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Kurzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Corynebacterium glutamicum akkumuliert als Reaktion auf osmotischen Stress kompatible
Solute. Hierzu synthetisiert das Bakterium die Aminosauren Glutamat, Glutamin und Prolin
de novo und/oder importiert die Solute Betain, Ectoin und Prolin mittels der sekundaren
Transporter BetP, EctP, LcoP und ProP, die jeweils unterschiedliche Affinitaiten und
Substratspektren zeigen. Die beteiligten Systeme der Osmoregulation werden auf der Ebene
der Aktivitat reguliert. Die Expressionsregulation der Transporter war bisher unbekannt. In
dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Expressionskontrolle der Transportergene betP, ectP,
IcoP und proP sowie die Neusynthese kompatibler Solute nhach einem hyperosmotischen
Schock untersucht. Hierzu wurden der Wildtyp und Deletionsmutanten, die jeweils nur noch
ein intaktes Gen eines Transporters fir kompatible Solute hatten, auf Expressionsebene
verglichen. Die Induktion der jeweiligen Gene wurde durch RNA-Hybridisierungsexperimente
bestimmt und eine Quantifizierung der Transkriptionsstarke Uber Transportmessungen und
Antikdrpernachweise durchgefuhrt. Durch die Analyse von Wachstumsparametern und der
Akkumulation von de novo synthetisierten Aminosauren (Glutamat, Glutamin und Prolin)
wurden zusatzliche wichtige Faktoren der Osmoregulation von C. glutamicum untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die Gene betP, ectP, IcoP und proP einer osmotischen
Kontrolle unterliegen. Unter niederosmolaren Bedingungen wurden nur geringe Mengen an
MRNA nachgewiesen, aber bereits eine hohe Grundaktivitat der Transporter BetP und EctP
festgestellt. Durch hyperosmotischen Schock wurden insbesondere die Gene betP, ectP und
proP deutlich induziert. Die Transportraten von BetP und ProP stiegen aufgrund der dadurch
verstarkten Translation signifikant an, wahrend keine Steigerung der Rate bei EctP
festgestellt werden konnte. Unter den getesteten Bedingungen zeigte IcoP nur eine
schwache Reaktion, was darauf hindeutet, dass der Transporter in der Osmoadaptation eine
geringe Rolle spielt. Aufgrund der hohen basalen Transportraten unter niederosmolaren
Bedingungen bilden EctP und BetP somit das Notfallsystem von C. glutamicum bei plétzlich
auftretenden Anderungen der Osmolalitit und externer Verfiigbarkeit kompatibler Solute.
Zusatzlich wurde eine starke transiente Akkumulation von Glutamat sowie Glutamin
nachgewiesen, welche in der frihen Osmoantwort zur schnellen Restaurierung des
sinkenden Turgordrucks dienen und spater durch hohe Konzentrationen von Prolin ersetzt
werden, welches bis in die stationare Phase das dominante Solut darstellt. Durch diese
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass C. glutamicum Uber ein System verfugt,
welches unter hyperosmotischen Bedingungen durch kumulative Nutzung verschiedener
zellularer Prozesse die zur Kompensation von osmotischem Stress notwendige

Akkumulation kompatibler Solute gewahrleistet.



Abstract

Abstract

To counteract the effects of hyperosmotic stress on turgor and cellular processes
Corynebacterium glutamicum accumulates high amounts of compatible solutes. Therefore,
the bacterium synthesizes the amino acids glutamate, glutamine, and proline de novo and/or
imports the solutes betaine, ectoine, and proline via the secondary transporters BetP, EctP,
LcoP, and ProP. These carriers exhibit different substrate affinities and spectra. The systems
involved in osmoregulation are regulated at the level of activity. However, no data were
available so far about the regulation of the transporters at the level of expression. This thesis
analyzes the impact of expression control on the ransporter genes betP, ectP, IcoP, and
proP after hyperosmotic upshock. The C. glutamicum wild type strain and mutant strains
devoid of four of the five genes each for transporters of compatible solutes were analyzed in
detail. Induction of the respective genes was determined by RNA hybridization experiments.
Quantification of expression intensity was carried out by transport measurements and
antibody detection experiments. Analyses of growth parameters and determination of
intracellular amounts of amino acids synthesized de novo (i.e. glutamate, glutamine, and
proline, respectively) provided additional information on osmoregulation in C. glutamicum. It
could be shown that the genes betP, ectP, IcoP, and proP are subject to osmotic control.
Conditions of weak osmotic strength accounted for only small amounts of the respective
mRNA's, though a surprisingly high basic activity for BetP and EctP was determined.
Following osmotic upshock the genes betP, ectP, and proP were dramatically induced and
the uptake rates of BetP and ProP rose significantly according to increased translation.
However, no increase in the uptake rate of EctP was determined. LcoP showed only weak
response under the tested conditions, which may be a hint to its minor role in
osmoadaptation. Thus, BetP and EctP represent the emergency system of C. glutamicum
when it is subject to a rapid increase of osmolarity and if external compatible solutes are
available. Nevertheless, a transient accumulation of high concentrations of glutamate and
glutamine could be determined in the first response to osmotic upshock. These amino acids
were able to restore the decreasing turgor until being replaced by high concentrations of
proline, which was the dominant compatible solute until stationary phase was reached. This
study reveals the fine-tuned osmoprotective system of C. glutamicum which ensures the life-
saving accumulation of compatible solutes by the use of multiple cellular processes under
hyperosmotic conditions.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum (friiher Micrococcus glutamicus) wurde 1957 von
Kinoshita et al. isoliert und charakterisiert. Phylogenetisch gehort die Gattung
Corynebacterium innerhalb der Gram-positiven Bakterien zur Untergruppe mit hohem
GC-Gehalt. Coryneforme Bakterien haben eine stdbchen bzw. keulenférmige
(coryneforme) Gestalt, sind aerob und unbeweglich, bilden keine Sporen aus und
zeichnen sich durch eine ,schnappende® Zellteilung aus, d.h. die Zellen bleiben kurz
vor der eigentlichen Teilung noch seitlich miteinander verbunden. Zur Gattung
Corynebacterium z&hlen neben Bodenbakterien auch humanpathogene Arten wie
z.B. C. diphtheriae und C. pyogenes sowie pflanzenpathogene Arten wie z.B.
C. michiganense und C. fascians. C. glutamicum ist dagegen ein apathogenes
Bodenbakterium und zeichnet sich dadurch aus, dass es unter bestimmten
Bedingungen die Aminosaure Glutamat in die Umgebung exkretiert. Aufgrund dieser
Eigenschaft hat C. glutamicum eine hohe biotechnologische und industrielle
Bedeutung. Neben der Produktion von Glutamat als Geschmacksverstarker in der
Lebensmittelindustrie wird Lysin als Futtermitteladditiv in der Tiermasthaltung
hergestellt. Die weltweite jahrliche Produktion der beiden wichtigsten durch
C. glutamicum fermentativ hergestellten Aminosauren betragt zurzeit ca. 1,5 Mio.

Tonnen L-Glutamat und 500.000 Tonnen L-Lysin (Kramer, personliche Mitteilung).

1.2 Anpassung an schwankende Osmolaritaten

Mikroorganismen sind in den natlrlichen Habitaten durch Nahrstofflimitation,
Austrocknung, Schwankungen in Temperatur und pHWert innerhalb kurzer Zeit
einer Vielzahl von wachstumsbegrenzenden Stressfaktoren ausgesetzt (Hecker
etal., 1996). Trotzdem sind Mikroorganismen in der Lage, auch solche Lebensrdume
erfolgreich zu besiedeln, die sich durch deutliche Schwankungen biotischer und

abiotischer Faktoren auszeichnen.

Eine besondere Bedeutung kommt dabei wechselnden Osmolaritdten zu. Einige
Mikroorganismen sind in ihrem Habitat — dem Meerwasser oder Salzseen — der

permanenten Pradsenz hoher Konzentrationen osmotisch wirksamer Bestandteile
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ausgesetzt (Ventosa et al., 1998), wahrend andere den Boden oder die oberen
Bodenschichten besiedeln und damit durch Austrocknung und Regen bzw.
Uberflutung verursachte drastische Veranderungen der Wasseraktivitat ausgleichen
mussen (Galinski und Truper, 1994; Miller und Wood, 1996).

Die bakterielle Zellmembran ist fur Wasser, Glycerin und kurzkettige Alkohole
durchléassig, bildet jedoch eine effektive Barriere flr anorganische Salze,
Makromolekile und organische Verbindungen im Cytoplasma oder der Umgebung
der Zelle (Bovell et al., 1963). In der Regel ist die intrazellulare Konzentration
osmotisch aktiver Substanzen hoher als die des umgebenden Mediums. Aufgrund
des resultierenden hohen osmotischen Potentials (Yp) im Cytoplasma ist das
Wasserpotential Yy ), welches zum osmotischen Potential komplementéar ist, sehr
niedrig. Daher diffundieren Wassermolekile vom externen Kompartiment mit
hoherem Wasserpotential ins Cytoplasma der Zelle und verursachen einen
hydrostatischen Druck, auch Zellturgor genannt, der die Cytoplasmamembran gegen
die Zellwand drickt und dem einstromenden Wasser entgegenwirkt. Der
Wasserstrom kommt zum Erliegen, sobald sich das Druckpotential des Zellturgors

(Y p) dem osmotischen Potential (Y p) angeglichen hat. Dann gilt:

Yw=Yp+tYp, wenn y , =y , dan Yy ,, =0

Das Druckpotential des Zellturgors (Y p) entspricht dabei dem osmotischen Druck (P),

der wie folgt definiert ist:

P =- (RT/V,) Ina,

R = Gaskonstante; T = Temperatur in Kelvin; a, = Wasseraktivitat; Vi, = partielles molares Volumen
des Wassers

Die Summe der molaren Konzentrationen aller osmotisch wirksamen Teilchen ;)

einer Losung bezeichnet man als Osmolaritat. Diese beschreibt den osmotischen
Druck wie folgt:

Osmolaritat =S ¢;» P / RT
|
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Da die Summe der osmotisch wirksamen Teilchen in einer Lésung berechnet, jedoch
nicht gemessen werden kann, wird in der Praxis der osmotische Druck in
Abhangigkeit vom Gewicht der Teilchen in einer Losung (Osmolalitat) bestimmt.
Hierbei wird die durch geléste Teilchen hervorgerufene Gefrierpunkterniedrigung

einer Lésung gemessen.

Osmolalitat= P / RT [osmol/kg]

Zwei osmotische Prozesse werden unterschieden: Von hyperosmotischem Stress
spricht man, wenn in der Umgebung eine groRere Zahl an osmotisch wirksamen
Substanzen vorliegt und Wasser aus der Zelle entweicht. Damit besteht die Gefahr
der Plasmolyse und eines Zusammenbruchs des Turgors, was letztendlich zum
Wachstumsstillstand fuhren konnte. Wird die Zelle dagegen hypoosmolaren
Bedingungen ausgesetzt, stromt Wasser in die Zellen ein, und im Extremfall besteht
die Gefahr des Platzens. Unter isoosmolaren Bedingungen stromt kein Wasser in die
Zelle hinein oder aus ihr heraus. Da das Cytoplasma der Zelle allerdings unter
normalen Bedingungen ein hochkonzentriertes gelartiges Molekllgemisch darstellt,
wird der osmotische Druck durch den entgegengesetzt wirkenden Turgordruck

kompensiert.

Die Aufrechterhaltung des Turgors innerhalb enger Grenzen wird als notwendig fur
das Zellwachstum und die Zellteilung von Bakterien- und Pflanzenzellen angesehen
(Koch, 1983; Holtje, 1998). Strategien zur Anpassung an Schwankungen der
externen Osmolaritat sind also von fundamentaler Bedeutung fiir das Uberleben und
Wachstumsvermogen von Mikroorganismen, weshalb sie effektive Mechanismen
entwickelt haben, um unter wechselnden osmotischen Bedingungen einen
konstanten Turgordruck beizubehalten. Da Mikroorganismen keine Systeme fur den
aktiven Wassertransport besitzen, sind sie darauf angewiesen, den Wasserstrom
Uber die Membran durch den Gehalt an intrazellularen osmotisch aktiven
Substanzen, sog. kompatible Solute, zu regulieren. Diese Adaptation an
unterschiedlichste osmotische Gegebenheiten wird auch als Osmoregulation
bezeichnet (Brown et al., 1986). Die essentielle Bedeutung der Osmoregulation fur
Zellen zeigt sich in der nahezu ubiquitaren Verbreitung von molekularen

Mechanismen zum Schutz vor osmotischem Stress.
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1.3 Osmoregulation unter hypoosmotischen Bedingungen

Die Anpassung von Mikroorganismen an hyperosmolare Bedingungen ist mit der
Akkumulation grof3er Mengen niedermolekularer Verbindungen gekoppelt. Werden
bakterielle Zellen nach einer derartigen Anpassung plétzlich einem hypoosmotischen
Schock ausgesetzt, kommt es entlang des Konzentrationsgradienten zu einem
massiven Einstrom von Wasser in die Zellen. Als Konsequenz steigt der Turgor
drastisch an, was die Zelle im Extremfall zum Platzen bringen kann. Um dem
entgegenzuwirken, muss die Zelle in der Lage sein, osmotisch aktive Solute rasch
aus dem Cytoplasma auszuschleusen, um das intrazellulare osmotische Potential zu
reduzieren. In vielen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien ist der Efflux
dieser Substanzen abhangig von so genannten dehnungsaktivierbaren
mechanosensitiven Kanalen (Msc), durch welche die Osmolyte innerhalb weniger
Sekunden nach einem hypoosmotischen Schock ausstromen kdonnen Gchleyer et
al., 1993). Durch elektrophysiologische Untersuchungen konnten mechanosensitive
Kanale sowohl in Eu- als auch in Prokaryoten nachgewiesen werden (Morris, 1990;
Sackin, 1995). Untersuchungen in Escherichia coli haben gezeigt, dass das
Vorhandensein mechanosensitiver Kanale essentiell fur das Uberleben eines
osmotischen downshifts ist (Levina et al., 1999). Dieses Bakterium besitzt
mindestens drei mechanosensitive Kanale (MscL, MscS und MscM), die sich
hinsichtlich ihrer Aktivierungsschwellen und Leitfahigkeiten deutlich voneinander
unterscheiden (Berrier et al., 1996). Die Offnung dieser Kanile ist abhangig von
einer Konformationsanderung der Proteinstruktur, die durch Anderungen der
Membranspannung ausgelost wird. Mittlerweile stehen die Kristallstrukturen der
mechanosensitiven Kanédle MscL aus Mycobacterium tuberculosis (Chang et al.,
1998) und MscS aus E. coli zur Verfliigung (Bass et al., 2002), was weitere Schritte
zur Aufklarung des Offnungsprozesses ermoglicht. Ein aktuell diskutiertes Modell zur
Aktivierung von MscL besagt, dass es unter hypoosmotische n Bedingungen in Folge
des steigenden Turgordrucks zu einer lateralen Expansion der Cytoplasmamembran
kommt. Die Kanalpore weitet sich, bleibt jedoch weiterhin geschlossen. Erst in einem
zweiten Schritt ermdglicht die laterale Expansion weiterer Proteinbereiche eine
Offnung des Kanals (Sukarev et al., 2001). Auch bei den Gram-positiven Bakterien
Lactobacillus plantarum (Glaasker et al., 1996), Bacillus subtilis (Moe et al., 1998)
und C.glutamicum (Ruffert et al., 1999; Nottebrock et al., 2003) wurden

mechanosensitive Kanéle identifiziert, die groBe Ahnlichkeiten zu MscL und MscS
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aus E. coli zeigen. Die funktionelle Charakterisierung der mechanosensitiven Kanéle
aus C.glutamicum zeigte, dass diese Kanale dem spezifischen Efflux von
Glycinbetain, Prolin sowie einem geringen Efflux von Kationen dienen (Ruffert et al.,
1999). Daneben besitzt dieses Bakterium einen weiteren mechanosensitiven Kanal

dessen molekulare Struktur jedoch noch nicht geklart ist (Nottebrock, 2000).

1.4 Osmoregulation unter hyperosmotischem Stress

Steigt die Osmolalitat des externen Mediums, sinkt dessen Wasserpotential und
Wassermolekule diffundieren entlang des osmotischen Gradienten aus der Zelle. Der
Zellturgor sinkt, und den cytoplasmatischen Proteinen wird ihre funktionsrelevante
Hydrathille entzogen. Als Folge dieser Dehydratation kommen Zellstoffwechsel und
Zellteilung zum Erliegen (Wood, 1999). Um dieses zu verhindern, haben
Mikroorganismen im Laufe der Evolution zwei fundamental unterschiedliche
Strategien entwickelt. In extrem halophilen Organismen dient die Anhaufung von
anorganischen lonen (hauptsachlich K* und CI) dazu, die hohe Osmolaritat des
Mediums auszugleichen (Bremer und Kramer, 2000). Dabei werden diese Salze bis
zu molaren Konzentrationen angehauft, was voraussetzt, dass die gesamten
metabolischen und regulatorischen Prozesse dieser Organismen an hohe
intrazellulare lonenkonzentrationen angepasst sind. So sind einige biochemische
Prozesse von der hohen intrazellularen Kaliumkonzentration abhéngig, und die
Zellmembran vieler halophiler Mikroorganismen ist unterhalb der hohen lonenstérke
strukturell nicht stabil (Brown, 1963; Britton et al., 1998; Elcock et al., 1998). Viele
halophile Mikroorganismen sind zudem in der Lage, osmotisch wirksame Substanzen
zu synthetisieren, um das osmotische Potential ihres Cytoplasmas zu erhdhen
(Galinski, 1995; Ventosa et al., 1998). Diese Anpassungsstrategie ist sehr erfolgreich
bei der Adaptation an extreme Salzkonzentrationen, erweist sich aber als relativ
unflexibel und beschrankt die Habitate solcher extrem halophilen Mikroorganismen

auf Salzseen und Salinen.

Halotolerante Mikroorganismen, die moderater Osmolaritdt ausgesetzt bzw.
regelmaRig Fluktuationen der externen Osmolaritdt unterworfen sind, bedienen sich
einer anderen Strategie, die sie in Hinblick auf die Wahl ihrer Habitate deutlich
flexibler macht als halophile Mikroorganismen. Als initiale Antwort auf

hyperosmotischen Stress akkumulieren Bakterien wie E. coli, B. subtilis und
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C. glutamicum Kaliumionen im Cytoplasma (Dinnbier et al., 1988; McLaggan et al.,
1994; Whatmore et al., 1990; Burger, 2001), das aber in derartig hoher Konzentration
aufgrund der Inkompatibilitat mit dem Zellmetabolismus nach kurzer Zeit in einem
zweiten Schritt der Anpassung durch Synthese und/oder Aufnahme so genannter
kompatibler Solute ersetzt wird Csonka und Epstein, 1996; Bremer und Kramer,
2000). Diese organischen, osmoprotektiven Substanzen werden bis zu molaren
Konzentrationen akkumuliert, ohne den Zellmetabolismus zu beeintrachtigen. Neben
ihrer osmotischen Aktivitat und dem daraus resultierenden Beitrag zur
Aufrechterhaltung des Turgors sind diese Verbindungen in der Lage, die Struktur und
Stabilitat von Proteinen unter hochosmolaren Bedingungen positiv zu beeinflussen
(Brown, 1976; Yancey et al.,, 1982; Wood, 1999). Aufgrund dieser protektiven
Eigenschaften ist die Akkumulation kompatibler Solute nicht nur in Bakterien und
Archaea verbreitet (Csonka, 1989; da Costa et al., 1998; Poolman und Glaasker,
1998; Oren, 1999), sondern findet sich auch bei Pilzen, Pflanzen, Tieren und
menschlichen Zellen (Burg et al., 1997; Hohmann, 1997; McNeil et al., 1999).

1.4.1 Bedeutung und Funktion kompatibler Solute

Obwohl die Fahigkeit zur Akkumulation kompatibler Solute als Antwort auf
hyperosmotischen Stress in Eukaryoten, Bakterien und Archaea weit verbreitet ist
(Bohnert, 1995; Kempf und Bremer, 1998; Roberts, 2000), rekrutiert sich das

Spektrum der verwendeten kompatiblen Solute aus lediglich vier Hauptgruppen:

() Zucker und Polyole (z. B. Trehalose oder Glycerin)

(i) a- und b-Aminosauren (z. B. Prolin oder Glutamat) und ihre Derivate (z. B.
Ectoin)

(i)  Trimethylammoniumverbindungen (z. B. Glycinbetain, Cholin oder Carnitin)
und

(iv)  Methylsulfonium-Verbindungen und Sulfatester (z. B. Dimethylsulfonium-
propionat oder Cholin-O-sulfat).

Die meisten kompatiblen Solute in Bakterien und Eukaryoten sind metabolisch inert,
polar (bei physiologischem pHWert ungeladen oder zwitterionisch) und bis zu
molaren Konzentrationen I6slich (Csonka, 1989). Sie bieten den Vorteil, dass sie
selbst in diesen hohen cytoplasmatischen Konzentrationen den zellularen
Stoffwechsel nicht beeinflussen und eine stabilisierende Wirkung auf die native
Konformation von Enzymen zeigen (Yancey et al., 1982; Wood, 1999).
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Im Laufe der letzten Jahre stellte sich heraus, dass kompatible Solute von Zellen
nicht allein zu osmoprotektiven Zwecken akkumuliert werden, sondern auch die
Toleranz gegenuber anderen Stressarten erh6hen. Schon seit langerer Zeit ist der
positive Einfluss von Zuckern und Polyolen auf die Toleranz von Mkroorganismen
gegen Einfrieren und Auftauen bekannt (Mazur, 1968; Hino et al., 1990). So werden
kompatible Solute routinemaRig als Additiva fur mikrobiologische Proben verwendet,
die gefroren oder lyophilisiert werden sollen (Barbour und Priest, 1986). Zudem
konnte in Bakterien und Pilzen eine positive Korrelation zwischen dem Gehalt
kompatibler Solute und ihrer Resistenz gegeniber Austrocknung nachgewiesen
werden (Gadd et al., 1987; Potts, 1994). Ein weiteres Beispiel fur die weitreichenden
protektiven Eigenschaften kompatibler Solute ist, dass Hefe-Zellen, die ausgeldst
durch Stress Trehalose akkumulierten, deutlich resistenter gegen Sauerstoffradikale
sind, als solche mit einem niedrigen Trehalose-Level (Benaroudj et al., 2001).
Besonders hervorzuheben sind jedoch die fordernden Eigenschaften kompatibler
Solute auf das Wachstum von Mikroorganismen bei Kaltestress. So konnte von Ko
etal. (1994) gezeigt werden, dass Glycinbetain in Listeria monocytogenes bei
Wachstum in der Kélte verstarkt transportiert wird und kryoprotektiv wirkt. Etwas
spater wurden andere Solute auf diese Eigenschaft hin untersucht und es stellte sich
heraus, dass auch Strukturanaloga von Glycinbetain und
Dimethylsulfoniumverbindungen das Wachstum von L. monocytogenes bei
Kaltestress fordern (Bayles und Wilkinson, 2000). Untersuchungen zur
thermoprotektiven Wirkung kompatibler Solute in Mikroorganismen fuhrten zu dem
Ergebnis, dass z.B. das Disaccharid Trehalose das Wachstum von Hefe und
Enterobakterien wie Salmonella und Escherichia coli fordert (Hengge-Aronis et al.,
1991; Canovas et al., 2001). Zudem konnte gezeigt werden, dass Glycinbetain
sowohl in E. coli (Caldas et al., 1999) als auch in Pflanzen (Alia et al., 1998) die
Toleranz gegeniber hohen Temperaturen erhoht. Stress, der durch erhéhte
Wachstumstemperaturen zustande kommt, tritt in der Natur haufig in Kombination mit
osmotischem Stress auf (z. B. bedingt durch Austrocknung). Untersuchungen zur
Auswirkungen dieser Kombination zweier Stressfaktoren kamen zu dem Ergebnis,
dass hyperosmotische @ Wachstumsbedingungen die  Thermotoleranz  von
Mikroorganismen erhéhen konnen (Fletcher und Csonka, 1998; Fletcher et al.,

2001). Die unter hyperosmotischen Bedingungen gesteigerte Toleranz gegeniber
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Hitze wird dabei auf die osmotisch induzierte Akkumulation kompatibler Solute
zuruckgefihrt.

Die enorme Vielfalt der protektiven Wirkungen kompatibler Solute wirft die Frage
nach der Wirkungsweise dieser Substanzen auf. Nach dem Modell der 'preferential
exclusion' von Arakawa und Timasheff (1985) werden diese Verbindungen
vorzugsweise aus der Hydrathille von Proteinen ausgeschlossen und ordnen sich
um diese herum an. Dies bewirkt eine Erh6hung der lokalen Wasserkonzentration an
der Proteinoberflache. Der praferentielle Ausschluss ist energetisch am gunstigsten,
wenn die Oberflache eines Proteins moglichst klein ist, was letztlich die Stabilisierung
eines Proteins in einer kompakten, nativen Konformation zur Folge hat (Potts, 1994).
Ihre nahezu fehlende Wechselwirkung mit den Proteinen an sich erklart die
Kompatibilitdt solcher Substanzen sowohl in vivo als auch in vitro (Arakawa und
Timasheff, 1985). Aufgrund dieser Eigenschaft werden kompatible Solute auch als

chemische Chaperone bezeichnet (Tatzelt et al., 1996).

