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KURZZUSAMMENFASSUNG

Der sekundare Glycinbetaintransporter BetP ist eines von vier osmoregulierten
Transportsystemen, die in dem Gram-positiven Bodenbakterium Corynebacterium
glutamicum den Import von kompatiblen Soluten unter hyperosmotischen Bedingungen
vermitteln. Hierbei fungiert BetP zugleich als Osmosensor und Osmoregulator. Das heilt,
BetP ist in der Lage, osmotischen Stress selbststandig zu detektieren und seine
katalytische Aktivitat in Abhangigkeit des detektierten Stresses zu regulieren. Messungen
in Proteoliposomen hatten belegt, dass eine erhdhte interne Kaliumionenkonzentration als
spezifischer Reiz zur Aktivierung von BetP fungiert. In dieser Arbeit wurde erstmalig ein in
vitro identifizierter Stimulus fur einen Osmosensor in vivo verifiziert. So konnte gezeigt
werden, dass die BetP-Aktivierung auch in lebenden Zellen von Kalium abhangt. Jedoch
wurden Indizien gefunden, dass in vivo neben Kalium noch ein zweiter Stimulus zur
osmoabhangigen BetP-Aktivierung existiert. Es war bekannt, dass die cytoplasmatische
C-terminale Extension des BetP-Proteins in die K'-abhangige Regulation des
Transporters involviert ist. Durch ortsgerichtete Mutagenese innerhalb dieser putativen, a-
helikalen Sensordoméane wurde gezeigt, dass nicht einzelne Aminosaurereste, sondern
vielmehr die korrekte Konformation oder relative raumliche Orientierung der C-terminalen
Domane fir die BetP-Regulation entscheidend ist. Die Charakterisierung C-terminaler
BetP-Varianten in verschiedenen Membranumgebungen lie den Schluss zu, dass die
Konformation der a-helikalen C-Domane Uber Interaktionen mit negativ geladenen
Membranlipiden stabilisiert wird. Diese These konnte gestitzt werden, indem
Interaktionen  der C-Domdne mit verschiedenen Lipidoberflachen  durch
Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie analysiert wurden. Aullerdem wurden
mittels biochemischer Methoden erstmalig weitere cytoplasmatische Proteinbereiche
identifiziert, die Uber Interaktionen mit der C-Doméane zur Detektion oder Transduktion des
Kaliumsignals in den Mechanismus der BetP-Aktivierung eingebunden sind. Durch die
hier gewonnenen Daten konnte ein neues Modell fur den Regulationsmechanismus des

Osmosensors BetP entworfen werden.



ABSTRACT

ABSTRACT

The secondary glycine-betaine transporter BetP is one of four osmoregulated carriers,
which mediate the import of compatible solutes in the Gram-positive soil bacterium
Corynebacterium glutamicum under hyperosmotic conditions. BetP serves both as an
osmosensor and osmoregulator. Thus the protein has the ability to sense osmotic stress
and to regulate its catalytic activity in dependence of the given stress situation.
Investigations in proteoliposomes had shown that an elevated internal K* concentration is
the specific stimulus for BetP activation in vitro. In this work a stimulus for an osmosensor
identified in vitro could be verified in vivo for the first time, as it was shown that BetP
activity depends also in living cell on the presence of potassium. However, the in vivo
measurements indicated that beyond K* a second stimulus is required for
osmoresponsive BetP-activation in living cells. It was known that the cytoplasmic C-
terminal BetP-domain is essential for potassium sensing. Using site-directed mutagenesis
here it was proven that rather the correct conformation or relative spatial orientation than
single amino acid residues of this a-helical domain is critical for BetP-regulation. The
characterization of C-terminal mutants in diffent membrane surroundings revealed that the
conformation of the C-domain is stabilized by interactions with negatively charged
membrane lipids. This idea was corroborated by investigating C-domain interactions with
lipids of various compositions in surface-plasmon-resonance spectroscopic studies. By
using biochemical methods distinct cytoplasmic protein regions could be identified as
interaction partners of the C-domain. These are most likely involved in the detection or
transduction of the stimulating K*-signal. The data provided by this work are combined in

a new model describing the BetP regulatory mechanism.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

