt (Cordts und Gibson,

1987). In ahnlichen Versuchen zur Genexpression, wie in den schon erwahnten
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Expressionsstudien fur das amt-Gen, wurde die Expression des amtB-Gens bei pH-
Werten von 6,0 und 7,0 verglichen. Das amtB-Gen zeigte im Gegensatz zum amt-Gen
auch nach Anzucht in Stickstoff-haltigem Medium eine basale Expression. Dies bedeutet,
dass auch unter Stickstoffiberschussbedingungen Ammonium in die Zelle transportiert
werden kann und dort von der ebenfalls schwach synthetisierten Glutaminsynthetase oder
der Glutamatdehydrogenase assimiliert werden kann. Bei Stickstoffmangel wird das
amtB-Gen bei pH-Werten von 6,0 und 7,0 gleichermal3en stark exprimiert. Der basale
Expressionslevel bei Stickstoffliberschuss, sowie die starke Expression des amtB-Gens
bei einem niedrigen pH-Wert des Mediums und seine Sequenzahnlichkeit zu dem amitB-
Gen aus E. coli, fihrten zu der Uberlegung, dass es sich bei dem AmtB-System aus
C. glutamicum moglicherweise ebenso wie bei dem AmtB-System aus E. coli um einen
Facilitator fir Ammoniak handeln kénnte (Soupene et al., 1998).

In dieser Arbeit wurden biochemische Hinweise auf ein weiteres, niedrigaffines
Ammonium-spezifisches Aufnahmesystem in C. glutamicum gefunden. In einer amt-amtB-
Deletionsmutante konnte noch eine Ammoniumaufnahme mit geringerer Rate als im
Wildtyp bis zu einer Konzentration von 70 yM Ammonium im Medium beobachtet werden.
AulBerdem konnte bei der Sequenzierung des C. glutamicum Genoms durch die Degussa-
Hils AG tatsachlich ein offener Leserahmen mit, allerdings geringer, Sequenzahnlichkeit
zu amt und amtB identifiziert werden. Mdglicherweise stellt dieses offene Leseraster den
dritten niedrigaffinen Ammoniumtransporter AmtN von C. glutamicum dar. Auch in dem
Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803 wurden eine niedrigaffine Ammoniumper-
mease und eine hochaffine Ammoniumpermease beschrieben (Montesinos et al., 1998).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C. glutamicum Uber drei verschiedene
Ammoniumaufnahmesysteme verfligt. Die Systeme variieren hinsichtlich ihrer maximalen
Aufnahmegeschwindigkeit fir Ammonium, sie besitzen ein variables Spektrum fir weitere
Substrate, werden unter verschiedenen Umweltbedingungen synthetisiert und unterschei-
den sich mdglicherweise im Aufnahmemechanismus. C. glutamicum ist auf diese Weise

optimal an wechselnde Bedingungen in der Ammoniumversorgung angepasst.

2. Die Topologie des Amt-Systems

Nach dem Transport von Ammonium mit Hilfe des Amt-Systems in die Zelle ist die sofor-
tige Fixierung von Ammonium durch die Glutaminsynthetase essentiell, da es sonst durch
einen ,futile cycle” zu einem Verlust des aktiv aufgenommen Ammoniums in Form von
Ammoniak und einem Abbau des Protonenpotenzials kommen wirde. Daher wurde eine

Wechselwirkung zwischen dem Amt-System und der Glutaminsynthetase postuliert
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(Jakoby, 1998). Zur Identifizierung putativer wechselwirkender Bereiche wurde in der vor-
liegenden Arbeit die Topologie der endstandigen Abschnitte des Amt-Systems aufgeklart.
Durch computergestutzte Vorhersagen wurde das Amt-System als ein Protein mit 10 oder
11 transmembranen Helices vorhergesagt, wobei sich die Vorhersagen ab der achten
Helix unterscheiden. Werden 11 Transmembranhelices gebildet, so wird der Bereich der
achten Helix des 10 Transmembranhelicesmodell in die Helices 8a und 8b aufgeteilt und
die carboxyterminale Extension des Transporters befande sich zytoplasmatisch und
stdnde einer putativen Interaktion mit der Glutaminsynthetase zur Verfigung. Durch
phoA- und lacZ-Analysen wurden in dieser Arbeit die aminoterminale und die carboxyter-
minale Extension jedoch als extrazytoplasmatisch bestimmt. Dies steht im Einklang mit
dem 10-Transmembranhelicesmodell fir das Amt-System (siehe Abbildung 15). In diesem
Modell stehen also weder die aminoterminale noch die carboxyterminale Extension des
Ammoniumtransporters flir eine Interaktion mit der Glutaminsynthetase zur Verfligung.
Allerdings stellen vier der finf zytoplasmatischen Schleifen aufgrund ihrer Gré3e von circa
20 Aminosaureresten putative Interaktionsstellen dar.