1.4.2 Akkumulation kompatibler Solute durch de novo Synthese

Bei halotoleranten Prokaryoten geht eine langfristige Adaptation an hyperosmotische
Bedingungen in der Regel mit der Synthese kompatibler Solute einher, wobei das
Spektrum der Syntheseleistungen von der jeweiligen enzymatischen Ausstattung der
Organismen abhangt. Weit verbreitet ist neben der osmotisch induzierten de novo
Synthese von Prolin, die man bei Gram-positiven Prokaryoten wie B. subtilis oder
C. glutamicum nachgewiesen hat (Whatmore et al.,, 1990; Wolf et al., 2003), die
Synthese von Trehalose, welche beispielsweise E.coli und C. glutamicum eine
Adaptation an langerfristige hyperosmotische Bedingungen ermoglicht (Wood et al.,
2001; Wolf et al.,, 2003). Im Gegensatz zu C. glutamicum besitzen E. coli und
B. subtilis zudem die Fahigkeit, extern verfiigbares Cholin, das durch den Abbau
Cholin-haltiger Phospholipide entsteht, aufzunehmen und enzymatisch zu
Glycinbetain zu oxidieren (Lamark et al., 1991; Kappes et al., 1999). Neben einer
Regulation der Biosynthese-Enzyme auf Aktivitatsebene konnte bei verschiedenen
Mikroorganismen auch eine Transkriptionsregulation der kodierenden Gene
nachgewiesen werden (Killham und Firestone, 1984; Galinski und TrlUper, 1994; Ley,
2001).
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1.4.3 Aufnahme kompatibler Solute

Bei einem hyperosmotischen Schock kommt es zur gesteigerten Synthese
kompatibler Solute. Bei externer Verflugbarkeit naturlich vorkommender
Schutzsubstanzen, wie z.B. Prolin oder Glycinbetain, wird jedoch deren schnellere
und zudem energetisch gunstigere Aufnahme gegenitber der Eigensynthese
bevorzugt (Wood, 1999). Die Synthese und der Eintrag dieser Osmoprotektiva in die
Umwelt erfolgt im Allgemeinen durch Pflanzen, Tiere und Mikroorganismen (Kemble
und McPherson, 1954). Die Aufnahme ins Cytoplasma der Bakterienzellen wird
durch osmotisch regulierte Transportsysteme katalysiert, welche sich aus den
verschiedensten Protein-Familien rekrutieren. Neben Bindeprotein-abhéngigen
ABC-Transportern wie ProU aus E. coli (Csonka und Epstein, 1996), OpuA, OpuB
und OpuC aus B.subtilis (Kappes et al., 1998 und 1999) oder OpuA aus
Lactococcus lactis (van der Heide und Poolman, 2000) und Bindeprotein-abhangigen
sekundaren Transportern wie TeaABC aus Halomonas elongata (Grammann et al.,
2002), wurden zahlreiche Natrium-Symporter wie EctP und BetP aus C. glutamicum
(Peter et al., 1996; Peter et al., 1998) bzw. Protonen-Symporter wie ProP aus E. coli
(Sutherland et al., 1987) und ein gleichnamiger Transporter aus C. glutamicum
(Peter et al., 1998) identifiziert. Zudem besitzt ein Bakterium meist mehrere
Transportsysteme mit unterschiedlichen Substrataffinitdten und Substratspektren,
wodurch eine rasche und flexible Adaptation der Zellen an plotzlich auftretende
hyperosmotische Bedingungen gewahrleistet wird (Millner et al., 1988; Wood, 1988).
Exemplarisch hierfur seien C. glutamicum und B. subtilis genannt, wobei letzteres auf
insgesamt funf osmotisch regulierte Transporter zuriickgreifen kann, welche die
Aufnahme von mehr als zehn unterschiedlichen kompatiblen Solute katalysieren
(Kempf und Bremer, 1995; Kappes und Bremer, 1998). Im Gegensatz zu B. subtilis
besitzt C. glutamicum ausschlie3lich sekundare Transporter fur die Aufnahme
kompatibler Solute @bbildung 1-1), deren Aktivitat durch osmotische Anderungen
reguliert wird. Die Aufnahme von Glycinbetain, dem bevorzugten kompatiblen Solut
von C. glutamicum, erfolgt durch die beiden nah verwandten sekundaren Natrium-
Symporter BetP und EctP, zwei Mitgliedern der so genannten BCCT-Familie
(Betain/Carnitin/Cholin-Transporter; Saier et al., 1999), zu denen auch OpuD aus
B. subtilis gehért. EctP kann auRerdem Ectoin und Prolin aufnehmen. Zusatzlich
kann C. glutamicum Prolin durch die Prolin/Ectoin-spezifische Permease ProP aus

der MFS-Familie (najor facilitator superfamily) aufnehmen, allerdings wurde eine
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Aktivitat bisher nicht gemessen (Peter et al., 1998). Dieser Transporter ist nah
verwandt mit dem gleichnamigen Protein aus E. coli, welches derzeit zu den am
besten untersuchten osmotisch regulierten Transportsystemen unter den
Prokaryoten gehort (Grothe et al., 1986; Culham et al., 2000). Erst kirzlich wurde in
C. glutamicum ein Na*-abh&ngiges, osmotisch reguliertes Aufnahmesystem fir
Glycinbetain und Ectoin entdeckt (LcoP), welches ebenfalls zur BCCT-Familie gehort
(Steger, 2002). Zusatzlich zu den osmotisch regulierten Transportern besitzt
C. glutamicum den Transporter PutP, welcher der Aufnahme von Prolin zu anabolen
Zwecken dient (Peter et al., 1997).

Ectoin
Betain Prolin Ectoin

Betain Prolin Ectoin Betain Prolin
2 Nas Na H’ Na Na

Kw-Wert je Solut
Transporter | Betain | Ectoin | Prolin | Natrium (Na") Quelle
[uM] | [UM] | [uM] [mM]

BetP 8,6 - - 4,1 Peter et al., 1996
EctP 333 63 1200 9,1 Peter et al., 1998
LcoP 150 540 - 36 Steger, 2002
ProP - 132 48 - Peter et al., 1998
PutP - - 7,6 1,3 Peter et al., 1997

Abbildung 1-1: Transportsysteme fiir kompatible Solute in C. glutamicum.

In Kombination mit der Fahigkeit zur de novo Synthese der kompatiblen Solute Prolin
und Trehalose ermdéglicht ein Set osmotisch regulierter Transportproteine, wie es in
C. glutamicum durch BetP, EctP, LcoP und ProP gegeben ist, eine optimale und
schnelle Adaptation an unterschiedlichste hyperosmotische Gegebenheiten. Ein
derartig komplexes Zusammenspiel ist auch fir andere Bakterien, wie z.B. E. coli
oder B. subtilis (Wood, 1999; Bremer und Kramer, 2000; Morbach und Kramer, 2002)
beschrieben worden und unterstreicht die Bedeutung der Anpassungsfahigkeit an

wechselhafte osmotische Bedingungen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Hyperosmotische Wachstumsbedingungen bewirken sowohl eine transkriptionelle
Aktivierung der Gene der meisten hier beschriebenen Akkumulationssysteme als
auch eine Stimulation der Transporter fur kompatible Solute. Dazu muss osmotischer
Stress wahrgenommen und das Signal prozessiert werden, um letztendlich zur
Aktivierung der entsprechenden Vorgange beizutragen (Poolman und Glaasker,
1998). Untersuchungen zur Transkriptionsregulation in verschiedenen Bakterien,
insbesondere E. coli und Bacillus subtilis, haben gezeigt, dass in Abhangigkeit von
hyperosmotischen Bedingungen sowohl Gene von Transportsystemen als auch
Gene fir Biosyntheseenzyme zur Akkumulation kompatibler Solute induziert werden.
In E. coli beispielsweise wurden die Induktion der Gene otsAB (Trehalosesynthese),
betT (Cholintransport), proP und das proU-Operon (proVWX; Prolintransport) als
Reaktion auf hyperosmotischen Schock nachgewiesen (Kaasen et al., 1992; Mellis
etal., 1995; Gowrishankar und Manna, 1996; Lamark et al., 1996). Im Gram-
positiven Bakterium B. subtilis wurden unter osmotischen Stressbedingungen die
Gene proHJ (Prolinsynthese), opuB (Betaintransport) und opuE (Prolintransport)
induziert (von Blohn et al., 1997; Spiegelhalter und Bremer, 1998; Kappes et al.,
1999).

In C. glutamicum ist die Transkriptionsregulation weitgehend unbekannt. Die
Transportsysteme BetP, EctP, LcoP und ProP sind auf der Ebene der Aktivitat
osmoreguliert. Unterhalb einer externen Osmolalitat von 0,5 osmol/kg sind alle
Transporter inaktiv, erreichen aber das Maximum ihrer Aktivitat, wenn die Osmolalitat
auf 1,1-1,4 osmol/kg ansteigt (Farwick et al., 1995; Peter et al., 1998; Steger, 2002).

Anhand von Transportmessungen wurde vermutet, dass das Glycinbetain
spezifische BetP-Protein auch auf der Transkriptionsebene osmotisch reguliert ist
(Peter et al., 1996), wohingegen ectP konstitutiv exprimiert wird (Peter et al., 1998).
Dieser Transporter gilt deshalb als ein Notfall-Aufnahmesystem. Fir die Gene proP

und lcoP wurde eine transkriptionelle Kontrolle ebenfalls noch nicht nachgewiesen.

Diese Arbeit beschaftigte sich daher mit der Frage, wie ein hyperosmotischer
Stimulus die Transkription der Transportergene betP, ectP, IcoP und proP induziert.
Zu diesem Zweck sollten physiologische Parameter, die Induktion codierender Gene
der osmoregulierten Transporter sowie die Auswirkungen der Translation auf

Transporterkonzentration und -aktivitat parallel erfasst werden, um einen
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Gesamteindruck von der Induktion und den dadurch bedingten Anderungen der
Transportrate zu erhalten. Die Quantifizierung der Induktionsstarke sollte Uber
vergleichende Analysen von RNA-Hybridisierungsexperimenten und DNA-
Microarray-Experimenten erfolgen. Durch die Konstruktion von Deletionsmutanten,
die jeweils nur noch ein Gen eines Transporters kompatibler Solute im Chromosom
enthalten, sollte die Problematik redundanter Substratspektren der Carrier umgangen
werden und die Gene sowie Transporter einzeln untersucht werden. Die im Wildtyp
und den Mutanten bestimmten Transkriptmengen sowie Aufnahmeraten sollten die
tatsachlich translatierte Konzentration an Proteinen quantifizierbar machen. Diese
Daten sind fur das grundsatzliche Verstandnis der komplexen Osmoregulation der

beteiligten Gene und Transporter in C. glutamicum notwendig.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme, Plasmide und Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Stdmme von E. coli und C. glutamicum sind in

Tabelle 2-1 aufgelistet.

Tabelle 2-1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme.

| "pro

Synonym in
Stamm y yml ) Genotyp / Phanotyp Referenz
dieser Arbeit *
E. coli
endAl supE44 thi-1 | " recAl
gyrA96 relAl deoR D(lacZYA-
DHS5amcr argF) U169 F 80DlacZ Grant et al., 1990
DM15mcrA D(mmr hsdRMS
mcrBC)
S17-1 thi-1 F endAl hsdR17 supE44 Simon et al., 1983

C. glutamicum

ATCC13032 Cgl-wt Wildtyp Abe et al., 1967

DBUE Cgl-proP-lcoP betP” putP” ectP” Morbach, unversfft.
Arbeit

DELPU Cgl-betP ectP” IcoP™ proP” putP’ diese Arbeit

DBUPL Cgl-ectP betP” putP” proP” IcoP” diese Arbeit

DBUPE Cgl-lcoP betP” putP” proP™ ectP’ diese Arbeit

DBUEL Cgl-proP betP” putP” ectP” IcoP” diese Arbeit

MH20-22B IysCFBR, leuCD Schrumpf et al., 1992

MH20-22BDEBU | MH20-22B-proP-lcoP | lysC™", leuCD ectP” betP” Rénsch, 2000

* Anm.: Die Vierfach-Deletionsmutanten von C. glutamicum ATCC13032 sowie eine Mutante
des Produktionsstammes MH20-22B wurden in dieser Arbeit aus Grinden der Ubersichtlichkeit
nicht mit ihrer urspringlichen Benennung der deletierten Gene benannt, sondern mit
Synonymen belegt, aus denen sich leicht das noch vorhandene Gen ableiten lasst (z.B.: Cgl-
betP enthalt nur noch betP, alle anderen vier Transportergene wurden deletiert).
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Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2-2 aufgelistet.

Tabelle 2-2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid Marker/Eigenschaft Referenz
pDrive KmR, ApR, lacZa, oriVE. coii Qiagen, Hilden
pDrive-aceE pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus aceE diese Arbeit
pDrive-aro pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus aro diese Arbeit
pDrive-cysN pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus cysN diese Arbeit
pDrive-gap pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus gap diese Arbeit
pDrive-gcaD pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus gcaD diese Arbeit
pDrive-lcoP pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus IcoP diese Arbeit
pDrive-mez pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus mez diese Arbeit
pDrive-nlpA pDrive mit 0,5 kb-Fragment aus nlpA diese Arbeit
pK19mobsacB KmR, oriVgc., mob, sacB, Integrationsvektor Schafer et al. 1994
pK19mobsacB-betP | pK19mobsacB mit 1,7 kb DbetP-Fragment Peter, 1997

pK19mobsacB-ectP

pK19mobsacB mit 1,8 kb DectP-Fragment

Peter et al., 1998

pK19mobsacB-IcoP

pK19mobsacB mit 1,6 kb DicoP-Fragment

Steger, 2002

pK19mobsacB-proP

pK19mobsacB mit 1,4 kb DproP-Fragment

Peter et al., 1998

pGEM3z / pGEM4z

ApR, lacza

Promega, Mannheim

pGEM3z-16Srrmn

pPGEM3z mit 0,5 kb-Fragment aus dem 16S -rRNA-Gen

Nolden, 2001

pGEM4z-betP

pGEM4z mit 0,5 kb-Fragment aus dem betP-Gen

Morbach, unverofftl.
Arbeit

pGEM4z-ectP

pGEM4z mit 0,5 kb-Fragment aus dem ectP-Gen

Morbach, unverofftl.
Arbeit

pGEM4z-proP

pGEM4z mit 0,5 kb-Fragment aus dem proP-Gen

Morbach, unverofftl.
Arbeit
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Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind paarweise in Tabelle 2-3

dargestellt.

Tabelle 23: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Zusammen dargestellt sind jeweils

zwei Oligonukleotide, die zur Amplifikation eines Fragments verwendet wurden.

Primer Sequenz FragmentgrdRe [bp]
aceE-s CGGCGGCGACCAGATC 468
aceE-as CCTGCGCCACGGAAGAA

aro-s CCGCCTGGCTCCGCT 486
aro-as CCGCCGCGCAAAATGAT

cysN_Ec-s |CGCCCGCCACGGCG 507
cysN_Ec-as | CCTGGGCTAGGCGCAG

gap-s CGCGATCCAAAGAACCTG 529
gap-as CGGTGACCTCAGACTTG

gcaD_Bs-s [GGCCGCATCGTGCGC 506
gcaD_Bs-as | GCGCCGTCGCCGATG

IcoP-s CCTCACGACACCCACC 476
IcoP-as CCCCAGTGGAAGTGGG

mez-s CGCAGCCATCGCGCC 536
mez-as CGCCGTACTTCTGAGAC

nlpA_Ec-s |CCGCATCGGCACCACC 536
nlpA_Ec-as | CCGCGAGGTTTGGATCG

Anm.: Die fur Amplifikationen verwendeten Primer wurden von der

(Darmstadt) bezogen.

2.2 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.2.1 Nahrmedien

Firma Sigma-ARK

Fur die Kultivierung von E. coli wurde in der Regel LB-Medium (1 % NaCl, 1 %

Trypton, 0,5 % Hefeextrakt; Sambrook et al., 1989) verwendet. Sofern C. glutamicum
auf Vollmedium kultiviert wurde, kam BHI-Medium (37 g/L BHI, Difco, Detroit, USA)

zur Verwendung. Zur Herstellung von Festmedien wurden je Ansatz 15 g/L Bacto-

Agar (Difco, Detroit, USA) zugegeben. Fiur die Selektion auf Resistenzmarker in

E.coli und C.glutamicum wurde Carbenicillin und Kanamycin benutzt.

Endkonzentrationen der Antibiotika betrugen 50 pug/ml im Medium.

Die
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Minimalmedien fir C. glutamicum:

Tabelle 24: Zusammensetzung der drei verwendeten Minimalmedien. Alle Mengen beziehen
sich auf 1 L Endmedium.

Zusammensetzung AMI MM ) coXll
(Varela et al., 2003) | (Peter, 1997) | (Keilhauer et al., 1993)

Salze
(NH4)2S04 89 59 209
Harnstoff - 509 59
KH,PO4 1lg 249 1lg
K2HPO,4 39 249 1lg
NaCl 0,1¢g - -
MOPS - - 42 g
Einzel-Lésungen
MgSO,4 x 7 H,O 400 mg 250 mg 250 mg
CaCl, x 2 H,O 100 mg 10 mg 10 mg
C-Quelle (Glucose) 20¢g 20¢g 40 ¢
Nitrilotriacetic acid (NTA)| 50 mg - -
Deferoxamin - 1mg -
Protokatechusaure - - 30 mg
Vitamine
Biotin 15 ug 0,2 mg 0,2 mg
Thiamin x HCI 1 mg - -
Myo-Inositol 1,5 mg - -
Calcium-Pantothenat 1,5 mg - -
Cholinchlorid 1,5 mg - -
Nicotinsaure 1,5 mg - -
Desferroxaminmesylat 1,5mg - -
Spurensalze
FeSO, x 7 H,0O 30 mg 10 mg 10 mg
MnSQO4 x H,O 4 mg 10 mg 10 mg
ZnS0Oy4 x 7 H,O 4 mg 1mg 1mg
CuS0O4 x 5 H,O 4 mg 0,2 mg 0,2 mg
NiCl, x 6 H,0 - 0,02 mg 0,02 mg
H3BO3 0,1 mg 0,09 mg -
CoCl, x 6 H,O -- 0,06 mg -
NaMoO4 x 2 H,O - 0,009 mg --
(NH4)sM070,4 x 4 H,0 0,1 mg - -
Osmolalitat 0,3 osmol/kg 0,3 osmol/kg [ 0,8 osmol/kg
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2.2.2 Kultivierungsbedingungen

E. coli wurde standardmallig in Luria-Bertani-Medium (LB) bei 37 °C kultiviert.

C. glutamicum wurde bei 30 °C in BHI-Vollmedium oder CgXll-, MMI- bzw. AMI-

Minimalmedium angezogen.

Animpfschema auf Minimalmedium:

Zur Anzucht wurden am Vortag der Praparation C. glutamicum-Zellen von BHI-Platte
oder aus Dauerkultur in BHI-Medium angeimpft und Gber Tag bei 30 °C und 125 rpm
inkubiert. Nach ca. 8 h wurden die Zellen auf Minimalmedium tberimpft (Start-ODegoo
= 0,5) und tber Nacht bei 30 °C und 125 rpm inkubiert, um eine effektive Anpassung
der Zellen an das Minimalmedium zu erreichen. Am nachsten Morgen wurden aus
dieser Kultur zwei frische Minimalmedienkulturen auf eine Start-ODggp von 2
angeimpft und bei 30 °C und 125 rpm inkubiert. h Schock-Experimenten wurde ein
Aliquot Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet (Referenzwert vor
Schock) und die restliche Kultur durch Zugabe von 750 mM NaCl, wenn nicht anders
angegeben, einem hyperosmotischen Schock unterworfen. Zu definierten
Zeitpunkten nach  Schock (siehe  Ergebnisteil) wurden  Proben  flr
Aminoséaureanalyse, RNA-Praparationen und Aufnahmemessungen entnommen. Fir
die Bestimmung der Wachstumsparameter wurden Uber den gesamten Zeitraum
Proben entnommen.

In einigen Experimenten wurden die Schockstarke variiert, zusatzliche kompatible
Solute dem Medium zugegeben oder Proben fir weitere Aufarbeitungen
(Membranpréaparationen) entnommen. In Kontrollexperimenten wurden die Zellen
entweder nicht osmotisch geschockt oder erhielten zusatzich zum Schock 100 pg/ml
Chloramphenicol zur Inhibition der Proteinbiosynthese. Siehe hierzu die

Ausfuihrungen im Ergebnisteil.

2.2.3 Stammbhaltung

Bakterienstamme wurden auf LB- bzw. BHI-Agarplatten bei 4 °C oder in 50 % (v/v)

Glycerin-Dauerkulturen bei-20 °C oder -80 °C aufbewabhrt.
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2.2.4 Bestimmung der Zellvitalitat

Die Zellen wurden aus der Kultur mit sterilem Wasser auf eine Zelldichte von 10? bis
10° Zellen/ml verdiinnt und mindestens 100 ul der Zellsuspension auf BHI-Agar
ausplattiert. Nach 48 h Inkubation bei 30 °C wurden die gewachsenen Kolonien

gezahlt.

2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Herstellung kompetenter Zellen, DNA-Transfer und Mutagenese

2.3.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

Fur die Herstellung kompetenter Zellen wurde die Methode von Inoue et al. (1990)
eingesetzt. Dafir wurden 250 ml SOB-Medium (2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt,
0,4 % NacCl, 10 mM MgCl, 2,5 mM KCI) mit 1 ml einer Uber Tag gewachsenen Kultur
E.coli DH5amcr angeimpft und Uber Nacht bei Raumtemperatur und 200 rpm
geschuttelt bis eine ODegypo von circa 0,6 erreicht wurde. Die Zellen wurden
zentrifugiert (2000 g, 10 min, 4 °C), in eiskaltem TB-Puffer (10 mM Pipes (pH 6,7),
250 mM KCI, 55 mM MnCbh, 15 mM CaCl,) gewaschen und in 20 ml TB-Puffer (4 °C)
resuspendiert. 1,4 ml DMSO wurden portionsweise hinzugegeben, bevor die nun
kompetenten Zellen in 200 ml Aliquots abgefullt, in flussigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert wurden.

2.3.1.2 Transformation von E. coli DH5a -mcr

Zur Transformation wurde ein 200 pl Aliquot Zellen auf Eis aufgetaut und mit 6 pl
eines Ligationsansatzes oder 1 pl Plasmid versetzt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis
inkubiert. Die Aufnahme der DNA erfolgte durch einen Hitzeschock bei 42 °C im
Wasserbad fiir 30 sec. Danach wurde sofort 400 pl SOC-Medium (2 % Trypton,
0,5 % Hefeextrakt, 0,05 % NacCl, 0,36 % Glucose, 10 mM MgCl,, 2,5 mM KCI) zu den
Zellen gegeben und der Ansatz fir eine Stunde bei 37 °C im Thermoblock
geschuttelt. Nach Ablauf der Regenerationszeit wurden die Zellen auf LB-Platten mit

geeignetem Antibiotikum ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.3.1.3 Herstellung von C. glutamicum-Deletionsmutanten

Fur die Herstellung von Deletionen im Chromosom von C. glutamicum wurde die
Methode des Allelaustauschs von Schafer et al. (1994) angewendet. Allele mit
internen Deletionen waren bereits in den Vektor pK19mobsacB kloniert worden
(siehe Tabelle 2-2). Dieser Vektor besitzt zwei Selektionsmarker: ein Kanamycin-
Resistenzgen (KmR) und das sacB-Gen, welches fiir die Levan-Sucrase kodiert, die
eine Saccharose-Sensitivitat erzeugt. Der Vektor wurde Utber Elektroporation in den
gewiinschten Stamm von C. glutamicum eingebracht. Da der Vektor fir
C. glutamicum keinen Replikationsursprung besitzt, musste fur seinen Erhalt eine
Integration (homologe Rekombination) ins Genom erfolgen. Durch Selektion auf
Kanamycinresistenz (BHI-Platten mit 25 pg/ml Kanamycin) und Saccharose-
Sensitivitat (BHI-Platten mit 10 % Saccharose) wurden die Klone identifiziert, bei
denen das Plasmid ins Genom integriert wurde. Durch den zweiten Selektionsmarker
konnte auf ein zweites Rekombinationsereignis selektiert werden. Dazu wurden die
Zellen in LB-Medium mit 2 % Glucose uberimpft und tber Nacht bei 30 °C inkubiert.
Diese Inkubation ermdglichte = Rekombinationsereignisse  zwischen  dem
Deletionsfragment aus dem Vektor und dem intakten Gen auf dem Chromosom.
Ergebnis einer solchen Rekombination ist der Verlust des Vektoranteils und die
Erzeugung eines Deletions- oder eines Wildtyp-Gens. Um die Klone zu identifizieren,
bei denen eine Rekombination stattgefunden hatte, wurde auf Verlust der
Kanamycinresistenz und der Saccharose-Sensitivitat selektiert. Aus den erhaltenen
Klonen wurden die Deletionsmutanten mittels PCR kontrolliert. Ein im Vergleich zum
Wildtypallel kleineres DNA-Fragment zeigte den Allelaustausch an. Mit dieser
Methode wurden die Deletionsmutanten Cgl-betP / -ectP / -lcoP und Cgl-proP
konstruiert (Tabelle 2-1).

2.3.2 DNA-Arbeiten

2.3.2.1 Praparation von Plasmiden aus E. coli

Fur die Praparation von Plasmiden aus E. coli wurde das GFX Micro Plasmid Prep

Kit (Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers benutzt.
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2.3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Die Auftrennung von PCR-Produkten oder Restriktionsansatzen wurde Uber
Gelelektrophorese mit 0,9 %-igen Agarosegelen in 1 X TAE-Puffer (Sambrook et al.,
1989) durchgefuhrt. FUr die Analyse von Fragmenten kleiner als 1 kb wurden 2 %-ige
NuSieve-Agarosegele verwendet. Nach der Auftrennung und Anfarbung mit
Ethidiumbromid konnten die gewlnschten Banden fur eine spatere Klonierung aus
den Agarosegelen mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktion Kits nach Protokoll des

Herstellers (Qiagen, Hilden) isoliert werden.

2.3.2.3 Rekombinante DNA-Techniken

Enzyme und mitgelieferte Losungen fur Arbeiten mit isolierter DNA wie Restriktion,
Dephosphorylierung und Ligation stammten von NEB (Frankfurt), Roche Diagnostics
(Mannheim) oder Qiagen (Hilden). Die Arbeiten wurden nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

2.3.2.4 Klonierung von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren wie pUC18 oder pKl19mobsacB
wurde mit dem Ready to Go Ligation Kit (Pharmacia, Freiburg) nach Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt. Die direkte Klonierung von PCR-Produkten mit einzelnen A-
Uberhangen in den Vektor pDrive mit einzelnen U-Uberhangen wurde mit dem PCR
Cloning Kit (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt.

2.3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al.,, 1986) wurde zur in vitro
Amplifikation von DNA-Fragmenten verwendet. Dazu wurden jeweils zwei Primer
benutzt, die den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierten (Tabelle 2-3). Ein
wiederholter Zyklus aus DNA-Denaturierung, Primer-Annealing und Primer-
Elongation mittels DNA-Polymerase ermdglichte die Synthese der gewtlinschten
DNA. Benutzt wurde die Tag-Polymerase von Sigma (Deisenhofen) oder Qiagen

(Hilden). Die Primer (Tabelle 2-3) wurden von Sigma-ARK (Darmstadt) bezogen.
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Durchgefuhrt wurde die PCR im Mastercycler-Gradient (Eppendorf GmbH,
Hamburg).

PCR Ansatz:

24l 10 X Puffer
2ul - MgCly (25 mM)
0,8l dNTP's (jeweils 10 mM)

lul  sense Primer (10 pmol/pl)
1lul antisense Primer (10 pmol/ul)
lul  Tag-Polymerase (1 U/pl)

11,2yl H204g
1yl Template-DNA

Als Template dienten entweder Zellen, chromosomale DNA oder verdiinnte Plasmid-
DNA. Fir die PCR wurde folgendes Temperaturprofil verwendet, wobei die

Synthesegeschwindigkeit der Tag-Polymerase ca. 1000 Basen/min betrug:

Denaturierung: 94 °C 2 min

30 Zyklen: 94 °C 30s Denaturierung
40-60 °C 30s Oligonukleotid-Anlagerung
72 °C 1 min Polymerisierungsreaktion

2.3.3 RNA-Arbeiten

Fir RNA-Arbeiten wurden RNase-freie Plastikmaterialien, Wasser und L&sungen
verwendet. Diese wurden durch 40-minitiges Autoklavieren bei 121 °C, 1 Bar

sterilisiert.

2.3.3.1 RNA-Préaparation

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus C. glutamicum wurden je nach Zelldichte der
Kultur 1 bis 5 ml Zellkultur durch Zentrifugation bei 15000 rpm fur 10 min bei
Raumtemperatur geerntet, in 700 ul RAL1-Puffer + 7 pul b-Mercaptoethanol
aufgenommen und mit 300 mg Glaskugelchen (0,15-0,2 mm Durchmesser; Sigma,
Deisenhofen) durch zwei aufeinander folgende Passagen in einem Fast-Prep120

Instrument (Q-Biogene, Heidelberg) bei 6,5 m/s fur 30 s aufgebrochen. Die
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Reinigung der RNA aus der resultierenden Suspension erfolgte mit dem Nucleospin
RNA 1l Kit (Machery-Nagel, Duren). Sollten hohere RNA-Ausbeuten erzielt werden,
wurde das Nucleospin RNA L Kit der Firma Machery-Nagel (Duren) nach den
Anweisungen des Herstellers verwendet. Der in beiden Kits enthaltene DNasel
Verdau wurde wegen schlechter Effizienz nicht durchgefihrt, stattdessen wurde
nachfolgend mit DNase RQ1 (Promega, Wisconsin, USA) behandelt. Dazu erfolgte
der DNA-Verdau wéhrend einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C. Danach wurde
1 ul RQ1 Stopplésung (Promega, Wisconsin, USA) zugegeben und die DNase durch
eine Inkubation bei 65 °C fur 10 min inaktiviert. Erforderten nachfolgende Reaktionen
eine geringe MgChk-Konzentration, so schloss sich eine Reinigung der RNA Uber
S.N.A.P.-Sdulen aus dem Total RNA Isolation Kit (Invitrogen, Karlsruhe) nach

Protokoll des Herstellers an.