T EBiNIQItUNG .. ——————— 1
11 Osmotische Eigenschaften einer Zelle ............cccoovmmmmiiiicicieeene e 1
1.2 Osmolalitdt und Osmolaritdt einer LOSUNG.........cccccmmmrriiiniiiisnsennssnnneens 3
13 Die hypoosmotische Stressantwort ...........cccociiiiimmi e 3
1.4 Die hyperosmotische Stressantwort............cccciiiimmic 4
1.4.1 Kompatible Solute und das Modell des preferential exclusion ..................... 5
1.4.2 Phasen der Osmoadaptation .................euueeiiiiiiiiiiiiiieees 6
1.4.3  Aufnahmesysteme flr kompatible Solute ...........ccccoiiiiiii, 7
1.4.4  Sensorproteine fir osmotischen Stress............vvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiies 8
145 Die Osmosensoren ProP und OPUA.......... e 10
1.4.6  Der Glycinbetain-Transporter BetP aus C. glutamicum................ccccc......... 12
1.5 Ziel der Arbeit ... ———————————— 15
2 Material und Methoden...........ccoiimiecciir e 16
21 Bakterienstamme und Plasmide............ooooommmmmmm e 16
2.2 Ndhrmedien und Kultivierungsbedingungen ..........cccccconiiiiiinninniiiccnnnes 20
221 Nahrmedien fur E. coli und C. glutamiCum ................cccooueeeeeeiiiiiiiiiieeenn. 20
222 MEAIENZUSALIZE..... . e 22
223 KultivierungsbedinQUNGEN ...........cooiiiiiiiiiiiee e 22
2.3 Molekularbiologische Methoden............ceeecoiiiiiiiiicccr e 22
2.3.1 Herstellung transformationskompetenter Zellen und Transformation......... 22
2.3.2 Plasmidpraparation aus E. coli und C. glutamicum ...............cccccceeeeeeinnnnnnn 23
2.3.3 Modifikation VON DNA .......eeiii e 24
2.3.4  Agarose-GeleleKtrophOreSe.........ooiiiiiiiiiiiiiiee e 24
2.3.5 Ortsgerichtete MUtAQENESEe .........uuiceee e, 24
2.3.6 DNA-SEQUENZIEIUNG ....uvteutiitiiiiii e a e e e e s e e e s e e e e e e e e e aas 25
24 Allgemeine analytische Methoden............oooocciiiiiiiecc e 26
2.4.1 ProteinbestimmuUNGEN ........oocoece e 26
24.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese.............uvuuiiuiiiiuiiiniiiiiiiianans 26
24.3 Immunologischer Nachweis von BetP-Varianten im Western Blot ............. 27

244 Immunologischer Nachweis von rekombinanten GST-Proteinen im
WeStern BlOt .......oooooiiiiiiiieeeeeeeee e 27
245 Bestimmung der OsSmolalitat.............oooiiiiiiiiiee 28
246 Bestimmung der Biotrockenmasse ..............oeevviiiiiiiiiiiiiieee 28
247 Bestimmung der Kaliumkonzentration in Zellen und Uberstanden............. 28



Inhaltsverzeichnis

2.5 Biochemische Methoden ... 29
2.5.1 Isolierung des GST-C-BetP-Fusionsproteins..........c..oevvveviiieeiiiiieviiveiiinnnnnns 29
252 Isolierung der BetP-C-Doméane aus dem GST-C-BetP-Fusionsprotein...... 30
2.5.3 Membranpraparationen fir die Isolierung von Strep-BetP ......................... 30
254 Isolierung von Strep-BetP Uber StrepTactin-Affinitatschromatographie ..... 31
2.5.5 Praparation VON LIPOSOMEN ........uuuuiuiiii e 32
2.5.6 Rekonstitution von Strep-BetP in Liposomen .........ccocoeeeieiiiiiiiiiiieieeceeeeeen, 32
2.5.7  Variation der Lipidzusammensetzung der Liposomenmembran und

Variation des internen Liposomenpuffers ........ccccccevvvvviiiiiiieiiieeiieeeeeeeeeeee, 33
2.5.8 Beladen von Poteoliposomen mit Peptiden..........cccccccooiiiiiiiiici e, 33
2.5.9 Nachweis der Orientierung von Strep-BetP in Proteoliposomen................. 34
2.5.10 Peptide array EXPerimente .........couuiiiiiii et 34
2.5.11 Radiochemische TransportmesSUNGEN ..........uuceiiieeirieiiiiiieiee e 35

2.6 Biophysikalische Methode: Surface-plasmon-resonance-Spektroskopie. 38

2.6.1 Theoretische Grundlagen ............oooiiiiiiiiiii e 38
2.6.2 Kinetische Zusammenhange und Datenauswertung.............ccccvvveeeeeennnnns 40
2.6.3 Kopplung von Liposomen auf einen L1-Chip und Durchfliihung von
Interaktionsexperimenten .......... ..o 42
3 Ergebnisse...... 44
3.1 Ortsgerichtete Mutagenese der C-terminalen Domane.............cccccccecinnnnnee. 44
3.1.1 Immunologische Quantifizierung C-terminaler BetP-Varianten .................. 47
3.1.2 Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Prolinvarianten in E. coli
MKHA3 ZEIEN ... e e e eeeaeens 47
3.1.3  Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Varianten mit Nicht-
Prolinsubstitutionen in E. coli MKH13 ... ... 50
3.1.4  Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Varianten im niederosmolaren
L= =T o 51
3.1.5  Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Varianten in C. glutamicum DHPF . 53
3.2 Regulation und Orientierung C-terminaler BetP-Varianten in
[ o3 L=Y o 1 0T o =Yoo 4 =1 o 1Y 56
3.2.1 Einfluss der Kopfgruppenladung umgebender Membranlipide auf die
Regulation C-terminaler BetP-Varianten ............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeen 56
3.2.2 Einfluss der Membranumgebung sowie C-terminaler Substitutionen auf
die Orientierung von BetP in Proteoliposomen...................ccccoc. 58
3.3 Aktivitiatsregulation N-terminal deletierter BetP-Varianten......................... 60
3.4 InteraktioNsSStUdIeN .........coiiiiiiiiii s 63