Vergleicht man das corynebakterielle Amt-System mit anderen Ammoniumtransportern,
so zeigen sich generell viele strukturelle und sequenzielle Ubereinstimmungen, jedoch oft
unterschiedliche Lokalisationen der amino- und carboxyterminalen Extensionen: Thomas
et al. (2000b) entwickelten fir das AmtB-System aus E. coli anhand von phoA- und lacZ-
Fusionen ein 12-Transmembranhelicesmodell mit einer zytoplasmatischen aminotermi-
nalen und einer zytoplasmatischen carboxyterminalen Extension (siehe Abbildung 16).
Sie identifizierten aulerdem 27 konservierte Aminosaurereste in verschiedenen
Ammoniumtransportern. Diese konservierten Aminosaurereste sind jeweils Uber das
ganze Protein verteilt und finden sich auch in dem Amt-System aus C. glutamicum wieder.
In Abbildung 15 ist ein Topologiemodell des corynebakteriellen Amt-Systems mit diesen
konservierten Aminosaureresten im Ein-Buchstabencode der Aminosauren aufgetragen.
In dem 428 Aminosaurereste und 12 Transmembranhelices umfassenden AmtB-System
aus E. coli wurden die Helices im Einklang mit Topologiemodellen anderer Ammonium-
transporter von 0 bis 11 durchnumeriert (sieche Abbildung 16). Durch die Existenz der
Helix 0 ist im AmtB-System der Aminoterminus im Gegensatz zu anderen Ammonium-
transportern zytoplasmatisch lokalisiert. Die Helices 1 bis 8 des Amt-Systems aus
C. glutamicum ahneln in ihrer Struktur und in der Verteilung der konservierten
Aminosaurereste in den Helices 1 bis 8 denen des AmtB-Systems aus E. coli. In beiden
Modellen tritt der konservierte Asparaginsaurerest (C. glutamicum: Amt-System: D166;
E. coli: AmtB-System: D182), der an der Bindung und Weiterleitung der Ammoniumionen
mit Hilfe der konservierten Glycinreste (siehe Abbildung 15) beteiligt sein soll, in der

extrazytoplasmatischen Schleife zwischen den Helices vier und finf auf. Dieser
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Asparaginsaurerest wird mit einem Asparaginsaurerest der Glutaminsynthetase aus
E. coli verglichen, der ebenfalls an der Ammoniumbindung beteiligt sein soll (Alibhai und
Villafranca, 1994; Liaw et al., 1995 ). Ab der achten Helix entspricht das Topologiemodell
des E. coli AmtB-Systems dem 11-Transmembranhelicesmodell des corynebakteriellen
Amt-System, in dem der Bereich um die Helix 8 in die Helices 8a und 8b aufgeteilt ist. Aus
diesem Grund ist die carboxyterminale Extension des AmtB-Systems aus E. coli im
Gegensatz zu der carboxyterminalen Extension des Amt-Systems aus C. glutamicum
zytoplasmatisch lokalisiert. Das MEP 1-Protein aus S. cerevisiae besitzt wiederum eine
andere Topologie: Es werden hier 11 Transmembranhelices (Helices 1 bis 11) mit einer
zytoplasmatischen carboxyterminalen Extension vorhergesagt (Marini et al., 2000). Howitt
und Udvardi (2000) zeigen in ihrem Review Uber die Struktur von Ammoniumtransportern
in Pflanzen ein Topologiemodell des AtAMT1;1 Ammoniumtransporters aus Arabidopsis
thaliana. Fur AtAMT1;1 werden wie fur das Amt-System aus C. glutamicum 10
Transmembranhelices mit einer extrazytoplasmatischen aminoterminalen und einer
extrazytoplasmatischen carboxyterminalen Extension vorausgesagt. Die Autoren stellen
als Erklarung fur diese Topologie die Hypothese auf, dass diese 10 Transmembranhelices
von einer friheren Form mit 12 (6 + 6) Transmembranhelices mit intrazelluldren Amino-
und Carboxytermini abstammen koénnten. Moglicherweise stellt auch die Struktur des
AmtB-Systems aus E. coli ein Modell fir eine Vorform des Amt-Systems aus
C. glutamicum dar. AtAMT1;1 zeigt des weiteren eher Sequenzahnlichkeiten zu
bakteriellen Ammoniumtransportern. Auch die kinetischen Parameter von AtAMT1;1
ahneln denen des Amt-Systems aus C. glutamicum. So liegt der K,Wert flr
Methylammoniumaufnahme bei 65 uM, und die Aufnahme wird durch Zugabe von
Ammonium mit einem K-Wert von 5 bis 10 uM inhibiert. AtAMT1;1 aus A. thaliana und
das Amt-System aus C. glutamicum scheinen so auf struktureller und funktioneller Ebene