Ansatz:
8l RNA-Probe (8-10 pg)
1yl RQ1 DNase 10 X Reaktionspuffer
1l RQ1 DNase (1 U/ul)

2.3.3.2 Herstellung Digoxigenin-markierter antisense-RNA-Sonden

Die fur den Nachweis spezifischer mRNA's durch RNA-Hybridisierungsexperimente
bendtigten antisense-RNA-Sonden wurden Uber eine in vitro Transkription
hergestellt. Dazu wurde zunadchst ein ca. 500 bp grof3es DNA-Fragment des
kodierenden Bereichs des entsprechenden Gens lUber PCR aus dem Genom
vervielfaltigt und anschlieRend Uber Gelelektrophorese gereinigt. Die erhaltenen
Fragmente wurden mit einem zur in vitro Transkription geeigneten Vektor wie pDrive,
PGEM3z oder pGEM4z ligiert und die resultierenden Konstrukte (Tabelle 2-2) per
Restriktionsanalyse getestet. Diese Vektoren besitzen stromaufwérts bzw.
stromabwarts der multiple cloning site einen SP6- bzw. T7-Promotor. Das Plasmid
wurde am 5'-Ende des PCR-Fragments linearisiert, Uber Gelelektrophorese gereinigt
und anschlieRend der am 3'-Ende gelegene Promotor fir die in vitro Transkription

verwendet. Die Markierung der RNA-Sonden erfolgte mit Digoxigenin-11-dUTP.
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in vitro Transkriptionsansatz:

~1 ug linearisiertes Plasmid

2yl 10 X Transkriptions-Puffer (Roche Diagnostics)

2yl DIG-RNA-Labeling-Mix (Roche Diagnostics)

1yl RNase Inhibitor (MBI Fermentas)

2l SP6-oder T7-Polymerase (Roche Diagnostics)
mit RNase-freiem H,Ogqq auf 20 pl auffllen und mischen.

Die in vitro Transkription erfolgte wéahrend einer zweistindigen Inkubation bei 37 °C.
AnschlieBend wurde das DNA-Template durch Zugabe von 1 pl RNase-freier RQ1-
DNase (Promega, Wisconsin, USA) verdaut (25 min, 37 °C). Die antisense-RNA-

Sonden wurden bei -80 °C gelagert.

2.3.3.3 RNA-Hybridisierungen

Die Anderungen im Transkriptionsmuster der untersuchten Gene wurden iber RNA-
Hybridisierungen (Dot Blots) untersucht. Pro Dot wurden je 3 ug RNA-Probe mit 90 pl
10 X SSC-Puffer mit Bromphenolblau vermischt. Der Transfer der Proben auf die
Nylonmembran (BioBond Nylon Membrane, Sigma, Deisenhofen) wurde mit einem
“Dot Blotter* (S & S Minifold I, Schleicher & Schull, Dassel) durchgefuhrt. Hierflr
wurde auf die Siebplatte der Blotting-Apparatur ein mit 10 X SSC befeuchtetes
Whatman-Filterpapier und darauf die Nylonmembran gelegt, die zuvor gewassert und
anschlieBend in 10 X SSC &quilibriert wurde. Auf die Nylonmembran wurde die
Absaugplatte der Apparatur gelegt. Durch Anlegen eines Vakuums wurde durch alle
zu benutzenden Ldcher 400 pl 10 X SSC-Puffer bei 100 mbar gesaugt. AnschlieRend
wurden die RNA-Proben aufgetragen und bei 15 mbar langsam durchgesaugt. Zum
Trocknen der Membran wurde die Pumpleistung anschlieend noch fir einige
Minuten auf 100 mbar gestellt. Danach wurde die Membran entnommen und die
RNA zweimal bei jeweils 125 mJ/cm? im UV-Crosslinker UV-fixiert (Bio-Link, LTF-
Labortechnik, Wasserburg).

Fur die Hybridisierung wurde die Membran in ein Hybridisierungsrohrchen gegeben.
In einer einstiindigen Prahybridisierung wurden unspezifische Bindungsstellen auf

der Membran mit Blockingreagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) bei 50 °C im
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Hybridisierungsofen blockiert. AnschlieBend wurde 3 pl DIG-markierte RNA-Sonde
zugegeben und Uber Nacht bei 68 °C hybridisiert.

2.3.3.4 Wasch-und Detektionsschritte fiir RNA-Hybridisierungen

Nach der Hybridisierung der antisense-Sonde mit der RNA wurde die Membran
zweimal 15 min bei Raumtemperatur in Waschlésung A, zweimal 25 min bei 65 °C in
Waschlésung B und anschlieBend 2 min bei Raumtemperatur in Waschlésung C
gewaschen. Die Blockierung der Membran erfolgte mit 20 ml 1 X Blockierungslosung
fur 30 min. AnschlieBend wurde das Anti-DIG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat
(Roche Diagnostics, Mannheim) 1:10.000 in der 1 X Blockierungslésung verdinnt
und die Membran weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen von
nicht gebundenem Antikorper-Konjugat wurde dreimal 20 min bei Raumtemperatur
mit Waschlosung C gewaschen. Danach wurde die Membran fir 5 min in
Detektionspuffer aquilibriert und zum Nachweis der Hybridisierung mit CSPD-
Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) in einer Verdinnung von 1:100 in
Detektionspuffer benetzt. Die Membran wurde in Klarsichtfolie eingeschweil3t und
15 min im Dunklen bei 37 °C inkubiert. Danach wurde eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Mit der entstehenden Chemoluminiszenz
wurden RoOntgenfiime der Firma Kodak belichtet oder die Signale mit dem
Luminescent Image Analyzer mit integrierter CCD-Kamera (Fuji Photo Film Co.,
Omiyama, Japan) detektiert.

Tabelle 2-5: Zusammensetzung der Puffer und Losungen fir RNA-Hybridisierungsexperimente.

Losung Zusammensetzung

Waschlosung A 2 X SSC, 0,1 % (w/v) SDS

Waschlésung B 0,1 X SSC, 0,1 % (w/v) SDS

Waschlésung C Maleinsaurepuffer mit 0,3 % (v/v) Tween 20

20 X SSC 3 M NacCl, 0,3 M tri-Natriumcitrat, pH 7,0 (HCI)

Maleinsaurepuffer 0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl, pH 7,5 (NaOH)

(Pra)- 50 ml Formamid, 20 ml 10 X Blockingreagenz, 25 ml 20 X SSC, 1 ml Na-

Hybridisierungslésung | Lauroylsarkosinat (10 % (w/v)), 200 pl SDS (10 % (w/v)), ad 100 ml H,Oqq.

10 X Blockingreagenz | 10 g Blockingreagenz (Roche Diagnostics) in 100 ml Maleinsaurepuffer
durch Erwarmen l6sen. Fiur eine 1 X Blockierungslésung wurde die Stock-
Losung in Maleinsaurepuffer 1:10 verdinnt. Aufbewahrung bei 4 °C.

Detektionspuffer 0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, pH 9,0 (NaOH)

10 X MOPS-Puffer 200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA, pH 7,0 (NaOH)
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Die Auswertung und Quantifizierung der Signale erfolgte mit der Software AIDA
(Advanced Image Data Analyzer, Fuji Photo Film Co., Omiyama, Japan) sowie
Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, Washington, USA). Hierfir wurde der
Hintergrund definiert und von der detektierten Signalstarke abgezogen. Anschliel3end
wurden die Daten von Kontrollzellen auf den Wert '1' gesetzt und alle Anderung auf

diesen Wert bezogen.

2.3.3.5 DNA-Microarrays

RNA wurde nach obiger Beschreibung (2.3.3.1) prapariert und durch DNaselVerdau
von DNA-Kontaminationen befreit. Eine Kontrolle des DNA-Verdaus erfolgte tber
PCR. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde photometrisch Uber den
Quotienten aus Agso/Azs0 (Absorption bei 260/280 nm) bestimmt. Zusatzlich wurden
RNA-Hybridisierungsexperimente zur weiteren Qualitatskontrolle durchgefiihrt. Die
anschlielRende Untersuchung mittels DNA-Microarrays wurde im Forschungszentrum
Julich von T. Ishige durchgefuhrt. Hierzu wurde die RNA in einer Reverse
Transkriptase-PCR-Reaktion mit den Fluoreszenzfarbstoffen FluoroLink Cy3-dUTP
green und FluoroLink Cy5-dUTP red (Amersham Pharmacia, Little Chalfont,
England) markiert. Im ersten Hybridisierungsschritt wurde die cDNA von
Kontrollzellen auf einen Microarray aufgetragen. Im zweiten Schritt wurde auf diesen
Microarray die cDNA von den Zellen der untersuchten Bedingung gegenhybridisiert.
Mit einem Laserscanner (GenePix 4000, Axon Inc., Union City, Kalifornien, USA)
wurde die Intensitat der Fluoreszenz bei 635 und 532 nm gemessen. Zur Kontrolle
wurden die Farbstoffe in einer erneuen RT-PCR zwischen der RNA von
Kontrollzellen und geschockter Zellen vertauscht und ein sog. colour swap-
Experiment durchgefiihrt. Die Daten wurden ebenfalls im FZ Julich mit der Software
GenePix v3.0 (Axon Inc.) quantifiziert und ausgewertet. Die normalisierten Werte
wurden nur dann weiter analysiert, wenn sie um das Dreifache vom Grundrauschen
(signal-to-noise ratio) abwichen. Fur die Werte mehrerer unabhéngiger Microarray-
Experimente mit unterschiedlichen biologischen Proben wurden p-Werte errechnet.

Ein Gen galt als signifikant reguliert, wenn sein p-Wert kleiner als 0,05 war.
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2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Membranpré&paration

Membranen wurden aus Kulturiberstanden von C. glutamicum ATCC13032, Cgl-
betP und Cgl-ectP prapariert. Dazu wurden 100 ml Zellen bei 4000 rpm und
Raumtemperatur geerntet, mit 50 mM KPi/NaCl-Puffer gewaschen und erneut unter
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml Aufschlusspuffer
aufgenommen (70 mM KCI, 10 % Glycerin, 50 mM TRIS und EDTA-freies Complete,
Roche Diagnostics, Mannheim) und mit 300 mg Glaskugelchen (0,15 - 0,2 mm
Durchmesser; Sigma, Deisenhofen) durch finf aufeinander folgende Passagen in
einem Fast-Prep120 Instrument (Q-Biogene, Heidelberg) bei 6,5 m/s fur 30 s
aufgebrochen. Der Uberstand wurde 15 min bei 15000 rpm und 4 °C zentrifugiert und
so von Zelltrimmern befreit. Das Pellet wurde in Aufschlusspuffer resuspendiert und
in einer Beckman-Ultrazentrifuge (Optima-TLX, Beckman Coulter Inc.,
Unterschleil3heim-Lohhof) bei 90000 rpm zentrifugiert. Das Membranpellet wurde mit
Aufschlusspuffer einmal gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
unter gleichen Bedingungen wurde das Membranpellet in 2 ml desselben Puffers

aufgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

2.4.2 Quantitative Bestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinen erfolgte nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976).
Hierzu wurde das dye reagent no. 1 (0,01 % SERVA Blue G, 1,6 M Phosphorsaure,
0,8 M Ethanol; Read und Northcote, 1981) verwendet.

2.4.3 Denaturierende SDS-Gelelektrophorese

Proteine wurden auf 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen nach ihrem Molekular-
gewicht aufgetrennt (Laemmli, 1970). Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die
Proteine mit 4 X Probenpuffer (20 % Glycerin, 8 % SDS, 400 mM Tris/HCI (pH 6,8),
10 mM EDTA, 100 uM b-Mercaptoethanol, Bromphenolblau) versetzt. Die Farbung
des Gels erfolgte mit 0,2 % Coomassie Brilliant Blue R250 (Sambrook et al., 1989).

Zum Entfarben wurde 10 %-ige Essigsaure verwendet.
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2.4.4 Western Blot-Analyse

ImmunoblotAnalysen wurden zum Nachweis der Transporter flir kompatible Solute
BetP und EctP in Membranpraparationen des Wildtyps sowie der Mutantenstamme
Cgl-betP und Cgl-ectP durchgefuhrt. Bei den Antikdrpern handelte es sich um
polyklonale Immunglobuline aus Kaninchen (BetP) bzw. Meerschweinchen (EctP).
Die Ubertragung der Proteine von SDS-Gelen auf PVDF-Membranen (0,45 pm
Porendurchmesser, Millipore, Eschborn) erfolgte nach dem semi dry blotting-
Verfahren von Kyhse-Anderson (1984). Die Transferdauer betrug 30 bis 60 Minuten.
Nach Absattigung freier Bindungsstellen mit 5 %iger Milchpulverldsung wurde die
Membran mit dem ersten Antikérper (Kaninchenanti-BetP bzw. Meerschweinchen
anti-EctP) in 1:2500-facher Verdinnung zwei Stunden lang inkubiert. Nach Waschen
der Membran wurde der zweite Antikdrper, ein Ziege-anti-Kaninchen- bzw. Ziege-
anti-Meerschweinchen-Alkalische-Phosphatase-Konjugat ~ (Sigma,  Taufkirchen),
zugegeben (1:10000) und 1h inkubiert. Uberschiissiges AP-Konjugat wurde durch
weitere Waschschritte entfernt. Der Nachweis der Proteine erfolgte kolorimetrisch
durch die von der Alkalischen Phosphatase katalysierte Umsetzung der Substrate
NBT und BCIP (Sigma, Taufkirchen). Die Auswertung und Quantifizierung der
Signale erfolgte mit der Software AIDA (Advanced Image Data Analyzer, Fuji Photo
Film Co., Omiyama, Japan) sowie Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond,
Washington, USA). Hierflr wurde der Hintergrund definiert und von der detektierten
Signalstarke abgezogen. AnschlieRend wurden die Daten von Kontrollzellen auf den

Wert '1' gesetzt und alle Anderung auf diesen Wert bezogen.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Aufschluss von Zellen durch Permeabilisierung mit CTAB

Zum Nachweis cytoplasmatischer Aminosauren wurden den Kulturen zu
verschiedenen Zeitpunkten 0,5 bis 1ml Zellen entnommen und durch
Vakuumsaudfiltration an Glasfaserfilter (Typ F, Millipore, Eschborn) adsorbiert. Die
Filter wurden zweimal mit 2,5 ml isoosmolarer NaClLosung gewaschen und
mindestens funf Minuten bei Raumtemperatur in 1 ml 0,1 % CTAB inkubiert. Die
permeabilisierten Zellen wurden von den Filtern gespilt und sedimentiert (20000 g,
7 min, 4 °C). Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR tiberfiihrt und bis

zur Weiterverwendung bei -20 °C aufbewabhrt.
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2.5.2 HPLC-Analysen

Die quantitative Analyse von Aminosauren wurde mit einem Umkehrphasen-HPLC-
System (HP1090, HP1046A Fluorescence Detector, oder HP1100 Liquid
Chromatograph, HP 1100 Series Fluorescence Detector, Hewlett-Packard GmbH,
Waldbronn) mit automatisierter Vorsaulen-Fluoreszenzderivatisierung basierend auf
der von Schuster (L988) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Derivatisierung
primarer Aminosauren erfolgte mit ortho-Phthaldialdehyd 2-Mercaptopropionséure
(OPA-MPA), sekundarer Aminosauren mit 9-Fluorenylmethylchlorformiat (FMOC).

i
CH R'SH TR
H>N-R + ‘/j:/
N R
(ﬁH NGRS
O
primare OPA OPA-Derivat
Aminosaure ortho-Phthaldialdehyd Anregung bei 230 nm

Emission bei 455 nm

N 7 . HO
| P \| + HN-RR +H++CI+
H

H,C—0._ _C Hc~o _NH I 2
2 ~N
C OH I
\ﬂ/ Y | OH

o R
sekundare FMOC-Derivat
FMOC Aminosaure Anregung bei 266 nm Hydrolyseprodukt

Emission bei 310 nm

Abbildung 2-1: Derivatisierung priméarer Aminosauren mit ortho-Phthaldialdehyd /
Mercaptopropionséure und sekundarer Aminoséuren mit 9-Fluorenylmethylchlorformiat.

Die Auftrennung der dabei entstehenden fluoreszierenden, thiosubstituierten
Isoindole (Schuster, 1988) wurde je nach verwendetem HPLC-System (1090 bzw.
1100) mit unterschiedlicher Saulenausstattung und verschiedenen Laufmitteln bei
40 °C durchgefuhrt.
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Tabelle 2-6: Sdulenausstattung und verwendete Laufmittel fur HPLC-Analysen.

HP1090 HP1100

Vorsaule Hypersil ODS 5, 40 x 4,6 mm EC 40/4 Nucleodur 100-5 C-18 ec
(Cs-Chromatographieservice, Langerwehe) | (Machery-Nagel, Diuren)

Hauptsaule Hypersil ODS 5, 125_ X 4,6_mm EC 125/4 Nucleodur 100-5 C-18 ec
(Cs-Chromatographieservice, Langerwehe) | (Machery-Nagel, Diren)

outier A | 30 MM NaAc (pH 7,2) /0.5 % THF (3;5m';/' '\\I'/i)AC (PH 6,5) 7 Puffer A

(modifiziert nach Gratzfeld-Huesgen, 1999) o
(modifiziert nach Schuster, 1988)

ACN / MeOH / 0,1 M NaAc (pH 7,2 ) MeOH / ACN (1 : 1, V)

Puffer B (2:2:1,vivi (modifiziert nach Schuster, 1988)
(modifiziert nach Gratzfeld-Huesgen, 1999)

Die zur Auftrennung verwendeten Zeitprogramme (modifiziert nach Gratzfeld-
Huesgen, 1999) sind in Tabelle 2-7 dargestellt. Nach 6 min wurden zur Detektion von
Prolin Anregungs- und Emissionswellenlangen (Ex./Em.) von OPA (Ex.: 230 nm,
Em.: 455 nm) auf FMOC (Ex.: 266 nm, Em.: 310 nm) umgestellt.

Tabelle 2-7: Laufmittel-Gradienten fir HPLC-Analysen.

HPLC 1090 HPLC 1100
Zeit | Puffer A |Puffer B| Fluss Zeit |Puffer A | Puffer B| Fluss

[min] [%] [%] |[ml/min]| [[min]| [%] [%] |[ml/min]
0 93 7 0,8 0 90 10 1
1,25 90 10 0,8 3 80 20 1
2 85 15 0,8 3,5 70 30 1
3,8 50 50 1 5,5 62 38 1
8,9 0 100 1 7 35 65 1
8,8 0 100 1
10,8 0 100 1

Die Bestimmung der =zellularen Aminosdurenkonzentrationen erfolgte Uber
Vergleichslaufe mit Aminosaurestandards der Konzentrationen 100 / 200 / 300/
400 uM. Die Steuerung und Auswertung erfolgte mittels der HP Chemstation
Software v 6.03 (Hewlett Packard GmbH, Waldbronn).

2.5.3 Bestimmung der Transportraten

Zellen von C. glutamicum wurden abzentrifugiert und zweimal mit 50 mM KPi/NaCl-
Puffer, pH 7,5 gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen im gleichen Puffer

aufgenommen, auf eine ODgpp zwischen 1 und 8 (je nach erwarteter Aufnahmerate)



30 Material und Methoden

eingestellt (doppelt konzentriert), mit 10 mM Glucose energetisiert und bis zur
Messung auf Eis gelagert. Durch Mischen von doppelt konzentriertem 1,2 M
KPi/NaCl-Puffer und der Zellsuspension wurde der eigentliche Versuchsansatz mit
Vmax-Bedingungen hergestellt (ODgoo = 0,5 - 4; 600 mM NaCl » 1,2 osmol/kg). Die
Zellen wurden fur 3 min bei 30 °C unter Bellftung durch Ruhren inkubiert, bevor die
Aufnahme durch Zugabe von einem Gemisch aus unmarkiertem und [*C]-
markiertem Substrat gestartet wurde. Es wurde die fiinffache Konzentration des Ky-
Wertes des untersuchten Transporters @Abbildung 1-1) als unmarkiertes Substrat
hinzugegeben, um Vna-Bedingungen einzustellen. Je 200 pl des Messansatzes
wurden 15, 30, 45, 60 und 90 sec nach Zugabe des Substrats enthommen. Um die
Zellen von dem umgebenden Medium zu trennen, wurde die schnelle
Membranfiltration Uber Glasfaserfilter (Typ F, Millipore, Eschborn) mit Hilfe einer
Mehrfachfiltrationsanlage (HOlzel, Do&rfen) angewendet. Durch unmittelbares
zweimaliges Waschen mit jeweils 2,5 ml 0,1 M LiCI-L6sung wurde das an den Zellen
oder Filtern anhaftende Medium entfernt. AnschlieBend wurden die Filter in ein
Szintillationsréhrchen gelegt und mit 3,8 ml Szintillationscocktail (Rotiscint ecoplus,
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) versetzt. Zur Bestimmung der Gesamt-
Radioaktivitat im Messansatz wurden weitere 200 pl Loésung direkt in ein
Szintillationsrohrchen gegeben. Die Radioaktivitat wurde in einem Szintillationszahler
(LS 6500, Beckman Coulter Inc., UnterschleilBheim-Lohhof) vermessen. Die
gemessene Radioaktivitat ergab die aufgenommene Menge Substrat eines einzelnen

Zeitpunktes:

r = A Probe >{SProbe]
up
AS >e\/F’robe ><|:BTM ><()DGOO nm

ryp = aufgenommene Menge Substrat [nmol*(mg BTM )'1]

Aprobe = Radioaktivitét der Probe [dpm]

[Sprobe] = Substratmenge im Probenvolumen [nmol]

As = Gesamt-Radioaktivitat [dpm]

Vprobe = Probenvolumen [ml]

Fgrm = Trockengewichtsfaktor fiir C. glutamicum [mg BTM*mI'l]

ODggo nm = optische Dichte der Zellen bei 600 nm

Durch lineare Auftragung der Zeit gegen die gemessene Radioaktivitat der Zellen
lasst sich mit Hilfe der erhaltenen Steigung die spezifische Transportrate der Zellen

berechnen.
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2.5.4 Bestimmung des Korrelationsfaktors ODgg < BTM

Um die aktuelle Biotrockenmasse einer Kultur dber einen geeigneten
Umrechnungsfaktor aus der einfacher zu bestimmenden optische Dichte bei 600 nm
zu berechnen, wurde ein Korrelationsfaktor mittels schneller Membranfiltration
bestimmt. Dazu wurden 0,5 ml Zellen von dem umgebenden Medium uber
Glasfaserfilter (Typ F, Millipore, Eschborn) mit Hilfe einer Mehrfachfiltrationsanlage
(Holzel, Dorfen) abgetrennt. Durch zweimaliges Waschen mit jeweils 2,5 ml
isoosmolarer NaCl-Loésung wurde das an den Zellen oder Filtern anhaftende Medium
entfernt. AnschlieBend wurden die Filter entnommen und bei 65°C einen Tag
getrocknet. Die Differenz zwischen Filter-Leergewicht und -Beladungsgewicht
abzlglich des Nullwertes (Filter ohne Zellen mit Saline gewaschen) entsprach der
Biotrockenmasse zum gegebenen Zeitpunkt. Dieser Wert wurde mit der gemessenen

ODgoo desselben Zeitpunktes korreliert. Hieraus ergab sich eine lineare Beziehung:

BTM = Kg X ODggo [g/L]

BTM = Biotrockenmasse [g/L]
Kg = Korrelationsfaktor

ODgoo = optische Dichte der Zellen bei 600 nm

2.5.5 Messung von Osmolalitaten

Die Osmolalititen der benutzten Medien wurde mit dem Osmomat 030 Gonotec
GmbH, Berlin) gemessen. Das Gerat misst die Osmolalitat Uber
Gefrierpunkterniedrigung in der Losung. Zur Zweipunkteichung des Gerats diente

eine der erwarteten Osmolalitat entsprechenden NaCl-Lésung und HxOgqg.
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3 Ergebnisse

3.1 Osmoregulation in C. glutamicum ATCC13032 nach hyper-
osmotischem Schock

Zum Schutz gegen hyperosmotischen Stress oder Schock kann C. glutamicum
kompatible Solute aus dem umgebenden Medium aufnehmen oder selbst
synthetisieren. Die Aufnahme geschieht Uber vier Transportsysteme (BetP, EctP,
LcoP und ProP) mit unterschiedlicher Spezifitat fur die entsprechenden Substrate
(Abbildung 1-1). Bisherige biochemische Untersuchungen an diesen Transportern
zeigten, dass sie auf der Ebene der Aktivitat osmoreguliert sind, d.h. ihre
Transportergeschwindigkeit wird abhangig vom osmotischen Stress reguliert (Peter
et al, 1996 und 1998). Da die Osmolalitat des Wachstumsmediums die
Transportrate von BetP, aber nicht die von EctP beeinflusste, wurde geschlossen,
dass das betP-Gen osmotisch induziert werden kann, wéhrend ectP konstitutiv
exprimiert wird (Farwick et al., 1995; Peter et al., 1998). Die Gene proP und IcoP
wurden bisher nicht charakterisiert. Aufgrund fehlender Daten zur Induktion wurden
diese vier Gene unter osmotischen  Stressbedingungen mit RNA-
Hybridisierungsexperimenten untersucht und charakterisiert. So konnten qualitative
und quantitative Aussagen Uber deren Regulation nach einem hyperosmotischen
Schock getroffen werden, welche unter Bericksichtigung der physiologischen
Parameter (Wachstum und Aminosaureanalysen des Cytoplasmas) ein
differenziertes Bild der generellen Osmoregulation von C. glutamicum ergaben. In
einem globalen Ansatz wurde anschlieBend die Transkription aller ORFs (open
reading frames) von C. glutamicum mit DNA-Microarrays untersucht, um weitere

Gene der Osmoregulation zu entdecken und zu untersuchen.

In Vorversuchen sollten optimale Bedingungen fur diese Analysen gefunden werden.
Hierzu gehorten Untersuchungen zum Einfluss des Kultivierungsmediums, der
Schockstéarke sowie extern verfiigbarer kompatibler Solute auf den physiologischen

Status und die Transkriptionsstarke der analysierten Gene.
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3.1.1 Abhangigkeit der Regulation vom Medium (Grundosmolalitét)

Definierte  Minimalmedien  fiar  biochemische und  molekularbiologische
Untersuchungen haben, abhangig von der Konzentration der C- und N-Quelle und
dem Grad der Pufferung, stark variierende Osmolalitaten. Ein Mikroorganismus passt
sich diesen Unterschieden durch Osmoregulation an, weshalb das
Wachstumsverhalten, die Zusammensetzung des Cytoplasmas und die
Transkriptionsstarke von Genen durch die Wahl des Mediums beeinflusst werden
(Ley, 2001; Varela et al, 2002). Um ein geeignetes Medium fir
Transkriptionsanalysen und DNA-Microarray-Experimente zu finden, wurden
Versuche mit drei Minimalmedien (CgXIll, MMI, AMI) durchgefiihrt. Hierzu wurde das

Wachstumsverhalten von C. glutamicum Wildtyp analysiert.