Inhaltsverzeichnis

3.4.1 Intramolekulare Interaktionen der C-terminalen Domane.............cccccoeenne 63
3.4.2 Interaktionen der BetP-Extensionen mit Lipidoberflachen...........c.ccc.......... 68

3.5 Untersuchung des Kaliumstimulus in lebenden Zellen............................... 72

T B B =3 (¥ L7 o o N 82
5 ZusammenfasSuNg ........ccccceiiiiinniiiinsssrrr i ————- 105
6 ANNANG....ooi e 107
6.1 Topologiemodell flir BetP............ e 107
6.2 Sequenzen zu Peptide Arrays.........cccccccccccccacccecrsssir e 108
6.3 Sekundarstrukturvorhersagen fiir C-terminale BetP-Varianten ............... 110
6.4 Helical wheel Vorhersage fiir die C-terminale Domane............ccccceeeriiiinnnee 112

T Literatur.......ooeeciiiiicceeerrr s 113



Abkiirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

AHT
AmpR

AP
BCCT-Familie
BCIP/NBT
BHI-Medium
BSA

BTM

LB-Medium

Anhydrotetracyclin

Resistenz gegen Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Betain-Cholin-Carnitin-Transporter-Familie
5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-Phosphat/Nitro-Blau-Tetrazolium
Brain-Heart-Infusion-Medium
Rinderserumalbumin

Biotrockenmasse

Cardiolipin

Resistenz gegen Chloramphenicol
Dodecylmaltosid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphocholin
1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphoethanolamin
1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphat
1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphoserin
Ethylendiamintetraessigsaure
Glutathione-S-Transferase
Fluorenyl-Methoxy-Carbonyl

Stunden
4-Hydroxy-Azobenzen-2-Carboxylsdure
Isopropylthiogalactosid
horseradish-Phosphatase

Kilo-Dalton

Wechselzahl

Michaelis-Menten-Konstante
Dissoziationskonstante
Kalium-Phosphat-Puffer

Luria Bertani-Medium



Abkiirzungsverzeichnis

LPR
MFS
NaP;
oD
PAGE
PCR
PEG
Pipes
PVDF
RT
SDS
SPR
SSS
Trap
TRIS
UN-Kultur
Upm
Vimax

Lipid-Protein-Verhaltnis

major faciliator superfamily
Natrium-Phosphat-Puffer

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglycol
Piperazin-1,4-Bis-2-Ethansulfon-Saure
Polyvinylidendiflourid

Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Surface-plasmon-resonance
sodium/solute-symporter

tripartite ATP-independent periplasmic
2-Amino-Hydroxymethylpropane-1,3-Diol
Ubernacht-Kultur

Umdrehungen pro Minute

Maximalgeschwindigkeit



Einleitung

1 Einleitung

Fluktuationen in der externen Osmolaritdt gehéren zu den haufigsten Stresssituationen
mit denen Bakterien sowohl in ihren naturlichen Habitaten als auch unter
Laborbedingungen konfrontiert werden. Mechanismen zur effektiven Homoostase des
Zellvolumens sind flr alle Zellen unabdingbar, um unter Extremsituationen die Integritat
der Zelle zu bewahren und Stoffwechsel und Wachstum unabhangig von den externen
Gegebenheiten aufrechtzuerhalten. Diese Arbeit behandelt einen spezifischen Teil der
Anpassung des Modellorganismus Corynebacterium glutamicum an osmotischen Stress
und tragt somit zum Verstandnis eines grundlegenden biologischen Phanomens bei.

Das Gram-positive Bodenbakterium C. glutamicum wurde 1957 von Kinoshita et al. als
Glutamat-produzierender Organismus isoliert und charakterisiert. Phylogenetisch wird das
aerobe, nicht-mobile und nicht-sporulierende Bakterium den GC-reichen Actinomyceten
zugeordnet (Abe et al., 1967). In der Unterordnung der Corynebacterinea gehdrt es hier
zur Familie der Corynebacteriacea (coryneforme = keulenférmige Bakterien) (Liebl, 2005).
Seine Bedeutung als Modellorganismus liegt in seiner engen Verwandtschaft mit den
humanpathogenen Bakterien C. diphtheriae, Mycobacterium tuberculosis und M. leprae
begrindet. Zudem hat C. glutamicum seit mehreren Jahrzehnten weltweite Bedeutung flr
die fermentative Produktion von L-Glutamat und L-Lysin im industriellen MaRstab erlangt
(Leuchtenberger et al., 2005). Da der Organismus wahrend des Fermenationsprozesses
hohen externen Osmolaritaten ausgesetzt ist, ist das Verstandnis der Osmostressantwort

in C. glutamicum also auch von biotechnologischem Interesse (Kramer, 1994).