ahnlich zu sein.
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Abb. 15: Topologiemodell des Amt-Systems aus C. glutamicum und Verteilung von
konservierten Aminoséaureresten

Das Amt-System aus C. glutamicum besitzt 10 Transmembranhelices. 27 konservierte Amino-

saurereste sind mit Hilfe des Ein-Buchstabencodes der Aminosauren eingezeichnet. D166 steht

dabei fir eine putative Ammoniumbindestelle. Die Lokalisation der nicht-konservierten Amino-

saurereste D5, M44 und L360 wurde mit Hilfe von phoA- und lacZ-Fusionen ermittelt. Die Lokalisa-

tion des konservierten Aminosaurerestes R387 wurde ebenfalls bestimmt.
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Abb. 16: Topologiemodell des AmtB-Systems aus E. coli

Das AmtB-System aus E. coli besitzt 12 Transmembranhelices. 27 konservierte Aminosaurereste
sind mit Hilfe des Ein-Buchstabencodes der Aminosauren eingezeichnet. D182 stellt die putative
Ammoniumbindestelle dar (Thomas et al., 2000).

3. Die Wechselwirkung der Glutaminsynthetase mit dem Ammoniumtransporter
Amt

Das Amt-System aus C. glutamicum unterliegt neben der Regulation auf Expressions-
ebene auch einer Aktivitatsregulation, wie dies auch bei Ammoniumaufnahmesystemen in
anderen Bakterien, beispielsweise in K. pneumoniae (Kleiner und Castorph, 1982) gezeigt
wurde. Die Zugabe von Glutamin zu Stickstoff-gehungerten Zellen fihrt in C. glutamicum
zu einem schnellen, reversiblen Verlust der Ammoniumaufnahme. Diese Regulation ist
allerdings nicht direkt auf einen Anstieg der zellularen Glutaminkonzentration zurtickzu-
fuhren, da das aufgenommene Glutamin in Stickstoff-gehungerten Zellen sofort metaboli-
siert wird (Jakoby, 1998).

Mit Hilfe von Dinnschichtchromatographien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Methylammonium durch die Glutaminsynthetase sofort umgesetzt wird und dass es nicht
zu einem Anstau von Methylammonium in der Zelle kommt. Da sich auch nach Aus-
schaltung des Glutamatdehydrogenase- und des GS / GOGAT-Weges immer noch ein

kompletter Umsatz von Methylammonium nachweisen liel3, wurde die Existenz eines



V. Diskussion 75

weiteren (Methyl-)Ammonium-umsetzenden Enzyms postuliert. Tatsachlich wurde bei der
Sequenzierung des C. glutamicum Genoms durch die Degussa-Huls AG ein weiterer
offener Leserahmen mit Sequenzéhnlichkeiten zu dem ginA-Gen entdeckt. Ubereinstim-
mend hiermit fanden Jakoby et al. (1997) durch Southern-Hybridisierungen erste
Hinweise auf die Existenz einer zweiten Glutaminsynthetase in C. glutamicum.

Mit Hilfe von Wechselwirkungsanalysen zwischen Proteinfusionen aus MBP-Amt und der
Glutaminsynthetase aus corynebakteriellen Zellextrakten konnte in der vorliegenden Ar-
beit eine Wechselwirkung zwischen dem MBP-Amt-System und der Glutaminsynthetase
gezeigt werden. Da die Wechselwirkung des Amt-Systems mit einer Glutaminsynthetase,
die nicht mehr adenylyliert werden konnte, starker erschien als mit einer Glutamin-
synthetase, die vermutlich zum grof3en Teil adenylyliert war, ist es wahrscheinlich, dass
das Amt-System nur mit aktiver, deadenylylierter Glutaminsynthetase wechselwirkt.
Betrachtet man die Kristallstruktur der Glutaminsynthetase aus S. typhimurium so ist er-
sichtlich, dass der Aminoterminus dieses Proteins etwas aus der Struktur dieses globula-
ren Proteins herausragt (Daniel Schlieper, pers. Mitteilung). Ubertrdgt man die Struktur
dieser Glutaminsynthetase auf die corynebakterielle Glutaminsynthetase (52 % Sequenz-
identitat), so kann man die Hypothese aufstellen, dass der aminoterminale Bereich der
Glutaminsynthetase den putativen Wechselwirkungsbereich mit dem Amt-System dar-
stellen kdnnte.