Zeit [h]

Abbildung 3-1: Wachstumsvergleich von C. glutamicum Wildtypzellen auf verschiedenen
Medien. ® MMI-Medium; ¥ AMI-Medium (je 0,3 osmol/kg); O CgXll-Medium (0,8 osmol/kg).

Tabelle 3-1: Wachstumsraten pnax, Verdopplungszeiten tp sowie End-ODgg von C. glutamicum
Wildtyp auf verschiedenen Minimalmedien (zu Abbildung 3-1).

Hmax | to | End-
[h™] | [h] | ODsoo
CoXIl [{0,39]1,8] 34
AMI 0,2712,6| 32
MMI 0,5111,6| 38

Medium
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Auf AMI-Medium erreichten die Zellen nach langerer lag-Phase die geringste
Verdopplungszeit und End-Biotrockenmasse. Trotz hoherer Nahrstoffkonzentrationen
erreichten Zellen auf CgXIl-Medium wegen deutlich héherer Osmolalitdt des
Mediums nur mittlere Biotrockenmassen. Die Wachstumsrate auf diesem Medium

entspricht friheren Daten (Ley, 2001).

Fur alle weiteren Experimente wurde grundsétzlich MMI-Medium verwendet. Es
vereinte die Vorziuge einer geringen Osmolalitat (0,3 osmol/kg) mit gutem
Wachstumsverhalten (kurze lag-Phase, hohe Teilungsrate, hohe stationare End-
ODeoo) und erlaubte so die hochste Variationsbreite fir die HOhe eines
hyperosmotischen Schocks in weiteren Versuchen. Eine maoglichst niedrige
Osmolalitat des Mediums vor Schock ist insbesondere in  RNA-
Hybridisierungsexperimenten sowie globalen Analysen mit DNA-Microarrays
vorteilhaft, um Transkriptionsanderungen im Vergleich zwischen ungeschockten und

geschockten Zellen deutlich erkennen zu kénnen.

In den folgenden Experimenten wurden physiologische Parameter wie die zellularen
Aminosaurekonzentrationen bestimmt. Um diese auf das zellulare Trockengewicht
beziehen zu konnen, wurde auf MMI-Medium ein Korrelationsfaktor zwischen
optischer Dichte der Kultur bei 600 nm (ODsggp) und der Biotrockenmasse bestimmit.
Far C. glutamicum Wildtypzellen auf MMI-Medium ergab sich der Faktor 0,36, d.h.
bei einer ODgoo von 1 hatten die Zellen der Suspension ein Trockengewicht von
0,36 g/L.

3.1.2 Abhangigkeit der Regulation von Schockstarke & Endosmolalitét

Nachdem die Kultivierung von Zellen auf MMFMedium fir die folgenden
Untersuchungen etabliert worden war (siehe 3.1.1), sollten die idealen
Schockbedingungen fur Analysen der Transkriptionsregulation bestimmt werden. Bei
Untersuchungen des Gens proA, welches fur ein Biosyntheseenzym der als
kompatibles Solut fungierenden Aminosaure Prolin codiert, wurde festgestellt, dass
unterschiedlich starke osmotische Anderungen des Mediums verschiedene Muster in
der Transkriptionsstarke, -dauer und -maxima zeigten (Ley, 2001). Es wurde deshalb
untersucht, ob C. glutamicum Wildtypzellen ihr Wachstumsverhalten, die
Akkumulation von Aminosauren und die Transkriptionsmuster der Gene betP, ectP,

IcoP und proP an die Differenz zwischen Anfangs- bzw. Endosmolalitat (absolute
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Anderung der Osmolalitat), die Endosmolalitat (relative Anderung) oder an den
Faktor der Erh6hung anpassten. In diesen Versuchen wurden diese Faktoren sowie

die Grundosmolalitat des MMI-Mediums vatriiert.

C. glutamicum Wildtypzellen wurden nach beschriebenem Animpfschema
angezogen und bei ODggp = 7 auf die angegebene Endosmolalitéat geschockt (Tabelle
3-2). Kurz vor dem Salzschock (T-5) und zu den Zeitpunkten 15, 30, 45, 60, 120 und
180 Minuten nach Salzzugabe sowie in qationaren Zellen wurden Aliquots fur die
Untersuchung der internen Aminosaurezusammensetzung und des
Transkriptionsmusters aufgearbeitet.

Tabelle 3-2: Bedingungen fiir osmotische Schocks von C. glutamicum Wildtypzellen auf MMI-
Medium.

Kultur | Grundosmolalitat| Endosmolalitat | Differenz | Faktor
[osmol/kg] [osmol/kg]
A 0,3 0,9 0,6
B 0,3 1,8 1,5
C 0,3 2,4 2,1
D 0,9 2,4 1,5 2,7

Anm.. Die Werte wurden so gewahlt, dass die absolute Schockdifferenz oder die
Endosmolalitat in zwei unterschiedlichen Versuchen identisch waren (grau markiert).
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Die Wachstumsparameter waren abhéngig von den jeweiligen Schockbedingungen
(Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Wachstum von C. glutamicum vor und nach unterschiedlichen Anderungen der
Osmolalitat. @ 0,3 auf 0,9 osmol/kg; O 0,3 auf 1,8 osmol/kg; V¥ 0,3 auf 2,4 osmol/kg; VV 0,9 auf
2,4 osmol/kg.

Tabelle 3-3: Dauer der lag-Phasen nach Schock, Verdopplungszeit tp, und End-
Biotrockenmassen zu Abbildung 3-2.

Kultur Schock End- | End- | lag-Phase tp [h]
ODgoo | BTM | nach Schock
[g/L] [h] - Schock | + Schock
A o3aufo9| 38 13,4 1,0 2,2
B o3aufi8| 3 | 125 1,2 1,6 3,3
C o3auf24| 33 12,0 4,2 6,8
D o9auf24| 34 | 123 3,2 1,8 4.8

Vor dem Schock wuchsen die Zellen der Kulturen A, B und C (Medien mit gleicher
Grundosmolalitat) mit identischer Wachstumsrate bzw. Verdopplungszeit, Zellen der
Kultur D aufgrund der hoheren Osmolalitdt etwas langsamer. Nach dem Schock
regenerierten die Zellen unterschiedlich schnell. Kultur A (0,3 auf 0,9 osmol/kg)
wuchs nach kurzer lag-Phase etwas langsamer als vor Schock. Die Kulturen B, C

und D wuchsen nach langeren lag-Phasen mit verringerter Verdopplungszeit. Es



Ergebnisse 37

bestand eine deutliche Abhangigkeit zwischen der Schockdifferenz einerseits und
der Anpassungszeit sowie Wachstumsrate nach Schock (Kulturen A bis C). Der
Unterschied in der Differenz hatte zudem einen gro3eren Einfluss auf die Zellen als

die Endosmolalitat, wie der Vergleich zwischen den Kulturen C und D belegt.

Nach einem hyperosmotischen Schock akkumulierten die Zellen de novo

synthetisierte Aminosauren (Glutamat, Glutamin und Prolin) mit osmoprotektiver

Wirkung.
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Abbildung 3-3: Cytoplasmatische Akkumulation verschiedener Aminosauren vor und nach
unterschiedlichen Anderungen der Osmolalitat. @ 0,3 auf 0,9 osmol/kg; O 0,3 auf 1,8 osmol/kg;
V¥ 0,3 auf 2,4 osmol/kg; V 0,9 auf 2,4 osmol/kg. (A) Glutamat; (B) Glutamin; (C) Prolin.

Tabelle 3-4: Maximale Akkumulationsfaktoren der untersuchten Aminosauren sowie maximale
Konzentration von Prolin.

Kultur | Schock Glu | GIn Pro

A 0,3auf0,9 | 2x| 3x| 6x| 95pumol/g BTM
B 0,3auf1,8 | 3x | 10x | 23 x | 340 umol/g BTM
C 0,3auf2,4 | 4x| 14 x | 38 x | 580 umol/g BTM
D 0,9auf2,4 | 2x| 5x | 4x| 585 umol/lg BTM

Die Aminosaurenkonzentrationen stiegen in den Kulturen A, B und C in Abhangigkeit
von der Schockstarke. Glutamat und Glutamin wurden transient akkumuliert (Maxima
bei Tas bzw. Tgp) und anschliel3end durch Prolin ersetzt, welches das wichtigste neu
synthetisierte kompatible Solut unter diesen Bedingungen war. In der stationéren
Phase fanden sich immer noch hohe Konzentrationen (bis zu 450 pmol/g BTM) an
Prolin in allen Kulturen.
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Zellen, die erhohter Grundosmolalitat ausgesetzt waren (Kultur D), akkumulierten
Glutamat abhangig von der Schockdifferenz (vergleichbar Kultur B), Prolin und
Glutamin in Abhangigkeit von der Endosmolalitat (&hnlich Kultur C). Zuséatzlich wirkte
sich die Grundosmolalitat auf erhdhte Vor-Schock-Konzentrationen im Vergleich zu
den Kulturen A bis C aus, so dass wesentlich geringere Akkumulationsfaktoren
bestimmt wurden. Dies weist auf die Anpassung der Zellen an die erhothte
Osmolalitait des Mediums und die osmoprotektive Bedeutung der untersuchten

Aminosauren hin.

In Gram-positiven Bakterien wird ein hoher Turgordruck von bis zu 20 bar durch
Akkumulation osmotisch aktiver Substanzen aufgebaut. In C. glutamicum liegt
Glutamat bereits bei niedrigen osmolaren Bedingungen (0,3 osmol/kg) hoher
konzentriert vor (120 pumol/g BTM), als dies fir biosynthetische Zwecke notwenig ist

und dient vermutlich der Aufrechterhaltung des Turgors.

Wie bereits beschrieben wurde, bewirkten unterschiedlich starke Anderungen der
Osmolalitat des Mediums verschiedene Transkriptionsmuster des Gens proA.
Deshalb wurden die Transkriptionsmuster der Transportergene betP, ectP, IcoP und
proP nach unterschiedlichen hyperosmotischen Schocks mit Hilfe von RNA-

Hybridisierungsexperimenten untersucht.
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Abbildung 3-4: Anderung der Transkription der Gene ectP, betP, IcoP und proP nach
unterschiedlich starken hyperosmotischen Schocks. (A) 0,3 auf 0,9 osmol/kg; (B) 0,3 auf 1,8
osmol/kg; (C) 0,3 auf 2,4 osmol/kg; (D) 0,9 auf 2,4 osmol/kg.

Die Quantifizierung der Transkriptionsmuster erfolgte mit der Software AIDA (Fuji
Photo Film Co., Omiyama, Japan). Hierzu wurde der Hintergrundlevel von den
gemessenen Spot-Intensitaten subtrahiert. AnschlieRend wurden die T.s-Werte auf 1
gesetzt und die Induktionsfaktoren im Vergleich zu diesem Wert bestimmt.
Vergleiche zwischen Daten aus einzelnen RNA-Hybridisierungsexperimenten sind so
moglich. Insgesamt wurden die Werte aller Transkriptionsanalysen mehrfach
reproduziert.

Tabelle 3-5: Maximale Induktionsfaktoren und -zeitpunkte von Transportergenen nach
verschiedenen hyperosmotischen Schocks gemal Tabelle 3-2.

maximale Induktion
betP ectP IcoP proP
0,3 auf 0,9 | 10,2 (T45) | 2,2 (Tz0) | 2,9 (Tus) | 12,8 (T1s)
0,3 auf 1,8 | 11,5 (Tzg) | 2,6 (Tis) | 3,3 (Tus) | 15,0 (Tus)
0,3auf2,4| 11,7 (Teo) | 2,6 (Teo) | 3.4 (Teo) | 15,2 (Ts0)
0,9auf2,4| 6,4 (Ts) | 1,5(Tis) | 2,8 (Tus) | 11,7 (Tus)

Kultur Schock

O|0|m|>

Zum Zeitpunkt Ts wurden alle Gene, mit Ausnahme von ectP sowie der Zellen aus
Kultur D, gering exprimiert. Nach Schock stiegen die mRNA-Konzentrationen mit
genspezifischer maximaler Induktion zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Tabelle 3-5).

In der stationaren Phase waren alle mRNA-Level auf Grundwerte zurtickgegangen.
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Dies bedeutet, dass ale vier untersuchten Gene in ihrer Transkription durch

hyperosmotischen Schock reguliert sind.

Grundsatzlich spiegelte sich die Schockdifferenz in den Transkriptionsmustern wider.
Je starker der Schock war, desto starker wurden die Carriergene bei gleicher
Grundosmolalitat (Kulturen A, B und C) induziert und umso langer dauerte die
Reaktion auf den Schock. Vor-Schock-Level waren bei hdherosmolaren
Grundbedingungen (Kultur D) jedoch deutlich erhdht, was fir einen zusatzlichen
Einfluss der Grundosmolalitat auf die Transkriptionsregulation spricht. Hieraus

resultierten geringere Induktionsfaktoren (Tabelle 3-5).

Die deutliche Induktion der Gene proP (Faktor 12 bis 15) und betP (Faktor 6 bis 12)
waren besonders auffallig. proP wurde schneller als die anderen Gene induziert. Das
Gen ectP wurde durch den hyperosmotischen Schock ebenfalls induziert.
Untersuchungen der Aktivitat des Transporters hatten zu der Interpretation gefihrt,

dass er konstitutiv exprimiert und nicht osmoreguliert wird (Peter et al., 1998).

Fur eine deutliche Erkennung auch geringer Unterschiede der Transkriptionsmuster
eignete sich die Kultivierung der Zellen auf MMEMedium mit einer Grundosmolalitat
von 0,3 osmol/kg und hyperosmotischer Schock auf 1,8 osmol/lkg am besten
(Kultur B), weshalb fiir nachfolgende Experimente die Bedingungen von Kultur B
gewahlt wurden. Die Induktionsdnderungen der anderen Kulturen waren entweder
schwacher (Kulturen A und D) oder zeitlich zu stark verzégert (Kultur C). In Kultur D
wurden zudem durch die erhohte Grundosmolalitit Anderungen des
Transkriptionsmusters schon vor Schock beobachtet. Die Ergebnisse der
Wachstums- und Aminoséureanalysen sprachen ebenfalls nicht gegen diese

Entscheidung.

3.1.3 Bedeutung kompatibler Solute zur Kompensation eines

hyperosmotischen Schocks

Kompatible Solute, die in der natUrlichen Umgebung von Bodenbakterien haufig
vorliegen (Lynch und Whipps, 1990; Galinski und Triper, 1994), erméglichen es den
Zellen, sich an osmotischen Stress anzupassen. Die Kultivierung von Zellen in
Anwesenheit kompatibler Solute bewirkt eine Anderung in der Transkription von

Genen (Dinnbier et al., 1988; Bremer und Kramer, 2000). Daher stellte sich die
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Frage, ob extern vorhandene kompatible Solute Einfluss auf die Transkription der

hier untersuchten Transportergene nehmen.

Hierzu wurden Wildtypzellen nach beschriebenem Schema Kkultiviert und in der
exponentiellen Phase bei ODgyp = 7 von 0,3 auf 1,8 osmol/kg geschockt. Zwei

Kulturen wurden mit 2 mM Betain oder Prolin versetzt.
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Abbildung 3-5: Wachstum von C. glutamicum Wildtypzellen nach einem hyperosmotischen
Schock und externer Verfugbarkeit kompatibler Solute.
® keine kompatiblen Solute; O 2 mM Betain; ¥ 2 mM Prolin.

Tabelle 3-6;: Wachstumsparameter vor und nach einem hyperosmotischen Schock.

Kultur Komp. | End- | lag-Phase o [h]
Solut | BTM | nach Schock
[g/L] [h] - Schock | + Schock
1 - 12,6 1,2 3,3
Betain | 13,7 1,0 1,6 2,7
Prolin | 13,7 1,0 2,8

Vor Schock wuchsen alle drei Kulturen mit gleicher Wachstumsrate. Zugabe von
Betain bzw. Prolin zeitgleich zum Schock fuhrte nach kurzer lag-Phase zu Wachstum

mit verringerter Verdopplungszeit. Die Kultur ohne Zugabe kompatibler Solute zeigte
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eine leicht verlangerte lag-Phase und anschlieBend eine deutlich geringere
Wachstumsrate als die beiden anderen Kulturen mit kompatiblen Soluten im Medium,
die in der stationdren Phase identische Biotrockenmassen wie ungeschockte Zellen
erreichten (Tabelle 3-3B).

Fur die Bestimmung der Transkriptionsmuster wurde ein zusétzlicher Wert finf
Minuten nach Schock bestimmt (Ts), um die in obiger Analyse (Abbildung 3-4)
bestimmte schnelle Induktion von ectP und proP genauer betrachten zu kénnen.

T-5 T5 T15 T30 T45 T60 TlZO T180 T T—5 T5 T15 T30 T45 T60 T120 T180 T

stat. stat.

! 2000060 1090000 0«
2 9090000 9090000006
s 9290000 900000006
Sonde: betP Sonde: ectP
T-5 T5 T15 T30 T45 TGO T120 T180 Tstat. T-5 T5 T15 TSO T45 TGO T120 T180 Tstat.

1 0 1 00000

2N N N : 90000
3 9000 s 090000
Sonde: IcoP Sonde: proP

Abbildung 3-6: Anderungen der Transkriptmenge von ectP, betP, proP, IcoP nach einem
hyperosmotischen Schock von 0,3 auf 1,8 osmol/kg in MMI-Medium. (1) Wildtyp, ohne Zusatz;
(2) wildtyp, Zugabe von 2 mM Betain; (3) Wildtyp, Zugabe von 2 mM Prolin. In Spalten wurden
die Zeitpunkte der Probenahme aufgetragen.

Tabelle 3-7: Maximale Induktionsfaktoren der Gene betP, ectP, IcoP und proP von Zellen ohne
bzw. mit Zugabe kompatibler Solute.

Kultur | Komp. Solut maximale Induktion
betP ectP IcoP proP
ohne 11,3 (Tao) | 2,6 (Tis) | 3,4 (Tus) | 15,2 (Tus)
Betain 10,6 (Tis) | 2,2 (Tys) | 2,9 (Tis) | 14,3 (Ts)
Prolin 10,8 (Tis) | 2,3 (Tis) | 3,0 (T15) | 14,5 (Ts)

Obige Tabelle erfasst die Induktionsstarke der untersuchten Gene von Zellen ohne
bzw. mit Zugabe kompatibler Soluten. Zellen ohne kompatible Solute im Medium
verhielten sich wie unter 3.1.2 beschrieben, d.h. die Transportergene wurden nach
15 bis 30 Minuten maximal induziert, wobei die Transkriptmenge mit Ausnahme von
IcoP Uber einen Zeitraum von ca. 45 Minuten erhoht blieb. Wiederum wurde
Induktion von ectP durch den Salzschock beobachtet.
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Die Zugabe von Betain bzw. Prolin zum Medium nach einem hyperosmotischen
Schock bewirkte eine schnellere, aber leicht abgeschwachte Induktion der Gene
sowie eine Verkurzung der Induktionsdauer. Dabei stellte ectP eine Ausnahme dar,
dessen Transkriptionslevel durch Zugabe kompatibler Solute nur geringfugig

beeinflusst wurde.

3.2 Globale Transkriptionsanalyse nach einem hyperosmotischen
Schock

Zur Untersuchung der Transkriptionsregulation der Transportergene betP, ectP, IcoP
und proP war es notwendig gewesen, Bedingungen zu finden, die eine starke
Transkriptionsédnderung dieser Gene zur Folge hatten. Im ersten Teil (siehe 3.1)
wurden die Bedingungen etabliert, unter denen eine deutliche Anderung der
Transkription untersucht werden konnte. Da hier sehr reproduzierbare Ergebnisse
erzielt wurden, stellte sich die Frage, inwieweit sich diese Bedingungen auch fir die
Untersuchung der generellen Osmostressantwort von C. glutamicum eignen, um so
weitere Gene zu identifizieren, die an der Osmoregulation beteiligt sind. Daher wurde
die Transkriptionsanderung nach einem hyperosmotischen Schock mithilfe der DNA-
Microarray-Technik untersucht. Die schon bekannten Ergebnisse aus den RNA-
Hybridisierungsexperimenten sollten dabei als Kontrolle der Microarray-Analysen
herangezogen werden. Zusatzlich sollten die in den RNA-

Hybridisierungsexperimenten beobachtete Geninduktion quantifiziert werden.

3.2.1 Globale Analyse mit DNA-Microarrays

Wildtypzellen (C. glutamicum ATCC13032) wurden nach beschriebenem
Animpfschema angezogen und bei ODgoo = 7 von 0,3 auf 1,8 osmol/kg geschockt.
Fur die DNA-Microarray-Analysen wurde RNA prépariert. Jede RNA-Praparation
wurde auf qualitative Gleichwertigkeit Uberprift. Hierzu wurde die Starke von
Verunreinigungen mit Proteinen und die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt
und ein DNase-Verdau mit anschlie3ender Gelkontrolle durchgefuhrt. Zur Kontrolle
der RNA-Qualitat wurde ein RNA-Hybridisierungsexperiment mit den Sonden fir
betP, ectP, IcoP und proP durchgefiihrt, da das Transkriptionsmuster dieser Gene
bereits bekannt war (siehe 3.1). Wie in Abbildung 3-7 zu erkennen ist, zeigte sich das

bekannte  Muster  frGherer  Analysen.  Zur  weiteren  Kontrolle  der
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Versuchsbedingungen wurden Wachstumsdaten erfasst und interne
Aminosaurebestimmungen der Zellen vorgenommen. Diese physiologischen Daten
entsprachen schon beschriebenen Ergebnissen (siehe 3.1). Daher konnte davon
ausgegangen werden, dass die isolierte RNA von gleicher Qualitdt war wie in

friheren Analysen.

T—5 T5 T15 T3O TGO T120 T180 Tstat. EEE..O..
(L1

[ 4
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-~ 000000

IcoP

proP 0000

Abbildung 3-7: Transkriptionsanderungen der Gene betP, ectP, IcoP und proP nach einem
hyperosmotischen Schock von 0,3 auf 1,8 osmol/kg in MMI-Medium. Klein: 16S-rRNA-Kontrolle.

Anschlieend wurde die RNA im FZ Jilich mittels DNA-Microarrays untersucht. Die
RNA ungeschockter Zellen wurde als Nullwert benétigt, um die durch einen
hyperosmotischen Schock induzierte Abweichung von der basalen Transkription zu
erkennen. In einem RT-PCR-Schritt wurden die Nullwerte mit dem Farbstoff
FluoroLink Cy3-dUTP green, die RNA geschockter Zellen mit FluoroLink Cy5-dUTP
red (Amersham Pharmacia, Little Chalfont, England) markiert. Im ersten
Hybridisierungsschritt wurde die cDNA ungeschockter Kontrollzellen auf sechs
Microarrays aufgetragen. Im zweiten Schritt wurde auf jeweils einen Microarray die
cDNA geschockter Zellen eines einzelnen Zeitpunktes gegenhybridisiert. Das durch
Anregung der Farbstoffe bei den entsprechenden Wellenlangen emittierte Licht
wurde mit einem Laser-Scanner ausgelesen und gab unterschiedliche
Konzentrationen der cDNA in verschiedenen Farben an. Zur Kontrolle wurden die
Farbstoffe in einer neuen RT-PCR zwischen den Nullwerten und der RNA

geschockter Zellen vertauscht und ein sog. colour swap-Experiment durchgefihrt.

Es wurden nur solche Signale verwertet, die in beiden Experimenten vergleichbare
Ergebnisse erbrachten (entspricht der Schnittmenge). Die weitere Auswertung der
DNA-Microarrays wurde nach strengen Kriterien betrieben. Ein Signal wurde
gewertet, wenn gemalR tTest dessen p-Value < 0,05 war und das Signhal um mehr
als das dreifache vom Median des Grundrauschens abwich (signal-to-noise ratio >3

bzw. <1/3). Diejenigen Gene, die diesen beiden Anforderungen entsprachen, galten
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als signifikant induziert bzw. reprimiert. Insgesamt wurde fir jeden Zeitpunkt die RNA

aus mindestens zwei, meistens aber drei unabh&angigen Versuchen analysiert.

Gemal diesen Auswertungskriterien wurden 141 Gene der 2860 auf dem Microarray
befindlichen ORF's signifikant in ihrer Transkription reguliert (Auflistung im Anhang).
Dabei war aufféllig, dass auf3er im Fall von proA und proP keine Gene gemessen
wurden, fur die tber RNA-Hybridisierungsexperimente bereits bekannt war, dass sie
durch hyperosmotischen Schock induziert werden. Dies betraf z.B. proB und proC
(Ley, 2001), otsA und treS (Wolf et al., 2003), sowie betP, ectP, IcoP und proP (diese
Arbeit). Diese Gene entsprachen obigen Auswertungskriterien nicht und gingen im
Hintergrundrauschen unter. Die Transkriptionsfaktoren dieser Gene der

Osmoregulation sind in Abbildung 3-8 dargestellt.
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Abbildung 3-8: DNA-Microarray-Daten der Transkriptionsfaktoren wichtiger Gene der
Osmoregulation nach einem Schock von 0,3 auf 1,8 osmol/kg. Alle dargestellten Gene befinden
sich im Hintergrundrauschen (signal-to-noise ratio) zwischen 3 und 1/3.

(A) @ betP; O ectP; ¥ IcoP; (B) ® mscL; O proA; V¥ proB; V proC; B glnA; [ otsA.

Aus Grinden Ubersichtlicherer Darstellung wurde in Abbildung 3-8 auf proP

verzichtet und die Induktionsfaktoren in Tabelle 3-8 aufgelistet.

Tabelle 3-8: Induktionsstérke von proP im DNA-Microarray.

Ts | Tis| Tao| Teo | T120| T1so
proP|2,1{3,2|5,3|10,9|19,5( 2,3
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Durch den hyperosmotischen Schock fand eine leichte Induktion einiger Gene (betP,
ectP, otsA) statt. Fur das Gen IcoP wurde keine Regulation beobachtet, obwohl in

dieser Arbeit bereits eine Transkriptionssteigerung gezeigt wurde (siehe 3.1).

Unter den signifikant induzierten Genen befanden sich mehrere ABC- sowie
sekundare Transportergene und Gene, die fir Enzyme der Aminosaure-, Membran-
und Zellwandsynthese codieren. Reprimierte Gene betrafen wiederum ABC- sowie
sekundare Transportergene, Biosynthesegene des Zentrat und Energie-

Stoffwechsels und Gene von Regulatoren sowie Transkriptionsfaktoren.

Die Daten der oft reproduzierten RNA-Hybridisierungsexperimente und der DNA-
Microarrays waren nicht deckungsgleich. So wurde in RNA-
Hybridisierungsexperimenten fur die Gene otsA und treS drei- bzw. flnffache
Induktion ermittelt (Wolf et al., 2003), fiir IcoP und betP drei bzw. 11-fache Induktion
(Tabelle 3-5 und Tabelle 3-7). Auch das zeitliche Muster der proP-Induktion stimmte
nicht mit RNA-Hybridisierungsexperimenten aus dieser Arbeit Gberein (Tabelle 3-5
und Tabelle 3-7). Die Signalstarke der untersuchten Gene war in RNA-
Hybridisierungsexperimenten, die der Qualitatskontrolle der RNA dienten (Abbildung
3-7), aber auch in allen anderen reproduzierten Experimenten (3.1) viel deutlicher als

im DNA-Microarray-Experiment.