1.1 Osmotische Eigenschaften einer Zelle

Der Effekt von Anderungen der umgebenden Osmolaritdt auf Zellen beruht auf der
selektiven Permeabilitdt einer biologischen Membran, welche das cytoplasmatische
Kompartiment einer Bakterienzelle von ihrer Umgebung abgrenzt. Die
Cytoplasmamembran ist impermeabel fur Makromolekiile, lonen und polare Substanzen,
wahrend Wasser frei durch die Lipiddoppelschicht diffundieren kann. Steigt oder fallt die
Osmolariat des externen Mediums, so entsteht Uber die Membran ein Gradient des
chemischen Wasserpotentials und Wasser diffundiert entlang des Potentialgradienten in

das Kompartiment geringeren Potentials. Diese gerichtete Diffusion wird als Osmose
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bezeichnet. Die Diffusion des Wassers uber die Membran kann zusatzlich durch
Aquaporine beschleunigt werden. Diese Wasser-selektiven Kanéle sind weit verbreitet
und kommen in Archaeen, Bakterien und Eukaryoten vor. lhre physiologische Relevanz
fur Bakterien ist aber noch immer umstritten (Calamita et al., 1995; Kruse et al., 2006;

Tanghe et al., 2006). In C. glutamicum wurden keine Aquaporine gefunden.

Das chemische Potential des Wassers (W), auch Wasseraktivitat genannt, setzt sich
zusammen aus dem osmotischen Potential (W;;) und dem hydrostatischen Druck einer

Losung (Wp):

Wy = W+, (Gleichung 1.1)

W, beschreibt hierbei den Einfluss geldster Stoffe auf das Wasserpotential und W, ist der
Turgordruck, den die Plasmamembran auf die Zellwand ausibt. Das osmotische Potential
W, einer wassrigen Lésung ist proportional zur Konzentration der gelésten Substanzen c.

Nach der Van't Hoff'schen Gleichung gilt:

W, =-RT ¢ (Gleichung 1.2)

(R = allgemeine Gaskonstante, T: absolute Temperatur)

Die Konzentration osmotisch aktiver Substanzen in der Zelle ist normalerweise deutlich
héher - das heilt W, ist negativer - als im Medium. Der hieraus resultierende
Wasserseinstrom flhrt zum Aufbau eines positiven Turgordrucks ¥, gegen die Zellwand,
der so weit ansteigt, bis der negative Potentialgradient ausgeglichen ist (Cosgrove, 2000).
In Gram-negativen Bakterien betrdgt der Turgordruck 1 bis 5 atm, in Gram-positiven
Bakterien 15 bis 25 atm (Poolman und Glaasker, 1998). Schwankungen in der externen
Osmolaritat (s. u.) induzieren also nach Gleichung 1.1 ein Absinken (hyperosmotischer
Stress) oder einen Anstieg (hypoosmotischer Stress) des Zellturgors. Osmoregulation
bedeutet, dass die intrazellulare Solutkonzentration (beziehungsweise das osmotische
Potential W;;) an die externen Bedingungen angepasst und somit Turgorveranderungen
nivelliert werden. Die strikte Regulation des Turgors ist fur die Bakterienzelle
lebensnotwendig, da er die mechanische Kraft fur die Ausdehnung der Zellwand und

somit die Voraussetzung flir Zellwachstum ist (Koch, 1983).
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1.2 Osmolalitat und Osmolaritat einer Losung

Der Zusammenhang zwischen dem osmotischen Potential (osmotischen Druck) einer

wassrigen Losung und der Wasseraktivitat kann auch wie folgt ausgedruckt werden:

Wy = -(RT/Vw) In Py (Gleichung 1.3)

(Vw= partielles molares Volumen des Wassers)

Hiervon I&sst sich die Osmolalitat (in osmol/kg) einer Losung ableiten:
Osmolalitat = W /RT (Gleichung 1.4)

Die Osmolalitat kann gemessen, jedoch nicht berechnet werden, da der Einfluss, den ein
Teilchen auf die Wasseraktivitat ausibt, von Ladung, GroRe oder Form des Teilchens
abhangig ist. Eine rechnerische Anndherung stellt jedoch die Osmolaritat dar, welche
berechnet aber nicht gemessen werden kann und die Zahl osmotisch wirksamer Teilchen
in mol/l (oder osM) angibt (Wood, 1999):