Dandekar et al. (1998) postulieren, dass bei konservierten Genpaaren oft auch ihre Pro-
dukte miteinander wechselwirken. Aus diesem Grund fordern Thomas et al. (2000a) fir
E. coli eine Interaktion zwischen dem AmtB-System und GInK (Atkinson und Ninfa, 1999).
Da auch in C. glutamicum das amtB-Gen und das g/nK-Gen in einem Operon vorliegen

(Jakoby et al., 2000), kdnnte es auch hier eine Wechselwirkung auf Proteinebene geben.
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4. Der globale Transkriptionsregulator AmtR

Der Repressor der amt-Transkription AmtR stellt einen globalen Transkriptionsregulator
von Komponenten des Stickstoffkontrollsystems dar. Er besitzt Ahnlichkeiten mit Trans-
kriptionsregulatoren aus E. coli, B. subtilis, M. tuberculosis und Staphylococcus aureus,
sowie zu dem Tetracyclinrepressor TetR aus E. coli. Unter Stickstoffuberflussbedingun-
gen reprimiert er nicht nur die Expression von amt, sondern auch die des amtB-ginK-ginD-
Operons, wodurch er dann indirekt auch an der Regulation der Glutaminsynthetase-
Aktivitat beteiligt ist (Lars Nolden, pers. Mitteilung). Der Mechanismus der Repression der
amt-Transkription unterscheidet sich von der Regulation in E. coli, wo eine Aktivierung der
Transkription stattfindet (Merrick und Edwards, 1995).

Als mdoglicher Interaktionspartner des AmtR-Proteins auf Aktivitatsebene bzw. als Signal-
mediator kommt das P,-Protein in Betracht. Metabolite wie Glutamin, Glutamat und
Ammonium kénnen hier nicht als Signale wirken, da ihre Konzentrationen in der Zelle in-
folge weiterer Umsetzungen durch die Reaktionen der GS / GOGAT relativ konstant blei-
ben. Das AmtR-Protein konnte in der vorliegenden Arbeit in nativer und aktiver Form ge-
reinigt werden. Nach Identifizierung eines AmtR-Bindemotivs konnte eine direkte Bindung
des AmtR-Proteins an die Operatorsequenz des amt-Gens gezeigt werden (Lars Nolden,
pers. Mitteilung). Des weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass AmtR wahr-

scheinlich als Dimer wirkt.

5. Das Modell der Stickstoffkontrolle in C. glutamicum

Zusammenfassend konnte durch die vorliegende Arbeit das Modell der Stickstoffkontrolle
in C. glutamicum (Jakoby, 1998) durch einige Komponenten und ihre Eigenschaften
komplementiert werden (siehe Abbildung 17). C. glutamicum besitzt demnach wahr-
scheinlich drei Ammoniumaufnahmesysteme, die Ammonium mit unterschiedlichen Ge-
schwindigkeiten und unter verschiedenen Bedingungen in die Zelle transportieren. Das
Amt-System ist ein hochaffines Aufnahmesystem flir Ammonium und akzeptiert zusatzlich
Methylammonium, Dimethylammonium und Ethylammonium als Substrate. Das paraloge
AmtB-System stellt eine spezifische Ammoniumpermease dar, die Ammonium mit einer
vergleichbar hohen maximalen Geschwindigkeit wie das Amt-System transportiert, aber
unter variableren Bedingungen synthetisiert wird. Das postulierte AmtN-System ware eine
niedrigaffine Ammoniumpermease. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass die optimale
Versorgung von C. glutamicum mit Ammonium unter verschiedenen Umweltbedingungen
gewahrleistet ist. Nach dem Transport in die Zelle, wird Ammonium von der Glutamin-

synthetase assimiliert. Dabei interagiert die Glutaminsynthetase wahrscheinlich direkt mit
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dem Amt-System. AulRerdem wurde eine zweite Glutaminsynthetase postuliert, die die

Funktion der Glutaminsynthetase | in einer ginA-Deletionsmutante ersetzen konnte.