Durch einen zwischengeschalteten RT-PCR-Schritt wird im Microarray nicht die RNA
selbst, sondern cDNA untersucht. Mdglicherweise ergibt sich durch diesen Schritt

eine Abschwachung des Signals schwach regulierter Gene.

3.2.2 Kontrolle der DNA-Microarray-Daten

Um die Daten sowohl der DNA-Microarrays aus Julich als auch der eigenen RNA-
Hybridisierungsexperimente  zu  verifizieren und in einen gemeinsamen
Zusammenhang zu bringen, wurden fir Kontrollexperimente antisense-RNA-Sonden
von Genen hergestellt, die in DNA-Microarray-Analysen sehr deutliche Anderungen
zeigten. Aul3erdem sollte ein Gen gefunden werden, welches eine unabhangige
Kontrolle von der bisherigen 16S-rRNA-Standardsonde ermoglichte. Es wurden
Gene ausgewahlt, die zu moglichst vielen Zeitpunkten deutlich reguliert wurden bzw.

keine Regulation zeigten.
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Tabelle 3-9: Die fur neue Sonden ausgewahlten Gene gemal den DNA-Microarray-Daten aus
Jilich.

Gen Name — Organismus Regulation*)
aro 2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase — C. glutamicum ?
gcaD_Bs | strong similarity to UDP -N-acetylglucosamine pyrophosphorylase — B. subtilis

acekE pyruvate dehydrogenase E1 — C. glutamicum

gap glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase — C. glutamicum

cysN_Ec |strong similarity to sulphate adenylyltransferase, large chain — E. coli

mez malic enzyme — C. glutamicum

NNV NV[O |0 [N

nipA_Ec |strong similarity to lipoprotein-28 precursor — E. coli

) Legende: ? = Induktion; ? = Repression; o = keine Regulation.

Alle Sonden wurden in RNA-Hybridisierungsexperimenten kontrolliert. Hierzu wurde
RNA verwendet, die auch in DNA-Microarray-Analysen untersucht worden war (vgl.
Abbildung 3-7).

J
I

Regulationsfaktor

Zeit [h]

Abbildung 3-9: Regulationsfaktoren im DNA-Microarray und Transkriptionsanderung der neu
konstruierten Sonden mit RNA von Wildtypzellen nach einem hyperosmotischen Schock von
0,3 auf 1,8 osmol/kg zu verschiedenen Zeitpunkten (Ty). @ aceE; O gap; ¥ aro; V gcab;
B cysN; L1 mez; & nlpA.

Die Gene aceE und gap sollten nach einem hyperosmotischen Schock laut DNA-
Microarray-Daten nicht reguliert werden, die Gene aro und gcaD sollten induziert
werden. Diese Aussagen wurden reproduziert. Die laut DNA-Microarrays

reprimierten Gene cysN, mez und nlpA zeigten im RNA-Hybridisierungsexperiment
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ein uneinheitliches Muster von starkeren und schwacheren Spots. Dies liel3 sich nicht
auf unterschiedliche RNA-Konzentrationen aufgrund der Praparation zurtckfihren.
Die Gene aceE und gap wurden durch den hyperosmotischen Schock nicht reguliert
(‘housekeeping genes’) und konnten anstelle von 16S-rRNA-Sonden zur Kontrolle

gleichmafiger RNA-Konzentrationen verwendet werden.

Anhand dieser Kontrolle der DNA-Microarrays uber antisense-RNA-Sonden konnte
festgestellt werden, dass nur besonders stark induzierte Gene, wie proP, aro und
gcaD, im Microarray deutliche Daten auf3erhalb von Hintergrundwerten zeigten.
Schwacher regulierte oder reprimierte Gene, wie z.B. otsA oder mscL, gingen im
Hintergrund unter. Gegen diese Analysen spricht, dass betP in RNA-
Hybridisierungsexperimenten 11-fach induziert wurde (Tabelle 3-5 und Tabelle 3-7),
im Microarray jedoch keine Regulation zeigte. Dies kdnnte mit einer systematischen

Abschwachung des Signals bei der Probenaufarbeitung zu begriinden sein.

3.3 Untersuchung der Transkriptionsregulation einzelner Gene und
Transporter

Wie in den letzten Abschnitten beschrieben wurde (3.1 und 3.2), sind die
untersuchten Transportergene betP, ectP, IcoP und proP transkriptionsreguliert,
weshalb untersucht werden sollte, welche Verbindung zwischen Transkriptions- und

Translationsregulation besteht, um die Induktionsstarken der Gene zu quantifizieren.

Im  Wildtypstamm mit vollstindigem Gensatz existieren mehrere Carrier mit
Uberlappenden Substratspektren (Abbildung 1-1), was eine Untersuchung
individueller Transporter erschwerte. Zu diesem Zweck wurden Deletionsmutanten
konstruiert, die jeweils nur noch Uber ein Gen eines Transporters fir kompatible
Solute verfugten und so die Untersuchung des verbliebenen Gens bzw. Transporters
ermdglichten. Mit Hilfe bereits vorhandener Deletionsplasmide (Peter, 1997; Peter et
al., 1998) konnten die Deletionsallele gegen die Wildtypallele durch die Technik des
Allelaustauschs mit zweifacher homologer Rekombination (Schafer et al.,, 1994)
ausgetauscht und fest im Genom von C.glutamicum verankert werden. Ein

erfolgreicher Allelaustausch wurde mittels PCR nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

In diesen Mutanten wurden im Vergleich zum Wildtyp die Anderungen der internen

Aminosaurepools, die Transkriptionsregulation und die Verdnderungen der



Ergebnisse 49

Transportraten jeweils ohne und mit einem hyperosmotischen Schock untersucht.
Zuséatzlich wurden die Proteinkonzentration von BetP und EctP durch
Antikérpernachweis bestimmt. Zu diesem Zweck wurde ein neues Versuchs-Setup
erprobt und etabliert (3.3.1).

3.3.1 Versuchs-Setup

Zellen wurden nach beschriebenem Animpfschema angezogen und anschliel3end
unter drei unterschiedlichen Bedingungen (A, B, C) kultiviert. Nach Uberimpfen auf
frisches MMI-Medium konnte Kultur A ohne sonstigen Stress bis in die stationare
Phase wachsen, wahrend die Kulturen B und C in der exponentiellen Phase
osmotisch geschockt wurden (0,3 auf 1,8 osmol/kg). Kurz vor dem Schock wurde zu
Kultur C 100 pg/ml Chloramphenicol zugegeben. Diese drei Bedingungen dienten
der Abgrenzung der Grundaktivitat sowie der basalen Transkription (A) von durch
hyperosmotischen Schock induzierten Anderungen (B, C). Zu definierten Zeitpunkten
Tx wurden Proben fir die Analyse der Wachstumsparameter, der internen

Aminoséaurepools, des Transkriptionsmusters und der Transportraten aufbereitet.

Beginn der
Kultivierung T, T, Te T Tstat,
Wachstum N
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Abbildung 3-10: Zeitlicher Ablauf der Probenahmen von Zellen, die nicht osmotisch
geschockt wurden (Bedingung A).

In Kultur A wurde eine Korrelation zwischen optischer Dichte (600 nm) und
Biotrockenmasse erstellt. Dieser Wert war bisher nur fur den Wildtyp (3.1.1) bestimmt
worden. Der Faktor ist fur die Berechnung der End-Biotrockenmasse einer Kultur und

als Bezugsgrof3e fur interne Aminosaurekonzentrationen wichtig.
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Beginn der
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Abbildung 3-11: Zeitlicher Ablauf der Probenahmen von Zellen, die osmotisch von Q3 auf
1,8 osmol/kg geschockt wurden (Bedingungen B und C).

Chloramphenicol inhibiert die Proteinbiosynthese und sollte in Kultur C nach Schock
die Neusynthese von BetP, EctP, LcoP bzw. ProP nach Schock verhindern, so dass
nur die zum Zeitpunkt des Schocks vorhandenen Transporter in den
Aufnahmemessungen vermessen wurden. Auf Transkriptionsebene sollten sich keine
Unterschiede ergeben. Hierdurch wurde kontrolliert, ob eine Steigerung in der
Transportrate der Carrier durch Transkriptionsregulation oder Aktivierung
vorhandener Transporterproteine erfolgte. Die Zugabe von Chloramphenicol zu
Kultur C erfolgte kurz vor dem hyperosmotischen Schock, damit die Zellen zum
Zeitpunkt des Schocks die gleiche Ausstattung an Transporterproteinen besal3en wie
Zellen aus Kultur B. Den Zellen standen im Medium keinerlei kompatible Solute zum
Schutz gegen den hyperosmotischen Schock zur Verfugung. Anhand der
Bestimmung interner Aminoséaurepools sollten sich deshalb weitere physiologische

Unterschiede darstellen lassen.

Tabelle 3-10: Alle Bedingungen sowie alle aufgenommenen Messwerte.

Kultur A B C
Korrelationsfaktor ODggg ? BTM +
bei Ts: bei Ts:
Salzschock
alzschoc 0,3 auf 1,8 osmol/kg | 0,3 auf 1,8 osmol/kg

Chloramphenicolzugabe bei Ts: 100 pg/ml
Wachstumsdaten . . .

! bis Tsat. bis Tsat. bis Tsat.

(BTM; umax; to; lag nach Schock)

Aminosaurepools (Glu, GIn, Pro) T2 /416081 stat. T.5 130/ 60/ 1801 stat. T-5 130/ 60/ 180/ stat.

Transkriptionsanalyse (RNA- T T T
Hybridisierungsexperiment) 2 /4] 6/ 8 stat. -5 / 30/ 60/ 180/ stat. -5 /30/ 60/ 180/ stat.

Transportraten unter Viyax T 4161 8 stat. T.5 / 30/ 60/ 180/ stat. T.5 130/ 60/ 1801 stat.
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Zur maximalen  Aktivierung der untersuchten Transporter  wurden
Aktivitatsmessungen unter friher bestimmten Vya-Bedingungen durchgefihrt (Peter
et al, 1996 und 1998). Um auszuschlieRen, dass Anderungen der
Transporteraktivitdt durch Proteinmodifikationen vorliegen, wurde im Fall von BetP
und EctP, fur die Antikorper vorhanden waren, die Proteinbiosynthese mit einer

unabhangigen Methode quantifiziert (3.3.3).

3.3.2 Einfluss der Waschbedingungen auf die Transportbedingungen

Fur nachfolgende Experimente war es essentiell, die maximalen Aufnahmeraten zu
bestimmen, weshalb die Transporter unter Vmax-Bedingungen untersucht wurden. Da
die Maoglichkeit bestand, dass die Transportrate von der internen Konzentration an
Prolin abhangt, wurde intern akkumuliertes Prolin, das neben Glutamat und Glutamin
das dominanteste de novo synthetisierte kompatible Solut unter den getesteten
Bedingungen darstellte, gemessen. Zum Vergleich wurde die Prolin-Aufnahmerate in
Wildtypzellen, die kein Mal, einmal und zweimal nach den entsprechenden
Versuchsvorschriften mit 0,3 osmol/kg KP-Puffer vor Beginn des Versuchs
gewaschen wurden, bestimmt. Dieser Waschschritt induziert einen hypoosmotischen
Schock mit Aktivierung von MscL und MscS (nechanosensitive channels), die in
einem solchen Fall fur das rasche Ausstromen kompatibler Solute aus dem
Cytoplasma sorgen, wodurch die interne Konzentration an osmotisch wirksamen

Substanzen sinkt und weniger Wasser in die Zelle stromt.
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Abbildung 3-12: (A) Prolingehalt und (B) Prolin-Aufnahmerate von Wildtyp-Zellen in
Abhangigkeit von der Anzahl der Waschschritte mit 0,3 osM KP;-Puffer.
B kein Waschschritt; ™' ein Waschschritt; W zwei Waschschritte.
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Zum Zeitpunkt Ts geerntete Zellen hatten kein Prolin akkumuliert (Abbildung 3-12).
Die Zellen waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht geschockt und wurden deshalb
durch Waschschritte mit isoosmolaren KP;-Puffer keinem hypoosmotischen Schock
unterworfen. Es wurde keine signifikante Anderung des internen Prolinpools und der
ProlinrAufnahmeraten  beobachtet. Zum Zeitpunkt Tigp war die interne
Prolinkonzentration auf ca. 340 umol/g BTM gestiegen, welche bis zum Zeitpunkt
Tstat, NUr geringfiigig sank. Die korrelierenden Transportmessungen zeigten deutlich,
dass steigende Aufnahmeraten der Transporter ProP / EctP, den Prolin-Importern im
Wildtyp, von der Anzahl der Waschschritte und damit sinkender interner
Prolinkonzentration  abhangig waren. Entweder wird die intrazellulare
Prolinkonzentration oder ein anderes Signal, z.B. der Turgordruck oder eine
bestimmte Membranspannung, Uber unbekannte Sensoren ermittelt und an die
Transporter weitergegeben, welche dann in ihrer Aktivitdt moduliert werden. Deshalb
wurden die Zellen vor allen Transportmessungen zwei Mal hypoosmolar gewaschen,
um internes Prolin freizusetzen und die Transporter unter Vux-Bedingungen

analysieren zu kénnen.

3.3.3 Charakterisierung des WT & der Mutanten

Zur Bestimmung, ob die in den RNA-Hybridisierungsexperimenten beobachtete
Transkriptionsregulation der Gene betP, ectP, IcoP und proP (vgl. 3.1) auch in
verstarkter  Transportersynthese  resultierte, wurde oben beschriebenes
Versuchsschema verwendet (3.3.1).

Ergebnisse der Untersuchungen am Wildtyp und den Mutantenstdmmen Cgl-betP,

Cgl-ectP, Cgl-IcoP und Cgl-proP werden im Folgenden beschrieben.

Physiologische Parameter

Die Zellen wurden unter drei verschiedenen Bedingungen (A, B, C) nach
beschriebenem Schema kultiviert (3.3.1). Durch Untersuchung physiologischer
Parameter sollten phanotypische Unterschiede zwischen den Stdammen aufgezeigt
und verglichen werden. Hierzu wurden verschiedene Parameter anhand der

Wachstumskurven bestimmit.
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Abbildung 3-13: Wachstum von C. glutamicum Wildtyp und den Deletionsmutanten (A) ohne
osmotischen Schock, (B) mit hyperosmotischem Schock in der exponentiellen Phase sowie (C)
mit hyperosmotischem Schock in der exponentiellen Phase und Zugabe von 100 pg/ml
Chloramphenicol. ® Wildtyp; O Cgl-betP; ¥ Cgl-ectP; ¥V Cgl-lcoP; B Cgl-proP.

Tabelle 3-11: Wachstumsparameter von C. glutamicum Wildtyp und den Deletionsmutanten.

Korrelations- Verdopplungs- lag-Phase
Stamm faktor Kg End-BTM zeit tp nach Schock
BTM =
ODego X Ke [9/L] [h] [h]
- Schock | + Schock | - Schock | + Schock
WT 0,36 +0,01| 13,7+0,4| 125+06 | 1,6+0,1| 3,3+£0,3 1,2+0,1
Cgl-betP 0,26 +0,03| 12,1+0,5| 10,6+0,7 | 1,5+0,2| 3,3+0,4 1,5+0,2
Cgl-ectP 0,33+0,02| 12,4+0,3| 11,6+05| 1,4+0,2| 3,1+0,3 1,0+0,1
Cgl-lcoP 0,34+0,01| 12,6+0,3| 11,706 | 1,4+0,1| 3,2+0,2 1,4+0,2
Cgl-proP 0,34+0,02| 129+0,4| 12,1+06 (| 1,6+0,1| 3,2%+0,3 1,2+0,1

Aufgrund der guten Anpassung an das Medium Uber Nacht wuchsen die Stamme
ohne erkennbare lag-Phase sofort exponentiell. Nach ca. sieben Stunden begann in
ungeschockten Kulturen (Kultur A) die stationare Phase, die mit einer End-ODgpo von
~38 endete (Ausnahme: Cgl-betP erreichte ODgypy = ~46). Unterschiedliche
Korrelationsfaktoren glichen diese Unterschiede aus, so dass alle Stamme
vergleichbare End-Biotrockenmassen erreichten (Tabelle 3-11).

Durch hyperosmotischen Schock (Kultur B) wurde eine kinstliche lag-Phase
induziert. Exponentielles Wachstum begann stammabhéngig 1 bis 1,5 h nach
Schock.
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Nach Osmoschock und Chloramphenicolzugabe (Kultur C) stellten die Zellen das
Wachstum ein, in manchen Kulturen sank die Biotrockenmasse. Die End-
Biotrockenmasse dieser Zellen lag unverandert bei 2-3 g/l. Ein Vitalitats-Assay
(2.2.4) zeigte, dass alle Zellen noch lebensfahig waren. Hierdurch konnte
ausgeschlossen werden, dass eine zu hohe Zahl toter Zellen fir
Aufnahmemessungen, RNA-Hybridisierungsexperimente oder Wachstumskurven

verwendet wurden und deshalb Werte verfalschten.

Alle untersuchten Stamme zeigten &hnliche Wachstumsparameter. Gemaf3 Tabelle
3-11 erreichten geschockte Zellen eine um ca. 1 g/L niedrigere End-
Biotrockenmasse als ungeschockte Zellen. Die Generationszeit verdoppelte sich
aufgrund des Schocks. Die Mutanten wuchsen unter hyperosmotischen
Schockbedingungen vergleichbar wie der Wildtyp.

Fraglich war, ob die Gendeletionen in den Mutantenstimmen Auswirkungen auf die
Physiologie der Zellen hatten, weshalb die Aminoséaurepools ohne Schock bestimmt

wurden.
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Abbildung 3-14: Interne Aminosauren in C. glutamicum Wildtyp und den Deletionsmutanten.
Zellen wurden auf MMI-Medium bei 0,3 osmol/kg kultiviert und nicht osmotisch geschockt.
M Glutamat; Glutamin; M Prolin. (A) Wildtyp; (B) Cgl-betP; (C) Cgl-ectP; (D) Cgl-lcoP;
(E) Cgl-proP.

Glutamat war, wie fur C. glutamicum bereits bekannt war, in allen Mutanten recht
hoch konzentriert (140-170 umol/g BTM). Die Zellen bendétigten im Verlauf der
exponentiellen bis in die stationdre Phase immer geringere Konzentrationen der
Aminosaure zur Aufrechterhaltung des Turgors. Die anfanglichen Glutamin- und
Prolinkonzentration sanken kontinuierlich und lagen in der stationaren Phase nahe
der Nachweisgrenze. Anscheinend wurden diese Solute unter niederosmolaren

Bedingungen (0,3 osmol/kg) sehr bedarfsgerecht synthetisiert. Die Aminosaurepools

in Wildtypzellen und den Mutantenstdmmen waren vergleichbar.
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Schon bei Kultivierung auf schwach hyperosmotischem Medium &nderten sich diese
Konzentrationen gravierend (Wolf et al., 2003), weshalb die Akkumulation von

Glutamin, Glutamat und Prolin nach einem hyperosmotischen Schock analysiert

wurde.
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Abbildung 3-15: Interne Aminosauren in C. glutamicum Wildtyp und den Deletionsmutanten.
Zellen wurden auf MMI-Medium (0,3 osmol/kg) kultiviert und in der exponentiellen Phase auf
1,8 osmol/kg geschockt. M Glutamat; Glutamin; B Prolin. (A) Wildtyp; (B) Cgl-betP;
(C) Cgl-ectP; (D) Cgl-lcoP; (E) Cgl-proP.

Obige Beobachtungen am Wildtyp unter verschiedenen Bedingungen (siehe 3.1)
korrelierten mit den Ergebnissen der Mutanten. Zuerst wurde Glutamat transient bis
Teo ca. 2- bis 3fach akkumuliert und fungierte in der ersten Schockantwort als
dominantes kompatibles Solut. Cgl-proP und Cgl-betP erreichten insgesamt die
hdchsten internen Glutamatkonzentrationen aller untersuchten Stamme (420-

430 pmol/g BTM).
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Glutamin war vor Schock nur in geringen Konzentrationen messbar (ca. 25 umol/g
BTM). Es wurde nach Schock parallel zu Glutamat in geringeren absoluten

Konzentrationen akkumuliert (Maximum bei T3p) und danach metabolisiert.

Glutamat wurde in der zweiten Schockantwort durch langsamer steigende
Prolinkonzentrationen schrittweise ersetzt. Prolin lag in allen Kulturen vor Schock
(T-s) in geringen Konzentrationen vor (= 15 pmol/g BTM). Auf den Schock reagierten
die Stamme mit 20- bis 30-facher Prolinakkumulation mit Maximum bei Tigo. Prolin

stellte bis in die stationare Phase das dominante kompatible Solut dar.

Chloramphenicol-behandelte Zellen zeigten &hnliche Glutamat- und Glutamin-Pools
wie unbehandelte Zellen (Daten im Anhang). Prolin wurde nur ca. sechsfach
akkumuliert, im Gegensatz Zu 23-facher Akkumulation ohne
Chloramphenicolzugabe. Hier wirkte sich die Inhibition auf die Translation der
proABC-mRNA deutlich aus, wohingegen dies bei Glutamat und Glutamin nicht der
Fall war. Moéglicherweise wurde die Aktivitdt der beteiligten Enzyme des Glutamin
und Glutamat-Stoffwechsel ohne de novo Synthese der Enzyme ausreichend
gesteigert, wohingegen die Aktivitatssteigerung der Prolin-Enzyme (ProABC) nicht
fur die sonst beobachteten Konzentrationen nach einem hyperosmotischen Schock

ausreichten.

Die durch hyperosmotischen Schock bewirkte deutliche Akkumulation von Glutamat,
Glutamin und insbesondere Prolin (Abbildung 3-15) im Vergleich zu ungeschockten
Zellen (Abbildung 3-14) zeigt die wichtige Rolle der de novo Synthese kompatibler
Solute zur Adaptation von C. glutamicum an osmotische Stressbedingungen. Auch
die Mutantenstamme zeigten zum Wildtyp vergleichbare Anderungen ihrer
Aminosaurepools, so dass die Gendeletionen keinen starken Einfluss auf die

physiologischen Parameter der Zellen hatten.
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Transkription, Translation und Transportraten

Die Grundexpression der untersuchten Transportergene betP, ectP, proP und IcoP
sollte im WT und in den Mutantenstdmmen in Abhangigkeit von der
Wachstumsphase ohne osmotischen Schock untersucht werden.

T, T, Tg TgT T, T, Tg TgT

stat. stat.

A betP B
XY X
IcoP D
proP E

Abbildung 3-16: Abhéngigkeit der Transkriptmenge der Gene betP, ectP, proPund IcoP von der
Wachstumsphase. (A) Wildtyp; (B) Cgl-betP; (C) Cgl-ectP; (D) Cgl-lcoP; (E) Cgl-proP.

Die Transkription der Gene war, mit Ausnahme von ectP, zu allen Phasen des
Wachstums sehr niedrig, was auf eine geringe Ausstattung der Zellen mit diesen
Transportern bei niedriger externer Osmolalitdt hindeutet. In Verbindung mit der
geringen internen Prolinkonzentration (Abbildung 3-14) kann darauf geschlossen
werden, dass den Zellen zur Aufrechterhaltung des positiven Turgordrucks bei einer
Osmolalitat von 0,3 osmol/kg die Glutamatkonzentration von ca. 130-170 pumol/g
BTM ausreichte. Die Mutantenstamme verhielten sich zu den Wildtypzellen

vergleichbar.

Die Transkription der Transportergene kurz vor und nach einem hyperosmotischen

Schock sah folgendermalfien aus:
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Abbildung 3-17: Anderungen des Transkriptionsmusters der Gene betP, ectP, IcoP und proPim
Wildtyp und den Deletionsmutanten nach einem hyperosmotischen Schock von 0,3 auf
1,8 osmol/kg ohne (- ChlA) bzw. mit Zugabe von 100 pg/ml Chloramphenicol (+ ChlA).

(A) Wildtyp; (B) Cgl-betP; (C) Cgl-ectP; (D) Cgl-lcoP; (E) Cgl-proP.

Tabelle 3-12: Maximale Induktionsfaktoren und -zeitpunkte der Gene betP, ectP, IcoP und proP.

Stamm maximale Induktion
betP ectP IcoP proP
WT 11,4 (Tzg) | 2,4 (Tao) | 3,2 (Tz0) | 15,1 (Tzo)
Cgl-betP | 11,5 (T3)
Cgl-ectP 2,6 (T3p)
Cgl-lcoP 3,2 (Tag)
Cgl-proP 15,3 (Ts0)

Die Transkriptionséanderungen von Wildtyp und Mutanten unterschieden sich nur
geringfigig und entsprachen grundséatzlich dem in Abbildung 3-4B dargestellten
Muster. Alle untersuchten Gene zeigten eine Induktion der Genexpression durch den
hyperosmotischen Schock. Vor-Schock-Level aller mMRNAs waren bis auf ectP sehr
niedrig. Maximale Level fanden sich zwischen 30 bis 60 Minuten nach Schock,
danach sank die mRNA-Konzentration starker (ectP, IcoP) oder schwacher bzw.
langsamer (petP, proP). Das Transkriptionssignal von IcoP war sehr schwach und
deutet darauf hin, dass nur geringe Konzentrationen der IcoP-mRNA vorhanden sind.
proP und betP wurden am deutlichsten und langsten induziert (bis Tigg). In der
stationaren Phase sank die mRNA-Konzentration aller Gene unbehandelter Zellen
fast durchweg auf Vor-Schock-Werte, wahrend Chloramphenicol-behandelte Zellen

alle Gene aul3er IcoP noch deutlich exprimierten. Die Gendeletion bewirkte keine
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Veranderungen des Transkriptionsmusters in den Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp.

Nachdem die Transkription der untersuchten Gene in ungeschockten Zellen keine
Anderungen zeigte (vgl. Abbildung 3-16), wurde untersucht, ob auch die
Transportraten der Carrier BetP, EctP, IcoP und ProP unabhangig von der

Wachstumsphase gleich blieben.
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Abbildung 3-18: Aufnahmeraten der Transporter BetP, EctP, LcoP und ProP im Wildtyp und
den Deletionsmutanten ohne osmotischen Schock. Bl Betain; M Prolin.
(A) Wildtyp; (B) Cgl-betP; (C) Cgl-ectP; (D) Cgl-lcoP; (E) Cgl-proP.

Die Aufnahmeraten aller Transporter blieben in engen Grenzen Uber den gesamten

Zeitraum konstant. Das bedeutet, dass Anderungen der Transportraten nach
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Osmoschock auf Regulationsphanomene zurlckzufiihren sind. Die Wildtypzellen
zeigten trotz der niedrigen Osmolalitat eine Gberraschend hohe Transportrate, wobei
aufgrund redundanter Substratspektra der Transporter nur die Gesamtaufnahme
untersucht werden kann. Die Zelle ist folglich auf potentiellen osmotischen Stress
eingerichtet. In den Mutanten Cgl-betP und -ectP fanden sich ebenfalls hohe
Transportraten, wobei in Cgl-ectP anscheinend hdohere Konzentrationen von EctP als
im Wildtyp vorhanden waren. LcoP und ProP waren in den untersuchten Mutanten

Cgl-lcoP und -proP kaum vorhanden und zeigten nur geringe Transportraten.

Die Transporter BetP und EctP bilden anscheinend die Basis fur die hohen
Transportraten im Wildtyp, wohingegen LcoP und ProP unter diesen Bedingungen

nicht relevant sind.