Osmolaritat = 3 ¢;= W, /RT
I

1.3 Die hypoosmotische Stressantwort

Hypoosmotischer Stress entsteht, wenn die Osmolaritdt des externen Mediums stark
herabgesetzt, die Wasseraktivitat also erhdoht wird. Nach den Gesetzen der Osmose
stromt dann Wasser in die Zelle ein, die Zelle schwillt an und der Turgordruck steigt. Um
das Platzen der Zelle zu verhindern, werden lonen und kleine Solute ins Medium
entlassen. Hierdurch steigt das osmotische Potential in der Zelle, das Wasser flief3t
zurtick und der Turgor wird normalisiert. Der schnelle Efflux von lonen und Soluten wird
durch mechanosensitive Kanale vermittelt (Berrier et al., 1992; Ruffert et al., 1999; Wood,
1999). Diese ubiquitar verbreiteten Membranproteine detektieren U(ber direkte
Interaktionen mit der Lipiddoppelschicht eine erhdhte laterale Membranspannung, welche
ihren Offnungsmechanismus ausldst (Sukharev et al., 2001; Booth et al., 2007). In
Escherichia coli wurden drei Gruppen mechanosensitiver Kanale gefunden: MscS, MscL

und MscM. Die Nomenklatur beruht auf ihren unterschiedlichen Leitfahigkeiten
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(mechanosensitive channel of large, small, mini conductance). Je grofRer die Leitfahigkeit
eines Kanals ist, desto hdher liegt auch seine Aktivierungsschwelle. So kdnnen die
mechanosensitiven Kanale trotz geringer Substratspezifitait eine, der Starke des
osmotischen Schocks angepasste, graduelle Stressantwort vermitteln (Berrier et al., 1996;
Csonka und Epstein, 1996). Die beiden sehr gut charakterisierten Kanale MscS und
MscL, werden codiert durch die Gene mscL und yggB. MscM konnte hingegen noch nicht
genetisch identifiziert werden (Sukharev et al., 1994, 2001; Levina et al., 1999; Bass et
al., 2002; Booth et al., 2007). In C. glutamicum sind bisher zwei mechanosensitive Kanale
bekannt: MscL und YggB (Ruffert et al., 1997, 1999). Die Existenz mindestens eines
weiteren Kanals wird jedoch durch die Beobachtung impliziert, dass nach Ausschaltung
der Gene mscL und yggB, noch schneller Betainefflux detektiert werden konnte

(Nottebrock et al., 2003; Kirsten Bérngen, personliche Mitteilung).

1.4 Die hyperosmotische Stressantwort

Ein hyperosmotischer Schock induziert osmotischen Wasserausstrom aus der Zelle.
Durch das Zusammenbrechen des Turgors und die Dehydrierung des Cytoplasmas
werden Wachstum und Zellmetabolismus geféahrdet (Wood, 1999). Bakterien Uberwinden
diese lebensbedrohliche Stresssituation, indem die Konzentration osmotisch wirksamer
Teilchen im Cytoplasma erhdht und somit der Wasserverlust gestoppt wird. Hier kdnnen
prinzipiell zwei Strategien unterschieden werden: 1) Bei der salt-in-Strategie werden
anorganische lonen, vorwiegend K" und CI;, in hohen Konzentrationen (bis zu 7 M) im
Cytoplasma akkumuliert. Diese Form der Osmoadaptation wird von einigen halophilen
Bakterien und Archaeen angewandt. Sie erfordert eine weitreichende Anpassung der
zellularen Maschinerie an die hohen cytoplasmatischen lonenstarken und ermdéglicht die
Besiedelung hochsaliner Habitate, schrankt aber gleichzeitig den Lebensraum auch auf
diese speziellen Habitate ein (Galinski und Triper, 1994). 2) Die meisten Bakterien
verfolgen die salt-out Strategie, bei der nicht anorganische lonen, sondern kleine
organische Substanzen, so genannte kompatible Solute, im Cytoplasma akkumuliert
werden. Diese Organismen kénnen zwar nur gemaRigt salzhaltige Habitate besiedeln,
zeigen jedoch hohe Flexibilitat bei der Bewaltigung stark fluktuierender externer
Osmolaritaten (Sleator und Hill, 2001; Pfliiger und Mdiller, 2004).
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1.4.1 Kompatible Solute und das Modell des preferential exclusion

Kompatible Solute sind definiert als niedermolekulare Substanzen, die in sehr hohen
Konzentrationen im Cytoplasma akkumuliert werden kénnen, ohne dabei die Physiologie
der Zelle zu stéren. Sie kdnnen gemald ihrer Molekulstruktur in verschiedene Klassen
unterteilt werden: Aminosauren, Aminosaurederivate, kleine Peptide, Methylamine,
Sulfatester, Polyole und Zucker. Die einzelnen Bakterienspezies verwenden
unterschiedliche Spektren kompatibler Solute, am meisten verbreitet sind jedoch
Glycinbetain, Prolin, Ectoin und Trehalose (Abbildung 1.1) (Bremer und Kramer, 2000).
Kompatible Solute tragen auf zwei Arten zum Schutz gegen hyperosmotischen Stress bei,
zum einen durch ihre osmotische Wirksamkeit, zum anderen durch ihre Eigenschaft, die
native Struktur von Proteinen zu stabilisieren. Kompatible Solute sind kosmotrop. Dies
bedeutet, dass sie, im Gegensatz zu chaotropen Molekilen (wie zum Beispiel Harnstoff),
nicht mit dem Lésungsmittel Wasser interagieren und so die Wasserstruktur verstarken.
Die Interaktion des Wassers mit der Proteinoberflache wird hierdurch verbessert und die
kompatibeln Solute bleiben von der Hydrathiille ausgeschlossen. Durch diesen Effekt des
preferential exclusion sind auch hohe Konzentrationen dieser Substanzen nicht schadlich
fur den Zellmetabolismus (Arakawa und Timasheff, 1985; Yancey, 1982; Wood, 1999).