Ammonium

Ammonium
Methylammonium
Dimethylammonium
Ethylammonium

lutamat lutami mtN
Glutama Glutamin \/)\ Ammonium
(so0am) .
Glutamat 2-Ketoglutarat

————— P Expressionsregulation

————— @ Aktivitatsregulation

|:| Ammoniumaufnahme
|:| Ammoniumassimilation

Aktivitatsregulation

|:| Expressionsregulation

Abb. 17: Modell der Stickstoffkontrolle in C. glutamicum

C. glutamicum verfigt wahrscheinlich Gber drei Ammoniumpermeasen Amt, AmtB und AmtN. Nach
Aufnahme von Ammonium in die Zelle wird es durch die Glutaminsynthetase (GS ) fixiert. Die GS
wird in ihrer Aktivitat Gber De- / Adenylylierung durch eine ATase reguliert. Die Aktivitat der ATase
wird durch das Py-Protein gesteuert, welches durch De- / Uridylylierung durch das GInD-Protein
modifiziert wird. AmtR wirkt als Dimer und reguliert die amt-Transkription und die GS reguliert die

Amt-Aktivitdt. Die Reaulation der zweiten GS ist noch nicht untersucht (nach Jakobv. 1998).
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V. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Systemen und Mechanismen der Stickstoffkon-
trolle in dem Gram-positiven Bodenbakterium Corynebacterium glutamicum. Es wurden
die Regulation der Aufnahme und Assimilation von Stickstoffquellen auf Expressions- und
Aktivitdtsebene untersucht. Das untersuchte Ammoniumaufnahmesystem Amt besitzt ein
relativ breites Substratspektrum. Es transportiert mit Praferenz Ammonium aber auch
Methylammonium, Dimethylammonium und Ethylammonium in die Zelle. Der Mechanis-
mus und die Kinetik der (Methyl-)Ammoniumaufnahme durch das Amt-System wurden in
dieser Arbeit untersucht und die apparenten K,-Werte der Methylammoniumaufnahme
(K,-Werte circa 50 uM) bei verschiedenen pH-Werten, sowie der K-Wert der Methyl-
ammoniumaufnahme fir Ammonium (K-Wert circa 5 uyM) ermittelt. Es konnte bestatigt
werden, dass das Amt-System ein sekundarer Membranpotenzial-abhangiger Transporter
ist, der (Methyl-) Ammonium und nicht Ammoniak oder Methylamin als Substrate akzep-
tiert. Unter Stickstoffmangelbedingungen wird das amt-Gen exprimiert und zeigt bei hdhe-
ren pH-Werten eine deutlich hdhere Expression als bei niedrigen pH-Werten. Dieses Ex-
pressionsmuster unterstitzt den Beweis, dass (Methyl-)Ammonium und nicht Ammoniak
oder Methylamin die transportierten Spezies darstellen. Die Transkription des amt-Gens
wird unter Stickstoffiberschussbedingungen durch den Regulator AmtR reprimiert. AmtR
tritt als Dimer auf und konnte in dieser Arbeit in aktiver Form gereinigt werden, was durch
seine Bindung an spezifische DNA-Bereiche gezeigt werden konnte (Lars Nolden, pers.
Mitteilung).

Die Funktion des AmtB-Systems, eines Paralogs des Amt-Systems, wurde in dieser Arbeit
aufgeklart. Das AmtB-System ist eine Permease fir Ammonium und transportiert sein
Substrat mit einer vergleichbaren maximalen Geschwindigkeit wie das Amt-System. Im
Gegensatz zu amt wird amtB auch bei niedrigeren pH-Werten stark exprimiert. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass das AmtB-System aus C. glutamicum wie das AmtB-System aus
E. coli einen Facilitator fir Ammoniak darstellen kdnnte. Vermutlich existiert weiterhin
noch ein niedrigaffiner Ammoniumtransporter AmtN in C. glutamicum.

Nach der Aufnahme in die Zelle wird Ammonium durch die Glutaminsynthetase | umge-
setzt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Fusion aus MBP und Amt mit der Glutamin-
synthetase | wechselwirkt. Diese neuartige Interaktion ware eine Voraussetzung gegen
einen ,futile cycle, der in einem Abbau des Protonenpotenzials Gber der Membran resul-
tieren wirde und deutet auf eine Aktivitatsregulation des Transporters Amt durch die

Glutaminsynthetase | hin.
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