Die Veranderung der externen Osmolalitdt von 0,3 auf 1,8 osmol/kg hatte
unterschiedliche Auswirkungen auf die Transportrate n im Wildtyp, die zur maximalen

Aktivierung der Transporter unter V max-Bedingungen bestimmt wurden.
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Abbildung 3-19: Anderung der Aufnahmeraten im Wildtyp nach Osmoschock von 0,3 auf
1,8 osmol/kg. (A) B / 0 Betain -/+ 100 pg/ml ChlA; (B) = / M Prolin -/+ 100 pug/ml ChlA.

Die Prolin-Aufnahmerate im Wildtyp, welche sich aus den einzelnen Raten von EctP
und ProP zusammensetzen kann, zeigte eine Verdopplung des Basallevels auf
26 nmol*min*(mg BTM)?, wahrend die Aufnahmeraten in Chloramphenicol-
inhibierten  Zellen bis in die stationdre Phase auf ein Drittel sank.
Betain-Aufnahmeraten setzen sich aus den Raten von BetP, EctP und LcoP
zusammen (siehe Abbildung 1-1). Diese Rate stieg um den Faktor 1,5 auf

37 nmol*min**(mg BTM), in Chloramphenicol-behandelten Zellen sank die Rate
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kontinuierlich bis auf ein Sechstel der urspriinglichen Rate in der stationaren Phase.

Sinkende Raten hangen vermutlich mit Protein-turnover zusammen.

Diese Daten des Wildtyps lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Anderung der
Transportraten der Prolin- und  Betaintransportierenden  Carrier auch
transkriptionsreguliert ist. Es wurde untersucht, welcher Anteil davon auf die

individuellen Carrier, die in den Mutantenstammen untersucht wurden, entfallen.

Die Aufnahmeraten fir Betain wurden in den Stammen Cgl-betP, -ectP und -IcoP, die

Raten fur Prolin in Cgl-ectP und -proP jeweils unter Vnhax-Bedingungen untersucht.
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Abbildung 3-20: Anderung der Betain-Aufnahmeraten in den Deletionsmutanten (A) Cgl-betP,
(B) Cgl-ectP und (C) Cgl-lcoP sowie der Prolin-Aufnahmeraten in (D) Cgl-proP und (E) Cgl-ectP
nach Osmoschock von 0,3 auf 1,8 osmol/kg.

M / O Betain -/+ 100 pg/ml ChlA; = / W Prolin -/+ 100 pg/ml ChlA.
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Tabelle 3-13: Maximale Steigerung der Transportraten von BetP, EctP, LcoP und ProP nach
einem hyperosmotischen Schock von 0,3 auf 1,8 osmol/kg (zu Abbildung 3-19 und 3-20).

Stamm maximale Steigerung
der Transportrate
Solut Betain Prolin
WT 1,6 x 1,8 x
Cgl-betP 2,9 X
Cgl-ectP 1,1x 1,1x
Cgl-lcoP 2,8
Cqgl-proP 10,2 x

Die Aufnahmeraten vor dem Schock entsprachen den Daten aus ungeschockten
Zellen (vgl. Abbildung 3-18). Durch den hyperosmotischen Schock wurden die
meisten Transportraten deutlich beeinflusst. ProP (Abbildung 3-20D) zeigte die
deutlichste Steigerung. Durch den Schock stieg die Transportrate von niedrigen
Werten zehnfach an. Die Aufnahmerate von BetP (Abbildung 3-20A) erreichte drei
Stunden nach Osmoschock (Tig) mit ca. 35 nmol*min*(mg BTM)™? ihr Maximum,
was einer Verdreifachung entspricht. Die Aufnahmerate von LcoP (Abbildung 3-20C)
lag vor dem Schock bei sehr geringen Werten fast im Hintergrund, allerdings liel3
sich eine ungefahr dreifache Steigerung der Rate mit Maximum bei Tgo feststellen.
Die Aufnahmerate von EctP @bbildung 3-20B, E) blieb fast konstant, was darauf
schliel3en lasst, dass das mRNA-Signal (vgl. Abbildung 3-17) nicht translatiert wurde.
Chloramphenicol-behandelte Zellen zeigten keine Steigerung der Transportraten. Die
Aufnahmeraten blieben nach Schock konstant (Abbildung 3-20B, C, E) bzw. sanken
bis auf Hintergrundwerte ab (Abbildung 3-20A, D). Sinkende Transportraten kénnen

durch Protein-turnover erklart werden.

Wie im Wildtyp war auch in den Mutanten die Anderung der Transportraten als Folge
eines hyperosmotischen Schocks transkriptionsreguliert. Gravierende Anderungen
lieRen sich bei BetP und insbesondere bei ProP (zehnfache Steigerung) feststellen.
Die Rate von BetP (und in geringerem Mal3e ProP) setzt sich aus Induktion und

turnover zusammen, wie der Vergleich mit inhibierten Zellen erkennen lasst.

Auch wenn die Transportraten im Stamm Cgl-ectP hoher waren als im Wildtyp,
kénnen die Daten mit den Mutanten verglichen werden. Die im Wildtyp beobachtete
Steigerung der  Transportrate geschient  folglich auf  Grund der
Transkriptionsregulation von BetP und ProP, welche zusatzlich zur gleich bleibenden

Rate von EctP sowie der ebenfalls schon hohen Rate von BetP unter osmotischem
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Stress kompatible Solute importieren kénnen. Ebenso ist der Proteinturnover im
Wildtyp diesen beiden Transportern zuzuschreiben. LcoP scheint unter diesen
Bedingungen keine groRe Bedeutung zu haben, worauf schon die schwache

Transkriptionin RNA-Hybridisierungsexperimenten hindeutet (vgl. Abbildung 3-17).

Zur Quantifizierung der durch Osmoschock translatierten Proteinkonzentration wurde
in den Transport-Assays Chloramphenicol zu Kontrollkulturen gegeben. Durch
Inhibition der Proteinbiosynthese koénnen keine neuen Transporterproteine
synthetisiert werden. Das bedeutet, dass ein Anstieg der Transportraten in nicht
inhibierten Zellen auf verstarkte de novo Synthese von Transportproteinen
zurtickzuftihren ist. Dies ist jedoch kein vollstandiger Beweis. Moglicherweise kbnnen
aktivierende Modifizierungen der Transporterproteine, die durch andere Proteine
vermittelt werden, ebenfalls inhibiert sein. Zur Unterstlitzung der Daten im Transport-
Assay wurde deshalb die Anderung der Proteinkonzentration im Western Blot nach
einem hyperosmotischen Schock untersucht. Fiur ProP und LcoP waren keine
Antikorper vorhanden, weshalb der Antikérpernachweis nur fur BetP und EctP
durchgefuhrt wurde. Hierzu wurden der Wildtyp sowie die beiden Deletionsmutanten
Cgl-betP und Cgl-ectP analysiert.

T-5 T30 TGO T180 Tstat. T-5 TSO T6O T180 Tstat.

A
B
- J J
Y Y
- ChlA + ChlA
N N
4 N N
C
D

T-5 T30 TGO T180 Tstat. T-5 T30 T60 T180 Tstat.

Abbildung 3-21: Anderung der Proteinkonzentrationen im Wildtyp, Cgl-betP und Cgl-ectP nach
einem hyperosmotischen Schock ohne (- ChlA) bzw. mit Zugabe von 100 pg/ml
Chloramphenicol (+ ChlA). (A) Wildtyp BetP; (B) Wildtyp EctP; (C) Cgl-betP BetP; (D) Cgl-ectP
EctP.
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Tabelle 3-14: Anderungen der Proteinkonzentration nach einem hyperosmotischen Schock von
0,3 auf 1,8 osmol/kg im Wildtyp und den Deletionsmutanten Cgl-betP und Cgl-ectP ohne
(- ChlA) bzw. mit Zugabe von 100 pg/ml Chloramphenicol (+ ChlA).

Stamm

maximale Steigerung der Proteinkonzentration

BetP (-/+ ChlA)

EctP (-/+ ChlA)

Ts

Tag

Teo

Tigo

Tstat.

Ts

Tso

Teo

Tigo

Tstat.

WT

1,0/1,0

1,71,1

3,1/1,0

4,2/1,0

3,3/0,9

1,0/1,0

1,0/1,0

0,9/0,9

1,1/0,9

1,2/0,7

Cgl-betP

1,0/1,0

1,3/1,1

3,5/1,1

4,3/1,1

3,8/1,0

Cgl-ectP

1,0/1,0

1,0/0,9

1,1/0,9

1,1/0,9

1,1/0,8

Durch den Antikérpernachweis konnte gezeigt werden, dass BetP maximale

Konzentrationen drei

Stunden nach Schock erreichte,

wahrend die EctP-

Konzentration sich nur sehr geringfligig &nderte. Diese Daten korrelieren mit den

Transportmessungen. Der in den Transportmessungen beobachtete Protein-turnover

von BetP zeigte sich im Western Blot nur schwach, wahrend im Gegensatz zu den

Transportmessungen die EctP-Konzentration sank.
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Vergleich zwischen Deletionsmutanten und dem Wildtyp

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit bestimmten Steigerungen der Induktion,
Translation und Transportraten aus den Tabellen 3-5, 3-7, 3-12 bis 3-14
zusammengefasst.

Tabelle 3-15: Anderungen der Induktion der Gene betP, ectP, IcoP und proP und der
Transporterkonzentrationen sowie Transportraten von BetP, EctP, LcoP und ProP nach einem
hyperosmotischen Schock. Die grafische Auswertung und Quantifizierung der RNA-
Hybridisierungsexperimente und Western Blots erfolgte mit der Software AIDA (siehe 2.4.4).
Fur die Transporterkonzentrationen wurden keine Fehler angegeben, weil die Daten nur
doppelt repliziert wurden.

Induktion = RNA-Hybridisierungsexperimente; Konz. = Proteinkonzentration Western Blots);
Tr.-Rate = Transportrate; n.d. = Daten nicht bestimmt..

exp. Phase T30 Teo T1g0 Tstat.
betP | Induktion 1 11,5+0,4| 10,8+ 0,5 71+£04(1,1+£0,2
Konz. 1 1,3 3,5 4,3 3,8
BetP
Tr.-Rate 1 1,0+0,1 1,2+0,2 29+0,2( 2,3+0,2
ectP | Induktion 1 o 26+03| 2,1%£0,2 1,2+0,2| 0,5+0,1
Konz. 1 o 1,0 1,1 1,1 1,1
EctP o
Tr.-Rate 1 - 1,1+0,1 1,1+0,1 1,1+0,1) 1,0+x0,1
IcoP | Induktion 1 :,-’) 32+04| 16x0,3 09+£0,2| 0,3x0,1

LcoP Konz. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tr.-Rate 1 21+0,2| 2,5+0,3 28+0,3(1,8+0,2
proP | Induktion 1 15,3+0,7| 149+0,7| 10,2+0,5( 1,3+0,2
Konz. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

ProP
Tr.-Rate 1 45+0,3 75+0,5(10,2+0,6 | 4,4+0,3

Anm.: Alle Faktoren beziehen sich relativ auf die erste Spalte (exponentielle Wachstumsphase
der Zellen vor Schock), die auf den Wert 1 gesetzt wurde. Die Transportrate unterteilt sich in
Betain- und Prolin-Aufnahmerate. Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde die Aktivitat von
EctP nur einfach angegeben, weil die Raten fur beide Solute (Betain & Prolin) fast identisch
sind. Fur LcoP und ProP konnten mangels eines Antikdrpers keine Transporterkonzentrationen
nachgewiesen werden.

Die Transkription wurde nicht vollstandig in Protein Ubersetzt. Ein eindeutiger Faktor
dieser Reduktion kann nicht erkannt werden. Vermutlich wird die Translation auf
einer weiteren Ebene reguliert, so dass die translatierte Proteinkonzentration
geringer ist als die Transkriptmenge und Transkriptions- und Translationsmaxima
nicht kurz nacheinander auftreten, sondern mit einer Verzégerung von ca. zwei bis

drei Stunden.
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Untersuchungen an C. glutamicum MH20-22B-proP-lcoP

Nach friheren Beobachtungen wurden unter anderen als den hier beschriebenen
Anzuchtbedingungen in einer Deletionsmutante des Produktionsstammes
C. glutamicum MH20-22B-proP-IcoP hohe Prolin-Aufnahmeraten gemessen, im
baugleichen Wildtypabkémmling Cgl-proP-IcoP lagen diese Werte jedoch im
Hintergrund (Ronsch, 2000). In beiden Stdmmen wurden betP, ectP und putP
deletiert, so dass nur proP vorhanden war. Eine Deletion von IcoP erfolgte nicht, weil
das Gen zu diesem Zeitpunkt noch nicht entdeckt war. Prolinaufnahme konnte somit
ausschlieR3lich tber ProP erfolgen, LcoP importiert nur die kompatiblen Solute
Glycinbetain und Ectoin. Die deutlichen Unterschiede deuteten auf unbekannte
Mutationen im Elternstamm MH20-22B hin, der durch ungerichtete chemische
Mutagenese erlangt worden war (Schrumpf et al., 1992). Andererseits wurde eine
fehlerhafte Konstruktion der Dreifach-Deletionsmutante Cgl-proP-lcoP oder
Unterschiede in der Transkriptionsregulation beider Stamme in Betracht gezogen.
Bisherige Untersuchungen im Wildtyp (vgl. 3.1) zeigten, dass ein hyperosmotischer
Schock die Transkription von proP am starksten von allen Transportern fir
kompatible Solute induzierte, weshalb verstarkte Prolinaufnahme Uber diesen Carrier

sowohl im Wildtyp als auch in der Dreifachmutante zu erwarten wére.

Die Aufnahmeraten wurden nach einer Kultivierung von 18 Stunden in BHI-

Vollmedium in stationaren Zellen Uberpruft.

__ 60 __ 60
— —
S 50+ A S 50+ B T
o = o =
Em | 2 m i
g g 40 g g 40
%:T 30 A %@/ 30 4
g = i G = i
g 10 - g 10 - *I_L
= ) | — = ) [
MH20-22B-proP-IcoP Cgl-proP-IcoP MH20-22B-proP-IcoP Cgl-proP-IcoP

Abbildung 3-22: Aufnahmeraten stationéarer Zellen von MH20-22B-proP-IcoP und Cgl-proP-IcoP.
(A) Daten von H. Ronsch (2001); (B) reproduzierte eigene Daten. B Betainrate; M Prolinrate.

In Abbildung 3-22 sind die frUher bestimmten Daten (Ronsch, 2001) und eigene
Messungen im Vergleich aufgefuhrt. Durch Transportmessungen nach dem

bisherigen Schema konnten die Daten reproduziert werden.
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Grinde fir die Abweichungen zwischen obigen Daten kdnnten in unterschiedlicher
Transkription der Gene in stationaren Zellen oder im verwendeten Medium liegen.
Deshalb wurden die Versuche in MMI-Minimalmedium mit exponentiell wachsenden
Zellen beider Stamme wiederholt und das Wachstumsverhalten, die Transkription

sowie die Transportraten der Carrier bestimmt.

Untersuchungen zum Wachstumsverhalten sollten  Aufschluss Uber den
physiologischen Zustand der Zellen vor und nach einem hyperosmotischen Schock

geben.

ODgpo

Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3-23: Wachstum von (A) MH20-22B-proP-lcoP und (B) Cgl-proP-lcoP vor und nach
einem hyperosmotischen Schock. ® ohne osmotischen Schock; O mit hyperosmotischem
Schock; ¥ mit hyperosmotischem Schock und Zugabe von 100 pg/ml Chloramphenicol.

Vor dem hyperosmotischen Schock wuchsen die Zellen beider Kulturen mit

identischer Wachstumsrate bis in die exponentielle Phase.

Auffallig war, dass dieser Stamm auf MMI-Minimalmedium langsamer (tp = 2,9 h) und
weniger dicht wuchs (End-ODeoo = 10,5) als die Mutante des Wildtypstammes
C. glutamicum ATCC13032 auf dem gleichen Medium (bis ODggp = ~38; tp = ~1,5 h).
Dies deckte sich mit der Beobachtung, dass schon der 'Elternstamm’' C. glutamicum
MH20-22B schlechter wuchs als der Wildtyp und dessen Abkdmmlinge. Dieser
Stamm wurde kommerziell als Lysin-Produktionsstamm verwendet und verwendet

einen Grof3teil der Stoffwechselenergie zur gewlnschten Lysinsynthese (Schrumpf
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etal., 1992). Die Analyse interner Aminosauren zeigte jedoch keine Unterschiede
zwischen MH20-22B-proP-lcoP und Cgl-proP-IcoP sowie dem Wildtyp (Daten nicht
gezeigt).

C. glutamicum MH20-22B-proP-lcoP wurde bisher nur biochemisch charakterisiert
(Roénsch, 2000). Die Untersuchung der Transkriptionsmuster in dieser Arbeit war die
erste  Analyse von Transkriptionsdaten in diesem Stamm. Anhand der
Transkriptionsdaten des Wildtyps (siehe 3.1) konnte tberpruft werden, wie weit sich
die Muster deckten. Deshalb wurden die Gene osmotisch regulierter Transporter
untersucht, wobei insbesondere die Transkriptionsmuster von IcoP und proP von
Interesse waren, weil die anderen Transportergene deletiert worden waren.

Ts Tao Teo Tigo T Te Tao Teo Tago T

IcoP @
. . proP . . .

Abbildung 3-24: Anderungen der Transkription von IcoP und proP von (A) C. glutamicum
MH20-22B-proP-lcoP und (B) Cgl-proP-IlcoP nach einem hyperosmotischen Schock von 0,3 auf
1,8 osmol/kg.

stat. stat.

Die  Transkriptionsmuster der beiden  Mutanten in  diesem  RNA-
Hybridisierungsexperiment entsprachen Ergebnissen eines hyperosmotischen
Schocks von 0,3 auf 1,8 osmol/kg im Wildtyp (vgl. Abbildung 3-17A).

Die sowohl im Wildtyp als auch in diesen Stammen beobachtete Induktion der
Transportergene sollte sich in vermehrter Transportersynthese und damit steigenden
Transportraten auf3ern. Kontrollkulturen mit Chloramphenicol dienten der Kontrolle
dieser transkriptionsregulierten Steigerung. Die Aufnahmerate der Carriers ProP
wurde in beiden Mutanten beziglich des kompatiblen Soluts Prolin unter Viax-

Bedingungen vermessen.
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Abbildung 3-25: Anderung der Prolin-Aufnahmeraten von (A) C. glutamicum MH20-22B-proP-
IcoP und (B) Cgl-proP-lcoP nach Schock von 0,3 auf 1,8 osmol/kg.
/ W Prolinrate -/+ 100 pg/ml Chloramphenicol.

ProP reagierte deutlich auf den Schock. Zuerst stieg die Transportrate nur leicht (T.s
bis Tep). Drei Stunden nach Schock erreichte die Aufnahmerate eine ca. elffache
Steigerung im Vergleich zu ungeschockten Zellen. In ihrer Biosynthese durch
Chloramphenicol inhibierte Zellen zeigten nur geringfiigige Anderungen der
Transportrate innerhalb der Standardabweichung. Die beobachtete Steigerung der
Transportrate  von ProP konnte demnach nur Uber Neusynthese von
Transporterproteinen verlaufen. Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen der
Transkriptionsanalyse sowie den Daten aus den anderen untersuchten Stammen.
Somit konnte gezeigt werden, dass die beobachteten Unterschiede unter den
ursprunglichen Bedingungen (vgl. Abbildung 3-22; Roénsch, 2001) auf die
verschiedenen Wachstumsstadien der Zellen zum Zeitpunkt der Messungen
zurtckzufihren sind. Unter gleichartigen Bedingungen zeigte die
Produktionsmutante MH20-22B keine Unterschiede zu Cgl-proP-IcoP.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass gravierende Anderungen der
Umweltbedingungen von C. glutamicum durch hyperosmotischen Schock zeitlich fein
abgestimmte Reaktionen zur Akkumulation von kompatiblen Soluten hervorrufen. Die
untersuchten Systeme zur Aufnahme und de novo Synthese dieser Substanzen
werden sowohl auf Transkriptions- als auch auf Aktivitatsebene reguliert, um
sinkenden Turgordruck auszugleichen und zellulares Wachstum, welches nach

einem Schock zum Erliegen kommt, wieder aufnehmen zu kénnen.

4.1 Osmoregulation  von C. glutamicum nach einem
hyperosmotischen Schock

Unterschiedliche Veranderungen der Umweltbedingungen in den natirlichen
Habitaten von Bodenbakterien, wie Temperatur und Trockenheit, verursachen
Schwankungen in der Wasseraktivitat, d.h. der Osmolalitat. Unter Laborbedingungen
konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der Schockdifferenz sowie
Verfligbarkeit von Nahrstoffen und kompatiblen Soluten im Medium differenzierte
Reaktionen der Zellen bewirken. Die Bedeutung dieser Faktoren wurde im ersten Teil

der Arbeit untersucht.

4.1.1 Abhangigkeit der Regulation von Umweltfaktoren

Mediumzusammensetzung

C. glutamicum ist, im Gegensatz zu E. coli, unbegeif3elt und hat deshalb nicht die
Maglichkeit, eine Verbesserung der Erndhrungslage durch aktive Fortbewegung zu
bewirken. Somit ist es passiv auf Standortwechsel durch Verschleppung,
Wegschwemmen etc. oder auf Nahrstoffeintrag durch &hnliche Faktoren
angewiesen. Hohe Nahrstoffkonzentrationen andererseits bewirken eine Erhéhung
der externen Osmolalitat, ein besonders in bioverfahrenstechnischen Prozessen
bekanntes  Problem. Durch  Wachstumsexperimente auf verschiedenen
Minimalmedien konnte gezeigt werden, dass einerseits eine gute Versorgung mit
Kohlenstoff- und Stickstoff-Quelle gutes Wachstum bewirkt (CgXIl-Medium),
andererseits die resultierende hohere Osmolalitat Wachstumslimitierungen im

direkten Vergleich mit einem Medium geringerer Néhrstoffkonzentrationen verursacht
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(MMI-Medium). Dies aulerte sich in Unterschieden der Wachstumsraten, der
stationdren Zellzahl und dem Kaorrelationsfaktor zwischen optischer Dichte und
Biotrockenmasse. Trotz besserer Nahrstoffversorgung spielt die hohere Osmolalitét
fir das zellulare Wachstum und die Konzentration interner Aminosauren eine

wichtige Rolle.

Grundosmolalitat, Schockstarke & Endosmolalitat

Es konnte gezeigt werden, dass die Regulation zellularer Prozesse in C. glutamicum
durch die Grundosmolalitdit bestimmt wird. Zellen, die bei gleicher
Nahrstoffversorgung auf einem Medium mit héherer Grundosmolalitdt wuchsen,
zeigten sowohl Veranderungen der Wachstumsparameter (Verdopplungszeit, End-
Biotrockenmasse) als auch hohere Konzentrationen de novo synthetisierter
Aminosauren mit osmoprotektiver Wirkung (Glutamat, Glutamin, Prolin). Glutamat
reichte unter niederosmolaren Bedingungen (0,3 osmol/kg) zur Aufrechterhaltung
des Turgordrucks aus und glich die positive Ladung von Kaliumionen aus. Wachst
das Bakterium dagegen auf héherosmolarem Medium (0,9 osmol/kg), so werden
neben erhdhten Glutamat- zuséatzlich Glutamin- und Prolinpools aufgebaut, die den
Effekt des Glutamats unterstiitzen. Auf Transkriptionsebene wurde eine stérkere
Induktion insbesondere von ectP, aber auch der anderen untersuchten Carriergene
betP, IcoP und proP unter erhéhter Grundosmolalitat nachgewiesen. C. glutamicum
ist also unter permanentem hyperosmotischem Stress mit Transportern dieser
Substanzen, deren schnellere und energetisch gunstigere Aufnahme gegentber der
Neusynthese bevorzugt wird (Wood, 1999), gut ausgestattet Dies ist aus evolutiver
Sicht sinnvoll, denn in natirlichen Habitaten stehen Bodenbakterien durch
Pflanzenexsudate und verrottendes Pflanzenmaterial ausreichende Konzentrationen
kompatibler Solute zur Verfiugung (Welsh, 2000). Somit besitzt C. glutamicum ein
System, welches an die natirlichen Bedingungen sehr gut angepasst ist und auf
Anderungen der duReren Bedingungen schnell reagieren kann, wenn bei plotzlichen
Anderungen der osmotischen Verhéltnisse kompatible Solute akkumuliert werden

mussen.

Es wurde untersucht, wie die Transkriptionsregulation von unterschiedlich starken
hyperosmotischen Schocks abhangt. Hierzu wurden die Faktoren Grundosmolalitat
des Mediums, absolute Schockdifferenz und Endosmolalitat des Mediums variiert.

Ein Einfluss der Endosmolalitat auf die Transkriptionsstarke der Gene betP, ectP,
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IcoP und proP konnte bei unterschiedlicher Schockstarke ausgeschlossen werden.
Ein schwacher Schock von 0,3 auf 0,9 osmol/lkg bewirkte eine moderate
Akkumulation von Aminosauren und deutliche, im Vergleich zu hdheren
Schockstarken aber schwache Induktion der untersuchten Gene. Das Wachstum
wurde nach kurzer lag-Phase wieder aufgenommen und verlief fast wie unter Vor-

Schock-Bedingungen.

Starkere Schockdifferenzen bewirkten eine starkere Reaktion aller analysierten
Faktoren (Wachstumsparameter, Aminosaureakkumulation, Starke der
Transkription). Auffallig war eine in der ersten metabolischen Schockantwort
erfolgende transiente Akkumulation von Glutamat. Aufgrund seiner zentralen Rolle
im Stoffwechsel kann Glutamat besonders schnell synthetisiert werden. Zur
Vermeidung einer zu starken Akkumulation des Gegenions K', welches in hohen
Konzentrationen negative Effekte auf zellulare Prozesse hat, wird Glutamat durch
Prolin ersetzt, welches in Abhangigkeit von der absoluten Schockstarke akkumuliert
wurde und bis in die stationare Phase das wichtigste intrazellulare kompatible Solut
war. Prolin stellt die beste Mdglichkeit fir C. glutamicum dar, sich bei Wachstum auf
Minimalmedium ohne externe kompatible Solute dem erhdhten osmotischen Druck
anzupassen und weiter zu wachsen. Die Steigerung der Prolinsynthese erfolgte
ca. 30 bis 60 Minuten nach einem hyperosmotischen Schock. Die Glutaminantwort
verlief in einem &hnlichen Zeitrahmen wie die verstarkte Glutamatsynthese, wenn es
auch in geringeren Konzentrationen akkumuliert wurde. Dies hangt mit der engen
Kopplung von Glutamat und Glutamin auf der Ebene der Stickstoff-Fixierung
zusammen. Auf Transkriptionsebene wurde eine sehr starke Induktion von proP
sowie betP beobachtet. Die Produkte dieser Gene (ProP und BetP) stellen
hochaffine Transporter fiur die kompatiblen Solute Prolin und Glycinbetain dar und
spielen eine wichtige Rolle in der Aufnahme kompatibler Solute unter permanentem
hyperosmotischen Stress (siehe unten, 4.1.3). Die Transkription von ectP wurde
nach Schock ebenfalls deutlich induziert. Weiter unten diskutierte Ergebnisse dieser
Arbeit zeigten jedoch, dass die erhohte Transkription nicht in gesteigerter
Transporterkonzentration resultierte, so dass aus bisher unbekannten Grinden das
Signal nicht prozessiert wird. Aufgrund friherer Aktivitdtsmessungen von EctP wurde
geschlossen, dass das Gen ectP konstitutiv exprimiert wirde (Peter et al., 1998).
Deshalb wird der Carrier, der ein grof3en Substratspektrum und relativ niedrige
Affinitat fir seine Substrate hat (siehe Abbildung 1-1), als Notfallsystem von
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C. glutamicum gegen hyperosmotischen Stress angesehen (Peter et al., 1998). Eine
untergeordnete Rolle in der Osmoregulation scheint IcoP zu spielen. Das Gen wurde
nur schwach induziert, obwohl es offensichtlich aufgrund der osmotischen

Verhaltnisse reguliert wurde.