(|3HS HN
+ 0]
’ | Hz 07 N O )\\NJr ©
CH H, - H,C
3 o H _
O
Glycinbetain Prolin Ectoin
HO-CH,
0]
OH
OH 5 H.C—OH
OH| O OH
OH
OH
Trehalose

Abbildung 1.1: Die wichtigsten kompatiblen Solute fiir Bakterien.
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1.4.2 Phasen der Osmoadaptation

Die Antwort einer Bakterienzelle auf einen hyperosmotischen Schock kann in zwei
Phasen unterteilt werden: 1) Die schnelle Aufnahme von Kaliumionen. 2) Die langfristige
Akkumulation groBer Mengen kompatibler Solute. Osmotisch induzierter K*-Import ist
sowohl fur das Gram-negative Bakterium E. coli, als auch fir das Gram-positive
Bakterium Bacillus subtilis beschrieben worden (Epstein, 1986; Whatmore et al., 1990). In
E. coli wird dieser vorwiegend Uber ein niederaffines Trk-System und ein hochaffines Kdp-
System, in B. subtilis Uber ein Kir-System vermittelt (Epstein, 2003; Holtmann et al.,
2003). Der entstehende Uberschuss an positiven Ladungen wird in E. coli durch die
Synthese von Glutamat teilweise kompensiert (Dinnbier et al., 1988; McLaggan et al.,
1994). Wie ein vollstandiger Ladungsausgleich erreicht wird, ist aber bis heute
unverstanden. In C. glutamicum wurden Kkirzlich zwei Kaliumaufnahmesysteme
identifiziert. Ein Kup-System mit Ahnlichkeit zum Kationen/Protonen-Symporter Kup aus
E. coli und ein Kaliumkanal (cg/K) mit starker Ahnlichkeit zu mthK aus Methanobacterium
thermoautotrophicum (Becker, 2007). Die beiden Systeme sind jedoch biochemisch noch
nicht charakterisiert und es gibt keinen Nachweis fiir eine spezifische Aktivierung der K-
Aufnahme unter hyperosmotischen Bedingungen. Ebenso ist die Rolle der
Glutamatsynthese in dieser Phase nicht eindeutig geklart (Morbach und Kramer, 2003).

Nachdem durch die erste Phase der bakteriellen Osmoadaptation die Dehydrierung der
Zelle schnell gestoppt wurde, wird in der zweiten Phase Kalium durch neutrale kompatible
Solute ersetzt, um schadliche Effekte durch hohe lonenkonzentrationen zu vermeiden.
Zur Langzeitadaptation wird von E. coli vorwiegend Trehalose synthetisiert (Dinnbier et
al., 1988). C. glutamicum bevorzugt hier unter guter Stickstoffversorgung die Synthese
von Prolin, ist aber auch zur Synthese von Trehalose, Glutamat und Glutamin befahigt
(Ley, 2001; Wolf et al., 2003; Rdénsch et al., 2003). Sind kompatible Solute im Medium
verfigbar, so bevorzugen alle Bakterien deren Import gegeniber der de novo Synthese,
da dieser schneller und energetisch ginstiger fur die Zelle ist. Hierzu sind Bakterien mit
verschiedenen Transportsystemen ausgestattet (siehe Kapitel 1.4.3). Sowohl die
Biosynthese als auch der Import kompatibler Solute werden nicht nur auf Aktivittsebene,
sondern auch auf Ebene der Genexpression osmoabhangig reguliert (Jovanovich, et al.,
1988; Culham et al., 1993; Peter et al., 1998b; Ley, 2001; Wolf et al., 2003; Moker et al.,
2004). Die Anpassung der Genexpression an die hyperosmotische Stresssituation stellt

den letzten Schritt der Langzeitosmoadaptation dar.
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1.4.3 Aufnahmesysteme fur kompatible Solute

Osmoregulierte  Aufnahmesysteme fur kompatible Solute sind in diversen
Transporterfamilien vertreten (Tabelle 1.1). So sind sowohl primare ABC-(ATP-binding
cassette)-Transporter wie OpuA aus Lactobacillus lactis oder ProU aus E. coli (Obis et al.,
1999; Lucht und Bremer, 1994) als auch sekundar aktive Transporter der Familien MFS
(major faciliator superfamily), SSS (sodium/solute  symporter) und BCCT
(Betain/Carnitin/Cholin-Transporter) als bakterielle, osmoregulierte Carrier bekannt (Saier,
2000; Morbach und Kramer; 2004). Zuletzt wurde auch ein Mitglied der Trap-(tripartite
ATP-independent periplasmic)-Transporterfamilie (TeaABC aus Halomonas elongata) als
osmoreguliertes Aufnahmesystem identifiziert (Gramman et al., 2002). Die Tatsache, dass
strukturell und transportmechanistisch sehr unterschiedliche Proteine osmotisch reguliert
sind, spricht daflir, dass sich die Mechanismen zur Detektion von osmotischem Stress

mehrfach unabhangig voneinander entwickelt haben.

Tabelle 1.1: Wichtige osmoregulierte bakterielle Transporter. (nach Gramman et al., 2002;
Morbach und Kramer, 2004); ABC= ATP-binding cassette; MFS= major faciliator superfamily; BCCT=
Betain/Carnitin/Cholin-Transporter; SSS= sodium/solute-symporter; TrapT= tripartite-ATP-independent
periplasmic-Transporter.

Familie Transporter Organismus Hauptsubstrat
ABC primar OpuA L. lactis Betain
OpuA B. subtilis Betain
OpuC B. subtilis Betain
OpuB B. subtilis Cholin
ProuU E. coli Betain
MFS sekundar ProP E. coli Prolin
BCCT sekundar BetT E. coli Betain
OpuD B. subtilis Betain
SSS sekundar OpuE B. subtilis Prolin
TrapT sekundar TeaABC H. elongata Ectoin

C. glutamicum besitzt vier sekundar aktive, osmoregulierte Aufnahmesysteme fir
kompatible Solute: BetP, EctP, LcoP, ProP, die den Familien BCCT und MFS angehdren
und sich bezuglich ihrer Substratspezifitdt sowie des verwendeten Co-Substrates
unterscheiden (Tabelle 1.2) (Peter et al.1998b; Kappes et al., 1996; Saier et al., 1999;
Saier, 2000). BetP, IcoP und proP werden auch auf der Ebene der Transkription reguliert.

Sie stehen unter der Kontrolle des Zweikomponentensystems MitrBA, welches ihre
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Expression nach einem hyperosmotischen Schock induziert. EctP hingegen wird

konstitutiv exprimiert (Weinand et al., 2007).

Tabelle 1.2: Osmoregulierte Aufnahmesysteme fiir kompatible Solute in
C. glutamicum. (Peter et al., 1996, 1997, 1998b; Steger, 2002). MFS= major faciliator
superfamily; BCCT= Betain/Carnitin/Cholin-Transporter.

Transporter Familie Co- Substrate Kn Vinax
Substrat [uM] [nmol/min*mg TG]
BetP BCCT Na* Betain 8,6 110
EctP BCCT Na* Ectoin 63 27
Betain 333 34
Prolin 1200 34
LcoP BCCT Na* Betain 154 8,5
Ectoin 539 8,6
ProP MFS H* Prolin 48 71
Ectoin 132 129

1.4.4 Sensorproteine fiir osmotischen Stress

Die unmittelbare Detektion von osmotischem Stress ist eine Voraussetzung fir eine
schnelle Stressantwort. Hierflr besitzen Bakterien so genannte Osmosensoren, welche
definiert sind als Proteine, die Anderungen der Wasseraktivitat (direktes Osmo-sensing)
oder hieraus resultierende Veranderungen in der Zellstruktur oder -komposition (indirektes
Osmo-sensing) detektieren und eine osmoregulatorische Antwort auslésen (Wood, 2007).
Bei allen bislang bekannten Osmosensoren handelt es sich um integrale
Membranproteine, die unterteilt werden kénnen in die Gruppe von Transportern und
Kanalen sowie die Zweikomponentensysteme (ZKS). Wahrend die erste Gruppe fur die
direkte Stressantwort auf Ebene der Proteinaktivitdt verantwortlich ist, das heil3t fur die
Aufnahme und Abgabe von kompatiblen Soluten, 16sen Zweikomponentensysteme die
zellulare Stressantwort auf Ebene der Genexpression aus. Hierbei wird der Stress durch
eine membranstéandige Sensorhistidinkinase detektiert. Diese Ubertragt nach einer
Autophosphorylierung den Phosphatrest auf einen cytoplasmatischen Antwortregulator,
welcher dann direkt oder indirekt die Expression von Zielgenen induziert oder reprimiert
(Moker et al., 2007a). ZKS sind also eher fur die Langzeitadaptation an osmotischen