Ein besonders starker Schock von 0,3 auf 2,4 osmol/kg war fir die Zellen deutlich
schlechter zu verkraften als die anderen Schockbedingungen. Nach einer sehr
langen lag-Phase wurde exponentielles Wachstum mit deutlich verringerter
Wachstumsrate beobachtet. Die Aminosdureakkumulation zeigte die hochsten Werte
aller untersuchten Bedingungen. Die Transkriptionsregulation setzte verzdgert im
Vergleich zu den anderen Bedingungen ein. Die Starke der Transkription war zudem
schwacher als in Zellen, die von 0,3 auf 1,8 osmol/kg bzw. von 0,9 auf 2,4 osmol/kg
geschockt wurden. Dies hangt mit den Auswirkungen des Schocks zusammen, der
fir die Zellen so stark war, dass alle zellularen Prozesse verzogert abliefen. Die
Zellen konnten den Schock schlieBlich Uber starke Aminosdureakkumulation

kompensieren.

Durch diese Untersuchung verschiedener Schockstarken wurden
Standardbedingungen fur weitere Versuche, in denen die Transkriptionsregulation
der Transportsysteme analysiert wurde, ausgewahlt. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Osmolalitét vor einem hyperosmotischen Schock als auch die absolute
Schockdifferenz einen Einfluss auf das Verhalten der Zelle ausubten. Um die
Reaktionen der Zellen auf osmotische Anderungen im Medium genau zu
untersuchen, musste bei niedrigen Osmolalitaten gearbeitet werden, weshalb
Kultivierung auf CgXIl-Medium mit erhdhter Grundosmolalitéat (0,8 osmol/kg) im
Vergleich zu MMI-Medium (0,3 osmol/kg) nicht geeignet war. Um eindeutige
Reaktionen der Zellen auf hyperosmotischen Schock bezuglich der internen
Aminosdurezusammensetzung und der mRNA-Transkriptmenge zu erkennen,
musste die Schockstarke zudem einen gewissen Schwellenwert tberschreiten, der
bei einem Schock von 0,3 auf 0,9 osmol/kg nicht gegeben war. Eine zu starke
Anderung der Osmolalitat von 0,3 auf 2,4 osmol/kg zeigte zu starke Auswirkungen
auf zellulare Prozesse, so dass diese Bedingungen ebenfalls nicht geeignet waren.
Deshalb wurden fir alle weiteren Untersuchungen standardisierte Bedingungen
gewahlt: Schock der Zellen von 0,3 auf 1,8 osmol/kg sowie Kultivierung der Zellen
auf MMI-Medium.
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Bedeutung kompatibler Solute

Die Akkumulation kompatibler Solute nach einem hyperosmotischen Schock durch
Aufnahme aus der Umgebung wird der de novo Synthese vorgezogen (Wood, 1999).
Aufgrund des reichhaltigen Vorkommens solcher Substanzen im Boden (Lynch und
Whipps, 1990) bedeutet die Nutzung externer Quellen eine energetisch bessere und
schnellere Adaptation an die Stress-Situation. Vergleichende Untersuchungen an
Zellen, denen entweder keine kompatiblen Solute oder Glycinbetain bzw. Prolin im
Medium zur Verfigung standen, sollten Einflisse auf das Wachstumsverhalten und

die Transkriptionsregulation zeigen.

Die Zugabe von Betain bzw. Prolin nach einem hyperosmotischen Schock fuhrte zu
einer Verbesserung des Wachstums von C. glutamicum. Die Gene der osmotisch
regulierten Transporter wurden durch Zugabe von Betain oder Prolin schwécher,
kirzer und schneller induziert als ohne externe kompatible Solute. Die negativen
Auswirkungen der Osmolalitditserhdhung wurden also schneller kompensiert,
weshalb keine so starke Induktion der Transkription wie ohne kompatible Solute

vonnoten war.

Ein positiver Effekt von extern verfigbaren kompatiblen Soluten auf die Adaptation
von Mikroorganismen an hyperosmolare Bedingungen wurde auch in E. coli und
Bacillus subtilis beobachtet (Kempf und Bremer, 1998; Bremer und Kramer, 2000).
Die Regenerationszeit nach einem hyperosmotischen Schock war unter diesen
Bedingungen kirzer und die interne Akkumulation de novo synthetisierter
Osmoprotektiva war geringer als ohne Zugabe kompatibler Solute. In C. glutamicum
zeigten sich deutlich Effekte externer Solute auf das Wachstum, die Konzentration
interner Aminosauren und das cytoplasmatische Volumen besonders bei hohen
Osmolalitaten von 2,5 osmol/kg (Ronsch, 2000). Insbesondere die Konzentration von
intrazellularem Prolin, dem wichtigsten de novo synthetisierten kompatiblen Solut,
war bei extern verfugbarem Betain deutlich reduziert (Rénsch, 2000). Durch die
Zugabe kompatibler Solute zum Medium wurde die Transkriptionsstérke der in dieser
Arbeit untersuchten Gene verringert, weshalb in weiteren Versuchen keine

kompatiblen Solute supplementiert wurden.
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4.1.2 Stéarke der Regulation

Aufgrund der Charakterisierung der Schockantwort von C. glutamicum waren die
Systeme, die an der Adaptation beteiligt sind, bekannt. So wurde eine Induktion der
Biosynthesegene flr Prolin (Ley, 2001), eine Steigerung der Prolin- (R6énsch, 2000)
und Trehaloseakkumulation (Wolf et al., 2003), eine Aktivitatsregulation von BetP
und EctP (Farwick et al., 1995; Peter et al., 1996) sowie die Transkriptionsregulation
der Gene betP, ectP, IcoP und proP (diese Arbeit) als Reaktion auf einen
hyperosmotischen Schock nachgewiesen. Unklar war hingegen, in welcher Starke
die dazugehorigen Gene reguliert werden und ob es noch andere Gene gibt, deren
Transkription einer osmotischen Kontrolle unterliegen. Um diese Gene und
Regelkreise zu identifizieren und die Regulationsstarke zu quantifizieren, wurden
DNA-Microarray-Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurde die verwendete RNA
geschockter Zellen mittels Wachstumsanalysen, Aminoséurebestimmungen und
RNA-Hybridisierungsexperimenten auf ihre Qualitat Gberprift. Stets ergab sich eine
reproduzierbare Antwort von C. glutamicum auf einen hyperosmotischen Schock von
0,3 auf 1,8 osmol/kg. Die Auswertungen der DNA-Microarrays zeigten jedoch keine
Ubereinstimmung mit den RNA-Hybridisierungsexperimenten. Alle bekannten Gene
der Osmoschockantwort, mit Ausnahme von proP, lagen im Hintergrundrauschen
(signal-to-noise ratio). Andere Gene, deren Zusammenhang mit der Osmoregulation

unklar ist, wurden hingegen deutlich reguliert.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse beider Methoden wurden Gene, die in
den Microarrays deutliche Anderungen in der Transkription zeigten (aceE, aro, cysN,
gap, gcaD, mez und nlpA), durch RNA-Hybridisierungsexperimente untersucht. Auch
in diesem Fall lieRen sich die Transkriptionsdaten nur schwer in Einklang bringen mit
den DNA-Microarray-Daten. Solange Gene im DNA-Microarray nicht reguliert oder
induziert wurden (aceE, aro, gap, gcaD), stimmten die Daten Uberein, bei

reprimierten Genen (cysN, mez, nlpA) jedoch nicht.

Es wurde beobachtet, dass verschiedene DNA-Microarrays qualitative Unterschiede
zeigten und sich deshalb schwankende Signalstarken ergaben (M. Silberbach,
Universitat zu Koln, pers. Mitteilung). Conway und Schoolnik (2003) beschrieben
eine Abschwéchung der Signale in DNA-Microarrays um den Faktor 2 bis 10 im
Vergleich zu real-time PCR-Analysen. Bei Untersuchungen zur Osmostressantwort in
E. coli wurden durchschnittliche Induktionsfaktoren von 3 bis 10 gemessen (Weber

und Jung, 2002). Diese Faktoren waren jedoch im Vergleich zwischen den Daten der
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DNA-Microarrays und RNA-Hybridisierungsexperimente deutlich erniedrigt, und
manche Gene wurden im Microarray Uberhaupt nicht nachgewiesen (Weber und
Jung, 2002). Deutliche Unterschiede zwischen beiden Methoden zeigten sich bei den
osmotisch induzierbaren Genen kdpA und kdpC, die fir Teile eines
Kaliumaufnahmesystems codieren (im Microarray sechsmal schwacher), sowie proX,
welches flir das periplasmatische substratbindende Protein des ABC-
Transportsystems ProU codiert (im Microarray 20-mal schwécher; Weber und Jung,
2002). Eine systematische  Abschwéchung des Signals durch den
zwischengeschalteten RT-PCR-Schritt aufgrund unaufgeléster Sekundarstrukturen
der mRNA (‘black box phenomenon’) wurde von Arfin et al. (2000) diskutiert.
Vielleicht reagiert C. glutamicum aber grundsatzlich auf einen hyperosmotischen
Schock dieser Starke nur relativ moderat. In Synechocystis sp. PCC 6803 wurde
nach einem hyperosmotischen Schock bei Biosynthesegenen fur kompatible Solute
20-fache Transkriptionssteigerung gemessen, andere Gene wurden unter diesen
Stressbedingungen teilweise 50 bis 100-fach induziert (Kanesaki et al., 2002).
Zusatzlich kdonnten die strengen Auswertungskriterien (colour swap; signal-to-noise
ratio) dazu fuhren, dass die DNA-Microarray-Analysen keine signifikante Induktion
bezuglich der in dieser Arbeit untersuchten Gene ergaben. Fraglich ist, welcher der
beiden Methoden der Vorzug in der Interpretation zu geben ist. Die Daten der RNA-
Hybridisierungsexperimente der Gene betP, ectP, IcoP und proP stimmten gut mit
den physiologischen Daten Uberein (siehe 3.1 und 3.3). Dies gilt auch fur die Gene
proABC, fiir die eine Ubereinstimmung zwischen RNA-Hybridisierungsexperimenten
und quantitativer real-time PCR gezeigt wurde (Ley, 2001), weshalb den Daten der

RNA-Hybridisierungsexperimente gréf3ere Bedeutung zugemessen wurde.

4.1.3 Vergleich zwischen Deletionsmutanten und dem Wildtyp

Durch die Untersuchung der transkriptionellen und physiologischen Reaktion auf
hyperosmotischen Schock konnte eine Induktion und Aktivierung der Systeme der
Osmoregulation in C. glutamicum Wildtypzellen gezeigt werden. Die Auswirkungen
dieser Transkriptionsanderung auf die Transporterkonzentration sollten analysiert
werden. Zu diesem Zweck wurden die Deletionsmutanten Cgl-betP, -ectP, -lcoP und
-proP konstruiert, die jeweils nur noch ein Gen fur einen Transporter kompatibler
Solute besaflRen. So konnte jedes Gen und der korrespondierende Transporter
einzeln untersucht werden und im Wildtyp auftretende redundante Effekte

ausgeschlossen werden.
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Physiologische Parameter

Diese Stamme wurden zunachst physiologisch charakterisiert, um phanotypische
Unterschiede aufzuzeigen. Alle Stdmme erreichten etwas geringere End-
Biotrockenmassen als der Wildtyp. Ansonsten waren alle Wachstumsparameter bei
einer Osmolalitat von 0,3 osmol/kg und nach Erhdéhung auf 1,8 osmol/kg, mit
Ausnahme von Cgl-betP, &@hnlich. Dieser Stamm erreichte eine héhere End-ODggo.
Aufgrund des geringeren Korrelationsfaktors lag die End-Biotrockenmasse aber bei
ahnlichen Werten wie in den anderen Stammen. Die Zellen von CglbetP zeigten bei
mikroskopischer Betrachtung keine verédnderte Gro3e oder andere morphologische

Unterschiede.

Die internen Aminosaurekonzentrationen der Stamme waren ebenfalls vergleichbar.
Der hyperosmotische Schock bewirkte die typische transiente Glutamatakkumulation
von 120 bis 150 umol/g BTM auf 350 bis 400 pumol/g BTM, gefolgt von steigenden
Prolinkonzentrationen, das schlie3lich das dominierende kompatible Solut darstellte.
Durch Steigerung der Glutamatkonzentration gleicht die Zelle K*-lonen aus, die als
erste Antwort auf einen hyperosmotischen Schock in die Zelle einstromen (Burger,
2001; Botzenhardt, 2004). Aul3erdem wird der durch den Schock sinkende Turgor
durch Glutamat wieder aufgebaut. Kontrollkulturen, die zusétzlich zum Salzschock
mit Chloramphenicol versetzt wurden, zeigten aufgrund der Inhibition ihrer
Proteinbiosynthese kein Wachstum. Die Akkumulation von Glutamat und Glutamin
verlief identisch zu normal geschockten Zellen, wahrend Prolin nur in sehr geringen
Konzentrationen akkumuliert wurde. Vermutlich waren alle Glutamat und Glutamin-
Biosyntheseenzyme in ausreichender Menge vorhanden und stark auf der Ebene der
Aktivitat reguliert, wahrend es fur die Prolinsynthese nach Schock erforderlich ist,
dass neue Biosyntheseenzyme synthetisiert werden. Spéter wurde Glutamat wieder
abgebaut, obwohl die Zellen kein Prolin akkumuliert hatten. Dieses Signal schien

also unabhéangig von der Dauer der osmotischen Belastung reguliert zu werden.

Auf physiologischer Ebene zeigten die untersuchten Stamme nur geringe
phanotypische Unterschiede und deuteten auf keine gravierenden Veranderungen
aufgrund der mehrfachen Gendeletion hin, weshalb sie fir vergleichende Analysen

der einzelnen Gene und Transporter geeignet waren.
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Transkriptionskontrolle der Transporteraktivitat

Die Bestimmung der Transkriptionsmuster von C. glutamicum zeigte die Reaktion der
Transportergene nach einem hyperosmotischen Schock auf Transkriptionsebene.
Durch die Anderung der Transportraten konnten die Transporterkonzentrationen
bestimmt und durch Vergleiche mit Chloramphenicol-inhibierten Zellen quantifiziert
werden. Es bestand jedoch die Mdglichkeit, dass modifizierende Enzyme (Kinasen)
ebenfalls transkriptionsreguliert sind und deren Neusynthese durch Chloramphenicol
gehemmt wird, weshalb die Konzentrationen der Transporter BetP und EctP

zusatzlich tber Western Blots quantifiziert wurden.

Unter niederosmolaren Bedingungen von 0,3 osmol/kg wurden die Gene betP, IcoP
und proP in den Deletionsmutanten nur schwach exprimiert, ectP etwas stéarker.
Trotzdem konnten die Substrate Betain oder Prolin Uber die Transporter BetP und
EctP mit Uberraschend hoher Geschwindigkeit akkumuliert werden. Fir EctP war
eine hohe Transportrate unter aktivierenden Bedingungen bereits bekannt (Peter
etal.,, 1998), fur BetP jedoch noch nicht. LcoP und ProP zeigten geringe
Aufnahmeraten ihrer Substrate, so dass beide Transporter madglicherweise unter

anderen Bedingungen starker synthetisiert werden.

Unter osmotischen Stressbedingungen konnte gezeigt werden, dass die
Transkription aller Gene reguliert wurde. Die Gene proP und betP wurden am
starksten induziert, (15- bzw. 10-fach). Dies ging mit starker Neusynthese der
Transporter ProP und BetP einher, deren Transportrate deutlich anstieg. Das Gen
IcoP wurde nur schwach exprimiert, aber nach dem Schock induziert. Die Translation
von LcoP wurde ebenfalls gesteigert, aber der Anstieg der Transportraten blieb im
Vergleich zu den anderen Transportern BetP und EctP sehr gering, was auf eine
untergeordnete Rolle dieses Systems in der Osmoregulation hindeutet. Das Gen
ectP wurde zwar dreifach induziert, die Transportrate von EctP stieg jedoch nur
geringfigig. Aufgrund &hnlicher Beobachtungen bei der biochemischen
Charakterisierung wurde dieser Transporter als konstitutiv exprimiert interpretiert
(Peter etal., 1998). Die dargestellten RNA-Hybridisierungen sprechen gegen diese
Interpretation. Die transkribierte ectP-mRNA wird vermutlich kaum translatiert. Eine

Begruindung hierfur steht noch aus.

Aufgrund unterschiedlicher Proteinstabilitdt gingen in Chloramphenicolbehandelten

Kontrollkulturen des Wildtyps und der Mutanten Cgl-betP und Cgl-proP die BetP- und
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ProP-Aufnahmeraten zurtick. Dies wurde sichtbar gemacht, indem in diesen Zellen
die Translation inhibiert wurde. In Westernblot-Analysen, die zusatzlich zur Kontrolle
der Transportmessungen durchgefihrt wurden, sank de Proteinkonzentration von
BetP und EctP jedoch nur wenig (Tabelle 3-14). Dies konnte auf
Konzentrationsschwankungen der Proteine im Western Blot oder auf die generelle
physiologische Verfassung der Zellen in den Transportmessungen zurtickzufiihren

sein.

Mit Ausnahme von ectP wurde somit das erhéhte mRNA-Signal auch in héhere
Proteinkonzentrationen translatiert und somit die Transportraten
transkriptionsreguliert gesteigert. Allerdings wurden die Gene schon 30 Minuten nach
Schock  maximal induziert, wahrend maximale  Transportraten  bzw.
Proteinkonzentrationen erst drei Stunden nach Schock erreicht wurden, als die
Zellen schon wieder deutlich exponentiell wuchsen. Das heil3t, dass die
Akkumulation von kompatiblen Soluten Uber die Transporter fir die Zelle nicht
essentiell ist. Fur die Uberwindung des Schocks und exponentielles Wachstum
reichen bereits die neusynthetisierten Aminosauren aus. Offensichtlich nimmt die
Zelle den hohen Aufwand der Transportersynthese trotzdem in Kauf, was durch
Anpassung an das naturliche Habitat im Laufe der Evolution erklart werden kann
(siehe hierzu 4.1.4). Der in der stationdren Phase beobachtete Rickgang der
Transporteraktivitat und -konzentration deutet auf Proteinabbau hin. In dieser
Wachstumsphase konnen die Zellen aufgrund limitierender Umweltfaktoren
(Nahrstoffmangel, unphysiologischer pHWert, Sauerstoffmangel, Akkumulation
toxischer Stoffwechselprodukte) nicht weiter wachsen. Das zellulare Volumen
verringert sich, die Zellteilung kommt zum Erliegen, und somit sinkt die bendtigte
Konzentration kompatibler Solute zur Aufrechterhaltung des Turgors, der fur die
Zellteilung essentiell ist (Koch, 1983; Hdltje, 1998; Rdnsch, 2000).

Durch Vergleich der Transkriptionsmuster mit den Transportraten konnte somit
gezeigt werden, dass die Anderung der Transportaktivitaiten von BetP, LcoP und
ProP nach einem hyperosmotischen Schock transkriptionskontrolliert verlauft. Die
Translation aller Transporter wurde durch einen weiteren unbekannten
Regulationsmechanismus verzogert, so dass maximale Induktion und maximale
Proteinkonzentrationen nicht zeitlich direkt aufeinander folgen. Mogliche Grunde fir
diese Beobachtung waren schneller Abbau der mRNA, bevor sie translatiert wurde,

ineffektive Translation aufgrund der Stresssituation (Weber und Jung, 2002),
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schneller Protein-turnover oder schlechtere Transportleistung bereits vorhandener
Transporter aufgrund von geringem Turgordruck (Roth et al., 1985a und 1985b).
Houssin et al. (1991) hat beschrieben, dass Transporter in Zellen mit erniedrigtem
Turgor aufgrund von Anderungen der physikochemischen Eigenschaften der
Zellmembran (Fluiditat, Faltungen, erniedrigte Membranspannung) nicht mit voller
Aktivitat arbeiten. Diese Befunde treffen jedoch nicht auf die hier gewahlten
Bedingungen zu, da zum Zeitpunkt maximaler Transportersynthese bereits positives
Wachstum und restaurierter Turgordruck aufgrund neusynthetisierter Aminosauren

herrschte.

C. glutamicum MH20-22B-proP-IcoP

Aufgrund von Beobachtungen aus friheren Arbeiten (Ronsch, 2000) bestand Anlass
zu der Annahme, dass das Fehlen eines oder mehrerer Transportergene zu
kompensatorischen Effekten fuhrt, die im Wildtyphintergrund nicht erkannt wurden.
Hierzu wurden Untersuchungen an zwei baugleichen Mutanten (CglproP-IcoP und
MH20-22BproP-lcoP) durchgefihrt, in denen unterschiedliches Expressionsverhalten

von proP erstmalig beschrieben worden war (Rénsch, 2000).

Unter den urspringlichen Bedingungen zeigte die Produktionsstamm-Mutante
wesentlich hohere Prolin-Aufnahmeraten als der vom Wildtyp abgeleitete Cgl-proP-
IcoP. Dieser Effekt wurde auf transkriptionsregulierte Steigerung der
Transporterkonzentration zurtickgefiihrt, die anscheinend in Cgl-proP-lcoP nicht
stattfand. Der Grund war unbekannt. Genauere Untersuchungen in dieser Arbeit
bestatigten diese friheren Daten. Im gewahlten Versuchs-Setup fiel auf, dass sich
die Zellen aufgrund unterschiedlicher Verdopplungszeiten in verschiedenen
Wachstumsphasen befanden und somit Unterschiede im physiologischen Zustand
der Zellen bestanden. Zudem erreichten die Mutanten vollkommen unterschiedliche
End-Biotrockenmassen, und auch der Korrelationsfaktor unterschied sich deutlich, so
dass hier zusatzlich ein Fehler in der bei Transportmessungen untersuchten Zellzahl
auftrat. Vermutlich konnte die Produktionsmutante in der spatexponentiellen
Wachstumsphase die Transporterkonzentration noch steigern, wohingegen die
Wildtypmutante, die sich bereits mehrere Stunden in der stationdren Phase befand,

aufgrund verringerter Transporterkonzentration kaum noch Prolin aufnehmen konnte.
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In einem modifizierten Versuchs-Setup wurden die Zelen unter gleichartigen

physiologischen Verhaltnissen kultiviert und die Daten erneut tGberprift.

Unter diesen optimierten Bedingungen konnte gezeigt werden, dass sowohl in
MH20-22B-proP-IcoP als auch in Cgl-proP-IcoP die Transportrate von ProP anstieg.
Da alle Versuche unter Va-Bedingungen stattfanden, konnte anhand von
Kontrollexperimenten mit Chloramphenicol-behandelten Zellen gezeigt werden, dass
diese Steigerung nicht auf der Ebene der Aktivitat stattfand. In Verbindung mit
Analysen der Transkriptionsmuster kann darauf geschlossen werden, dass die
Anderung der Transportraten ebenso wie im Wildtyp transkriptionskontrolliert

verlauft.

4.1.4 Bedeutung der Transporter fir die Osmostress-Adaptation

Die Gene betP, IcoP, proP zeigten eine sehr geringe, ectP eine etwas starkere
konstitutive Transkription und Translation unter niederosmolaren Bedingungen von
0,3 osmol/kg. Die einzelnen Transporter verhielten sich vor und nach einem Schock

sehr differenziert.

BetP zeigte trotz sehr niedrigen Transkriptionslevels unter aktivierenden Vmyax-
Bedingungen hohe Transportraten. Durch Schock wurde die
Transporterkonzentration und damit die Transportrate signifikant erhoht, allerdings
erst mit einer Verzdogerung von drei Stunden. Vermutlich wird die Translation der
betP-mRNA durch eine weitere Ebene der Regulation verzégert. Obwohl das Gen
ectP durch einen hyperosmotischen Schock induziert wurde, anderte sich die
Transporterkonzentration von EctP nicht. Auch hier scheint ein weiterer, unbekannter
Regulationsmechanismus die Translation zu verhindern, oder aber EctP unterliegt
einem hohen Protein-turnover, der standig durch Neusynthese kompensiert wird.
Diese beiden Transporter (BetP und EctP) bilden unter moderaten osmotischen
Bedingungen ein Notfallsystem von C.glutamicum gegen hyperosmotische
Anderungen, die im natlrlichen Habitat unter Umstanden schnell eintreten kénnen. In
freier Natur wachsen Bodenbakterien nur selten exponentiell, sondern befinden sich
lange Zeit in ruhenden Phasen (Hecker und Voélker, 2001). Unter solchen
Bedingungen ist ein System, welches ohne Umwege uber transkriptionelle
Aktivierung konstitutiv arbeitet, Gberlebenswichtig. Bisher wurde nur fir EctP eine

solche Notfallrolle postuliert (Peter et al., 1998).
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Aufgrund der geringen Transportkapazitat stellt sich die Frage nach der
physiologischen Rolle von LcoP. Bedingungen, unter denen LcoP hohere
Transportraten aufweist, sind noch nicht gefunden worden. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass die externe Verflugbarkeit von Betain der Mutante Cgl-lcoP trotz der
hier bestimmten geringen Transportraten einen Wachstumsvorteil verschaffte
(S. Morbach, Universitdit zu Koln, pers. Mitteilung). Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie von 41 % zu BetP (Peter et al., 1996) und von 34 % zu EctP
(Peter et al., 1998) kann vermutet werden, dass IcoP evolutiondr aus einer
Genduplikation hervorgegangen ist. Bisher bedeutete dieses zuséatzliche Gen keinen
Selektionsnachteil oder sogar einen Vorteil im Bestreben, kompatible Solute im Falle

hyperosmotischer Bedingungen so effektiv wie moglich zu akkumulieren.

ProP wurde nur durch hyperosmotischen Schock transkriptionskontrolliert aktiviert.
Wie im Falle der anderen Transporter scheint die Translation reguliert zu werden,
was zu verzogerter Anderung der Proteinkonzentration fuhrt. ProP ist der am
starksten induzierbare osmoregulierte Transporter von C. glutamicum. Diese
Reaktion lasst darauf schlieBen, dass Prolin im naturlichen Lebensraum in
ausreichender Konzentration vorkommt. Analysen von Bodenproben zeigten, dass
Prolin in geringer Konzentration unter 1 % aller Aminoséuren vorkommt (Lynch und
Whipps, 1990; Kléppner, 1999). Fiur die Akkumulation reichen dem hochaffinen
Transporter (Ky = 48 puM) solche Konzentrationen aus. Zusatzlich kann die lokale
Konzentration von Prolin hoher sein. Haufig eintretende hypoosmotische
Bedingungen (Regen, Uberschwemmung) aktivieren mechanosensitive Kanale
(MscL und MscS in C. glutamicum), die einen Grofdteil der internen kompatiblen
Solute freisetzen. Durch kumulatives Auftreten von Bodenbakterien, die Prolin ds
Osmoprotektivum synthetisieren und verwenden (C. glutamicum, B. subtilis,
Pseudomonas spp. u.a.), ist die lokale Prolinkonzentration in unmittelbarer Nahe der
Zellen erhoht (Welsh, 2000). Es ware aber auch denkbar, dass dieser Transporter
zum Re-Import des zellintern hochkonzentrierten kompatiblen Soluts fir Verluste
durch unbekannte leaks zustandig ist. Fur OpuE, dem osmoregulierten Prolin-
Aufnahmesystem aus Bacillus subtilis, wurde eine solche Bedeutung beschrieben
(von Blohn et al., 1997; Moses, 1999).

Es wurde beobachtet, dass trotz wiedererlangten Turgors aufgrund de novo
synthetisierter kompatibler Solute und Nicht-Verfugbarkeit dieser Substanzen im

Medium die Transkription der Transportergene induziert wird, obwohl die Zellen
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wieder exponentielles Wachstum erreicht hatten. Anscheinend ist es unter
permanentem osmotischen Stress, der z.B. bei Austrocknung des Bodens lange
dauern kann, fir die Zelle vorteilhaft, hohere Transporterkonzentrationen zu
besitzen, um im Falle von extern verfiugbaren kompatiblen Soluten diese sofort zu
importieren, da Aufnahme dieser Substanzen der Neusynthese bevorzugt wird
(Wood, 1999).

Dieses ausgeklugelte System hoher Akkumulationsraten kompatibler Solute durch
de novo Synthese sowie Uber konstitutiv aktive bzw. transkriptionskontrollierte
Transporter ist ein gutes Beispiel fur die gute Anpassung von Organismen an die in

ihrem Habitat herrschenden Umweltbedingungen im Laufe der Evolution.

4.2 Modell der Regulation nach einem hyperosmotischen Schock
in C. glutamicum

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Daten kann ein generelles Schema der
Reaktion von C. glutamicum auf hyperosmotischen Stress erstellt werden. Es wurde
gezeigt, dass C. glutamicum zu diesem Zweck alle bekannten Systeme aktiviert, um
kompatible Solute zu akkumulieren und damit den positiven Turgordruck zu
restaurieren, der fur weiteres Zellwachstum und Teilung notwendig ist. Ein
Notfallsystem, bestehend aus BetP und EctP, sorgt im Falle extern verfligbarer
kompatibler Solute fir eine schnelle Adaptation. Aul3erdem werden sowohl
Stoffwechselwege zur de novo Synthese von Aminoséauren und Trehalose genutzt
als auch Transportsysteme fur auRerhalb der Zelle vorhandene kompatible Solute
aktiviert und zusatzlich auf Transkriptionsebene induziert. Ein weiterer
Regulationsmechanismus verhindert eine sofortige, maximale Translation der
erhohten Transkriptmenge. Alle Reaktionen sind in ihrer Starke von der Schockhohe,
einer vorherigen Adaptation an die herrschende Osmolalitat sowie von der

Verfugbarkeit externer Solute abhangig.
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osmotischer Stress

P

Transkription 1

Transkriptiont Stoffwechsel proABC (Ley 2001)
betP, ectP, IcoP, proP Zellvolumen otsAB (Wolf et al., 2003)
Turgordruck gdh; ginA
Wachstum & Teilung
(Wood, 1999) ‘
Translation
Translation t ProABC ?
BetP, LcoP, ProP OtsAB ?
. Gdh; GInA ?
1 Akkumulation komp. Solute ‘
Aufnahme: Synthese: A
Betain Glutamat Aktivitat 1
Aktivitat 1 —) Ectoin Glutamin — ProABC ?
BetP, LcoP, ProP Prolin Prolin TreYZ?
Trehalose Gdh; GInA ?
/ N\ J
Y
konstitutive Aktivitat
EctP
Stoffwechsel
Zellvolumen
Turgordruck

Wachstum & Teilung
(Wood, 1999)

Abbildung 4-1: Modell der Regulation von C. glutamicum nach einem hyperosmotischen
Schock. In dieser Arbeit untersuchte Systeme (links) wurden durch bekannte Systeme (rechts)
erganzt.

4.3 Abschlielende Betrachtungen

Die erhebliche Redundanz und differenzierte Regulation bezulglich der Akkumulation
kompatibler Solute nach einem hyperosmotischen Schock in C. glutamicum hangt
vermutlich mit der evolutiven Anpassung an die Lebensbedingungen dieses
Organismus zusammen. Die im nattrlichen Habitat vorkommenden Schwankungen
insbesondere der osmotischen, aber auch sonstiger Bedingungen erfordern eine
hohe Stressresistenz und schnelle Adaptationsfahigkeit. Dies manifestiert sich in der
Anwesenheit von vier, sich in ihren Substratspektren Uberschneidenden
Transportsystemen sowie der Nutzung von hauptsachlich dem Priméarstoffwechsel

zuzurechnenden Synthesewegen zur Anpassung an hohen osmotischen Stress.

Unter Laborbedingungen fuhrte das Fehlen eines oder mehrerer Transporter zu

keinen Wachstumsphanotypen. Dies hangt u.a. mit der Féhigkeit des Bakteriums
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zusammen, durch de novo Synthese hohe Konzentrationen kompatibler Solute im
Zellinnern zu akkumulieren, weshalb in Notsituationen (keine externe Verfugbarkeit

dieser Solute) die vorhandenen Stoffwechselwege ausreichen.

Es ist davon auszugehen, dass C. glutamicum im natirlichen Habitat ausreichende
Konzentrationen kompatibler Solute vorfindet (Welsh, 2000). Aul3erdem beschrankt
sich osmotischer Stress nicht nur auf hyper-, sondern auch hypoosmolare
Bedingungen, die in stetem Wechsel (Sonnenschein/Trockenheit oder
Regen/Uberschwemmung) mit anderen Stressarten auftreten koénnen. Ein
Laborsystem kann haufig nur einen bestimmten Ausschnitt dieser Bedingungen
darstellen und einen kleinen Aspekt der Regulation beleuchten. Eine Adaptation an
langsame Austrocknung des Bodens, wie sie in der Natur eher zu vermuten ist als
ein abrupter Schock, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Dies stellt einen

Ansatzpunkt fur kunftige Studien dar.
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5 Zusammenfassung

C. glutamicum ist als unbewegliches Bodenbakterium haufig wechselnden
osmotischen Bedingungen ausgesetzt. Es schitzt sich gegen hyperosmotischen
Stress durch die Akkumulation kompatibler Solute. Zu diesem Zweck synthetisiert es
die Aminosauren Glutamat, Glutamin und Prolin de novo und aktiviert Transporter fur
den Import der kompatible Solute Betain, Ectoin und Prolin. Bisher war eine
Regulation dieser Transportsysteme nur auf Aktivitadtsebene nachgewiesen worden
(Farwick et al., 1995; Peter et al., 1996 und 1998, Steger, 2002). Deshalb wurde die
Anderung der Transkriptionsmuster der Transportergene betP, ectP, IcoP und proP
mittels RNA-Hybridisierungsexperimenten sowie die hierdurch bewirkte vermehrte
Transportersynthese mittels Bestimmung der Transportraten und
Antikdrpernachweisen nach einem hyperosmotischen Schock untersucht. Aufgrund
redundanter Substratspektren der Transporter im Wildtyp wurden Deletionsmutanten
konstruiert, denen je vier der funf vorhandenen Importer fur kompatible Solute

fehlten, um jedes Gen bzw. jeden Transporter individuell zu analysieren.

Anhand der Untersuchungen des Wildtyps und vergleichender Analysen der

Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass bei geringer externer Osmolalitat

a) die Gene betP, IcoP und proP nur schwach und ectP etwas starker konstitutiv

exprimiert werden

b) BetP und EctP unter aktivierenden Bedingungen Uberraschend hohe

Transportraten zeigen

c) die Aminosaure Glutamat in hohen Konzentrationen vorliegt, um den fur
Gram-positive Bakterien typischen Turgordruck von ca. 20 bar aufrecht zu

erhalten.

Durch Analysen des Wildtyps und der Mutanten nach einem hyperosmotischen

Schock konnte gezeigt werden, dass

a) die Transportergene betP, ectP, IcoP und proP auf der Ebene der

Transkription reguliert werden

b) die Transportraten und die Transporterkonzentrationen von BetP, LcoP und

ProP, nicht jedoch von EctP, transkriptionskontrolliert deutlich ansteigen



88 Zusammenfassung

c) die Aminosauren Glutamat und Glutamin in der ersten Schockantwort stets
nur transient akkumuliert und spéter durch Prolin ersetzt werden, welches das
vorrangige kompatible Solut bei permanentem osmotischem Stress darstellt

und den notwendigen Turgor bis in die stationare Phase aufrecht erhalt

d) trotz bevorzugter Aufnahme kompatibler Solute aus energetischen Griinden
die negativen Auswirkungen eines Schocks allein durch die Neusynthese

endogener Aminosauren tberwunden werden kdnnen

e) ein im Medium herrschender Mangel an kompatiblen Soluten die Transkription
der Transportergene nicht unterbindet, d.h. dass entweder kein Signal Uber
herrschende Zustédnde aul3erhalb der Zelle wahrgenommen und verarbeitet
wird oder dass unter permanenter osmotischer Belastung gerade diese
Systeme reguliert werden, um im Falle von plétzlicher Verfligbarkeit der

Substrate gerustet zu sein

f) kurzfristige Erholung der Zellen aufgrund der synthetisierten Aminosauren

stattfindet und exponentielles Wachstum fortgefthrt wird.

g) zwischen Transkriptions- und Aktivitditsebene eine Abschwachung des

Signals stattfindet

Weiterhin  wurde im  Wildtyp eine  Anhangigkeit der Starke der
Transkriptionsregulation sowohl von der Schockdifferenz als auch der
Grundosmolalitat des Mediums gezeigt. Eine Korrelation zwischen der Stérke der
Transkriptionsregulation und der Endosmolalitdt konnte dagegen ausgeschlossen
werden. Die Verfugbarkeit von kompatiblen Soluten im Medium bewirkte eine
schnellere und kirzere Transkriptionsdauer der untersuchten Gene betP, ectP, IcoP
und proP sowie eine Verringerung der Induktionsstarke im Vergleich zu Zellen ohne
kompatible Solute. Ein positiver Effekt war auch auf die Regenerationsfahigkeit und

das Wachstumsverhalten nach dem Schock festzustellen.
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6 Anhang
Tabelle 6-1: Induktionsfaktoren signifikant regulierter Gene der DNA-Microarray-Analysen (zu

Kapitel 3.2).

ORF Nr. Name des ORF Gruppe T5 T15 | T30 | T60 T120 | T180
33 Similarity to panC (C. glutamicum) \?{gpn?nzgds / 1,41 3,87
164 Rv0837c (M. tuberculosis) unknown 0,32
195 strong similarity to sulfate adenylyltransferase, (r:nentral :

large chain (E. col) etabolism / 0,73 10,420,312 (0,23 | 0,21 |0,18

energy

198 hypothetical protein unknown 0,67 [0,21 | 0,06 | 0,28 | 0,37 |0,30

239 CTPDA_Ec (E. coli) diverse 1,05 | 2,91 | 3,07 1,67 (1,98

277 ?&O?L?bselrrgﬂfglsté)to hypothetical protein Rv3808C | |\ 1 nown 221 |1,04 | 352|146 |184 |182

289 similarity to transcription regulator farR (E coli) regulation 0,46 10,46 [ 051 10,32 |[0,53 |0,59
central

306 Rv1069c_Mt (B. caldolyticus) metabolism / 0,32 (0,25 (0,24 (0,32 |0,29 |041
energy

376 x@%;‘:}%@‘g@r}ﬁ‘fg‘fﬁng ATPase transport 0,30 | 0,27 031

456 hypothetical protein unknown 1,50 (3,30 12,92 |2,09 |1,07 (1,27

489 hipO_Bs* (B. subtilis) diverse 0,96 (2,91 578 (1,86 |1,71 |1,91

531 abrB_Ec (E. coli) transport 1,21 (4,84 0,65 (0,35

575 gltD (C. glutamicum) ag:q?nggids / 1,53 [3,42 [222 1,78 |113 [1,72

501 yjdL_Ec (E. coli) transport 1,90 (2,06 | 3,65 (294 |1,90

651 recR_Bs! (B. subtilis) diverse 1,43 3,27 (3,23 [ 2,40 |1,90 (1,96

660 hypothetical protein unknown 0,93 (2,03 (1,21 (0,27 |0,29 |0,37

661 leuA (C. glutamicum) \"’/‘igr’;‘i’nzgds / 1,42 096 | 0,28 |026 |0,49

662 leuA (C. glutamicum) f/‘i't‘;irr;‘i’nzgds / 1,25 | 2,54 | 1,10 0,29 |0,42

698 pbpl_MI (M. leprae) diverse 2,39 (3,81 (4,00 | 254 |238 |2,26

701 whiB_Sc (S. coelicolor) diverse 1,29 1442|160 (1,08 |132 (1,22

702 questionable ORF unknown 1,30 |321 (147|121 |152 (1,46

705 shiA_Ec (E. coli) transport 1,67 (499 (1,69 (098 |1,11

727 Rv3661_Mt (M. tuberculosis) unknown 0,81 (2,33 | 3,01 1,71 |1,08

738 C. glutamicum unknown 0,55 [0,56 | 0,51 0,33 | 0,40 |0,65

851 CuATP_Eh (Enterococcus hirae) transport 0,30 10,22 (0,26 | 0,39 |0,47 |0,69

879 Rv0495c¢ (M. tuberculosis) unknown 135 |155(160|149 |1,58 |[3,06

921 g\r/%ggzgi?&'ﬁ{&%gﬁcﬁ{ggz';'e membrane protein |,y own 1,19 |031 144 |1,30 |1,07 |1,36

922 similarity to cytochrome c-type synthesis protein central .

ccsA (C. reinhardtii chloroplast) metabolism / 0,82 0,26 | 0,96 | 1,05 [0,93 |1,13

energy

927 arsR_Sa* (Staphylococcus aureus) diverse 0,49 | 0,27

928 Hypotetical protein45.1 kD protein (E. coli) unknown 0,33 0,55 (0,40 | 0,43 0,47

971 copB (Enterococcus hirae) transport 0,29 (0,51 [ 0,18 0,37 (0,50

1080 yidE_Ec (E. coli) unknown 0,29 10,14 (0,26 | 0,37 | 0,32 |0,50

1121 carbB_Mc (Mucor circinelloides) diverse 1,09 (0,17 11,02 | 3,48 | 212 (154

1123 crtB (M. marinum) diverse 1,03 {0,40 | 1,06 | 3,56 |1,90 (1,54

1136 ?Itzr.oggi)similarity to lipoprotein-28 precursor gcaD diverse 061|027 031|033 [032 |0.26

1155 guestionable ORF unknown 0,63 |1,22 0,32 (0,27
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Tabelle 6-1: Fortsetzung

ORF Nr. Name des ORF Gruppe T5 T15 | T30 | T60 T120 | T180
1160 Rv1130_Mt (M. tuberculosis) unknown 1,89 (9,28 1,23 1,35 (1,28
central
1161 bcpA_Smh (S. hygroscopicus) metabolism / 0,72 | 3,05 | 0,65 0,72 |0,70
energy
central
1162 C-S_Ms (M. smegmatis) metabolism / 1,83 [ 5,44 | 3,30 1,10
energy
1258 Halobacterium sp. unknow n 1,04 10,30 (1,40 |1 0,97 |1,08 (1,25
1272 ngg;ﬂ:)tical 30.5K precursor (Enterococcus unknown 0,60 |0.29 048 |042 |o051
1478 Rv1117_Mt (M. tuberculosis) unknown 0,45 (0,57 | 0,30 | 0,37 | 0,30 |0,33
1482 | G deoR mergenic reqion (& col) | Unknown 054|056 | 329 | 058
1503 AatRNA -H_Ec (E. coli) diverse 154 11,80 | 2,52 1,37 |1,51
1513 ;gg‘ghzgir'%ﬂt}}ggeU;Z'D’\fgge(gf%ﬂggﬁ;‘)mi”e diverse 1,73 |3,05 | 358 | 341 |303 |293
1546 C. glutamicum unknown 1,77 |4,18 | 3,45 1,40 |1,16
1567 azl;ge(g)./(érﬁ;:-n?iiggphosphoheptonate aldolase agg?nzgids / 26 |379 393|395 |402 |389
1568 uppS_Mcl (Micrococcus luteus) diverse 1,12 (3,13 12,83 12,38 |2,78 (2,60
1578 pat_Smv* (S. viridochromogenes) diverse 153 (2,03 (3,12 2,46 |159 (1,47
1583 ycsG_Bs (B. subtilis) transport 1,68 |5,27 0,67
1584 guestionable ORF unknown 1,63 0,99 | 3,98
1585 | yon ptonalrequiator 5. coelcolon regulation 124305 | 331 155
1658 ykoE_Bs (B. subtilis) unknown 1,37 031|024 (068 |1,75 |314
1672 guestionable ORF unknown 1,79 [1,77 (0,80 [ 3,70 | 0,60 (1,22
1678 Rv1157c_Mt* (M. tuberculosis) unknown 0,36 10,33 10,36 0,37 | 0,56 |0,46
1721 TcmA_Smg (S. glaucescens) transport 0,52 (1,72 | 1,09 1,06
1727 hypothetical protein unknown 5,75 1,70
1729 hypothetical protein unknown 1,06 | 3,56 152 |09 (2,63
1765 hypothetical protein unknown 0,32 10,58 {0,7510,47 |0,45 |0,53
1766 etrA_Shp* (Shiwanella putrefaciens) regulation 0,30 10,27 | 0,19 (0,20 | 0,29 |0,50
1800 rho_Mcl (Micrococcus luteus) diverse 1,02 458 11,10 |051 (1,95
1802 hemK (E. coli) diverse 2,85 (1,44 | 4,39 0,73 2,07
1873 hypothetical protein unknown 2,28 (1,82 1,74 (221 | 1,57
1875 Rv0046c_Mt (M. tuberculosis) unknown 1,16 | 2,26 | 2,38 (1,57 | 151 (1,37
1876 similarity to hypothetical protein (C. glutamicum) | unknown 1,37 [2,29 [ 2,14 | 3,11 | 2,26 (2,39
central
1888 mez (C. glutamicum) metabolism / 0,65 (0,24 10,18 | 0,23 | 0,29 0,23
energy
1917 AnthPR-T (C. glutamicum) diverse 2,08 (1,49 (2,47 2,40 | 226 |213
1918 PRAnth-Iso (C. glutamicum) diverse 164 (1,27 (158 (180 |1,70 (1,71
1919 | Trp-Syna (C. glutamicum) agr’;?nigid“ 097 (0,80 [1,53 | 1,22 | 1,14 |1,40
1933 SCI11.36¢ (S. coelicolor) / T120 ytnM (B. subtilis) [ unknown 0,48 (0,19 (0,214 (0,20 | 0,35 |0,34
1934 J12_Sc (S. coelicolor) unknown 0,27 | 0,20 0,42
1996 Rv2917 (M. tuberculosis) diverse 1,17 |1,06 | 1,82 (1,37 |157 (1,45
2000 sigB (C. glutamicum) regulation 0,35 (0,43 0,54 (0,40 |0,39 |0,32
2004 Rv2712c (M. tuberculosis) unknown 0,99 (1,49 (1,39 2,00 |296 |297
2042 gluC (C. glutamicum) transport 1,09 (2,42 (2,48 (0,85 |1,33 (1,39
2093 oppA_Ec!* (E. coli) diverse 0,84 | 2,90 1,43 |2,27 |[2,08
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ORF Nr. Name des ORF Gruppe T5 T15 | T30 | T60 T120 | T180
strong similarity to oligopeptide ABC transporter
2095 (permease) oppC (B. subtilis) transport 0,99 | 1,40 2,00 |209 |[1,65
2152 | thiF_Ec (E. coli amino acids / 2,78 |0,96 | 2,01 | 316 |428 |[3,76
vitamines
2256 PAB0608_Pya (Pyrococcus abyssii) diverse 0,78 10,43 10,33 (0,43 | 0,68 |0,74
2269 oleB_Sma (S. antibioticus) diverse 1,83 (343 11,71 11,04 |091 (1,29
strong similarity to hypothetical protein Rv2169c
2306 (M. tuberculosis) unknown 059 (0,64 1049 (0,32 | 042 |0,39
2329 P45 (L. monocytogenes) diverse 1,87 0,26 0,91 (0,85 |1,09
2330 guestionable ORF unknown 0,94 (0,23 (0,24 (0,77 |0,96 |1,02
2338 guestionable ORF unknown 0,56 | 0,62 0,46
strong similarity to probable sulfate permease -
2346 Pseudomonas sp. transport 3,21 (3,01]482 (1,31
2347 hypothetical protein unknown 3,41 0,56 | 0,53 | 0,84
2348 guestionable ORF unknown 1,33 |3,77 (1,03 (0,28 |1,38 (0,55
2349 questionable ORF unknown 1,69 |3,13 | 1,27 1,59
2350 hypothetical protein unknown 1,83 (3,40 | 3,08 2,10
2380 hisG (C. glutamicum) diverse 2,01 (1,01 | 3,21 0,32 (1,86
2417 scc77.24_Sc (S. coelicolor) unknown 1,61 [ 3,55 | 2,90 2,08
2426 weak similarity to glucuronide repressor (E. coli) | regulation 1,78 [3,14 [ 2,90 [ 2,19 |2,12 (1,72
2433 pacL_Sy! (Synechococcus sp.) transport 0,28 (0,21 (0,31 (0,35 | 045 |0,63
strong similarity to oleandomycin resistance .
2444 protein oleB (S. antibioticus) diverse 2,17 (1,19 | 1,07 | 3,28 | 1,19
2451 similarity to capreomycin acetyltransferase (S. diverse 058 | 081|368 |081
capreolus)
2480 ammonium transporter amt (C. glutamicum) transport 2,78 1,11 0,60
central
2487 gap (C. glutamicum) metabolism / 1,02 [1,06 (1,02 (0,96 | 0,97 (1,02
energy
2533 hemuU (Yersinia enterocolitica) transport 1,71 | 1,15 | 0,99 3,39 |2,08
. - amino acids /
2536 ARO1_Sac* (Saccharomyces cerevisiae) vitamines 3,22 [2,08 512 |3,70 | 262 |2]15
2537 Rv2553c_Mt (M. tuberculosis) unknown 159 1,47 13,3908 (0,32 |1,43
2579 hypothetical protein unknown 0,21 (0,55]043 (328 |1,26 |0,558
2596 hypothetical protein unknown 2,16 12,03 1,35(1,19 |1,05
2680 cmcT (S. clavuligerus) transport 1,63 | 3,15 0,95
2703 rshE protein (E. coli) diverse 0,58 (0,46 | 0,53 | 0,33 | 0,33 |0,32
2705 C. glutamicum unknown 0,74 10,48 1052 10,36 [0,39 |0,32
2736 | leud (Azotobacter vinelandii) amino acids / 416 | 224 | 1,82 | 345 | 473
vitamines
2740 hypothetical protein unknown 0,88 | 0,20 0,78 |0,78 (0,94
2754 hypothetical protein unknown 0,33 (0,29 | 0,07 | 0,20 | 0,21 |0,45
- central
2792 acetolactate synthase small chain ilvN - (C. metabolism / 190 [303 213|136 |18 |1.60
glutamicum)
energy
central
2793 ilvB (C. glutamicum) metabolism / 1,82 (3,87 11,60 | 1,32 1,62
energy
strong similarity to hypothetical protein Rv0807
2858 (M. tuberculosis) unknown 121|134 3,18 |[1,47
central
2887 sucD (C. glutamicum) metabolism / 0,31 232 (211

energy
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ORF Nr. Name des ORF Gruppe T5 T15 | T30 | T60 T120 | T180
2890 | cysK (B. subtilis) amino acids/ 0,46 | 0,23 054 |0,38
2923 Rv3129_Mt (M. tuberculosis) unknown 0,37 10,30 | 0,35 (0,42 | 0,29 |0,42
2929 nrdH (C. glutamicum) diverse 1,16 (3,09 (2,27 [ 1,48 |1,20 (1,16
2930 nrdl protein (C. glutamicum) [truncated] diverse 1,09 (3,18 (2,23 152 |1,22 (1,15
2965 appF_Bs (B. subtilis) transport 0,93 10,56 | 0,22 10,48 |[0,70 |0,57
2969 nikB_Ec (E. coli) transport 0,58 [ 0,34 0,30 | 042 |037
2970 appA_Bs (B. subtilis) transport 0,56 10,23 10,15 (0,33 | 0,58 |0,42
2078 | metB (C. glutamicum) amnoacids! o9 |0,44 033 [035 [0,63 [050
3027 ﬁﬁg’“"?Es'L“c:I'S‘r[ngc:']ff:g égﬁ:#t']"” repressor | o qulation 0,70 3,74 | 049
3033 oppA_St* (Salmonella typhimurium) diverse 0,92 (0,93 (389|086 |182 |0,33
3061 | proA (C. glutamicum) amnoacids/ 1093 2,08 328|143 [130 [116
3152 arsR-family Rv2358 (M. tuberculosis) regulation 0,33 (0,40 10,39 (0,24 | 0,23 |0,38
3194 E’é"r%‘l’lizcrﬁgﬁ)oge”ase component E1 acek - (rf;tggcl)lism / 0,96 |095 | 098|102 106 |095
energy
3234 TM1010_Tm (Thermotoga maritima) unknown 0,58 (0,49 | 0,26 | 0,50 | 0,70 0,79
3241 hypothetical protein unknown 0,58 (0,33 (0,40 |0,50 |0,59 0,82
3303 Rv0485_Mt (M. tuberculosis) diverse 0,47 10,25 (0,22 10,40 [0,72 |0,62
3317 S. coelicolor unknown 0,95 10,99 | 1,65 0,85 [5,68
3392 Isr2_Mt* (M. tuberculosis) diverse 0,18 10,27 | 0,36 [ 0,28 | 0,22 |0,28
3443 proC (E. coli) unknown 3,22 2,94
3444 proP (C. glutamicum) transport 2,09 (3,20 | 5,32 | 10,94 | 19,46 | 2,31
3449 Homo sapiens unknown 1,24 | 3,69 1,55
3452 U2266k (M. lerprae) unknown 0,37 (0,31 | 0,44 (0,23 | 0,38 |04
3508 SC4A7.14_Sc (S. coelicolor) unknown 1,26 (3,89 | 2,77 1,31
3515 ImrB (B. subtilis) transport 0,43 2,09 3,33 (1,23
central
64895 AX064895.fas .0.102 (Patent) metabolism / 0,29 10,22 10,22 0,25 |039 [0,53
energy
66177 AX66177 (C. glutamicum) Patent regulation 0,52 [0,75|0,59 |0,22 |0,15 |0,18
66575 6657575.fas.0.75 (patent) diverse 1,70 |1,06 | 1,83 | 2,08 | 3,38 |[2,64
69134 AX069134.fas..0.88 (Patent) transport 0,64 10,4510,48 (0,21 | 0,35 |0,32
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Abbildung 6-1: Interne Aminosauren in C. glutamicum Wildtyp und den Deletionsmutanten (zu
Abbildung 3-15). Zellen wurden auf MMI-Medium (0,3 osmol/kg) kultiviert und in der
exponentiellen Phase auf 1,8 osmol/kg geschockt. Kurz vor dem Schock erfolgte Zugabe von
100 pg/ml ChlA. B Glutamat; ! Glutamin; B Prolin. (A) Wildtyp; (B) Cgl-betP; (C) Cgl-ectP; (D)
Cgl-lcoP; (E) Cgl-proP.
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