Stress von Bedeutung.
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Interessanterweise wird die katalytische Aktivitat anderer Proteine, wie zum Beispiel die
der Lactose-Permease LacY, unter Osmostressbedingungen eingeschrankt, wahrend ein
Osmosensor erst unter diesen Bedingungen aktiviert wird (Wood, 2006). Die Aktivierung
von Proteinen unter Bedingungen, die fur andere Transporter eher inhibierend sind, macht
die Frage nach dem aktivierenden Reiz eines Osmosensors und das Verstandnis seines
Aktivierungsmechanismus besonders spannend. Sowohl unter hyper- als auch unter
hypoosmotischen Bedingungen flhren die Wasserflisse aus oder in die Zelle zur
zeitgleichen Modifikation verschiedener Parameter, welche als mogliche Reize fir
Osmosensoren in Frage kommen (Wood, 1999; Morbach und Kramer, 2004). Dies sind
die Veranderung des Zellturgors oder hieraus resultierende Veranderungen der
Membranspannung, der osmotische Gradient ber die Membran, die Anderung des
osmotischen Potentials per se beziehungsweise die interne oder externe lonenstarke
sowie Konzentrationsveranderungen einzelner Solute oder lonen (Wood, 1999). Im Falle
des hyperosmotischen Stresses kommt aulRerdem macromolecular crowding in Frage.
Hierbei handelt es sich um die Neigung von Makromolekulen durch ihren Platzbedarf in
einer Ldsung, biochemische Gleichgewichte (zum Beispiel Proteinfaltung) oder
Reaktionen (zum Beispiel Enzymaktivitaten) zu beeinflussen (Wood, 2007). Zwar sind die
unspezifischen Wechselwirkungen zwischen Makromolekilen an sich schwach, jedoch
nehmen Makromolekile etwa 50% des Zellvolumens ein und dieser Anteil wird durch
osmotisches Schrumpfen der Zelle noch weiter erhoht. So kann die extrem dichte
Packung von Makromolekulen durchaus einen Effekt auf Osmosensoren ausiben (Garner
und Burg, 1994).

Die funktionale Rekonstitution von Osmosensoren in artifiziellen Proteoliposomen ist seit
langem die Methode der Wahl fur die Charakterisierung ihrer sensorischen Eigenschaften.
Zum einen kann in dem isolierten System Uberprift werden, ob sensorische,
regulatorische und katalytische Eigenschaften in einem Protein vereint sind, zum anderen
ermoglicht es die Identifizierung beziehungsweise Eingrenzung des aktivierenden Reizes
fur einen Osmosensor, da verschiedene potentielle Stimuli systematisch und unabhangig
voneinander variiert werden koénnen. Allerdings ist das methodische Potential des
Proteoliposomensystems insofern begrenzt, als dass Faktoren wie Turgor, die
mechanische Beschaffenheit der Cytoplasmamembran oder macromolecular crowding
nicht oder nur bedingt erfasst werden kénnen. Dennoch konnten durch das artifizielle
System in der Vergangenheit fir eine Reihe von Osmosensoren die aktivierenden Reize
eingegrenzt beziehungsweise identifiziert werden. Tabelle 1.3 gibt einen Uberblick tber

bekannte Osmosensoren und die von ihnen detektierten Stimuli.
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Tabelle 1.3: Osmosensoren und die von ihnen detektieren Stimuli.
(nach Wood, 2007; Jung et al., 2001; Sukharev et al., 2002; Schiller et al., 2004a; Wood, 2006;
Mahmood et al., 2006; Moker et al., 2007a, b; Jeon und Voth, 2008; Hamann et al., 2008)

Sensor Funktion Organismus perzipierter oder ausge- direktes
schlossener Stimulus Sensing?

MscL mechanosensitiver M. tuberculosis ~ Membranspannung nein
Kanal

MscS mechanosensitiver E. coli Membranspannung/ nein
Kanal elektrisches Potential

ProP H*/Prolin-Symporter E. coli Hydratationsstatus ja

BetP Na®/Betain-Symporter  C. glutamicum interne K'-Konzentration nein

OpuA ABC-Transporter fur L. lactis interne lonenstarke nein
Betain

MtrB Histidinkinase/ C. glutamicum Hydratationsstatus ja
ZKS MtrBA

KdpD Histidinkinase/ E. coli nicht K'/Solute intern; ?
ZKS KdpDE nicht Turgor

EnvZ Histidinkinase/ E. coli K*?/ nicht eindeutig geklart ~ ?

ZKS EnvZ/OmpR

1.4.5 Die Osmosensoren ProP und OpuA

Bislang sind drei Transporter flir kompatible Solute identifiziert, die zugleich als
Osmosensor und Osmoregulator fungieren. Mit Hilfe von Proteoliposomen wurde gezeigt,
dass sie keinen weiteren Proteinfaktor fir ihre Regulation bendétigen. Diese sind ProP aus
Escherichia coli, OpuA (BusA) aus Lactococcus lactis und BetP aus C. glutamcium, der
Gegenstand dieser Arbeit ist (Racher et al., 1999; Ribenhagen et al., 2000; van der
Heide und Poolman, 2000). Die Vereinigung der drei funktionalen Ebenen Osmo-sensing,
Regulation und katalytische Aktivitdt in einem Protein liefert einen schnellen und
effektiven osmoregulatorischen Mechanismus, dessen Aufklarung im Focus der aktuellen

Forschung auf dem Gebiet der Osmoregulation liegt.
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ProP vermittelt in E. coli die Aufnahme von Soluten wie Prolin und Glycinbetain im
Symport mit H'-lonen. Der Transporter gehdrt zur MFS-Familie und umfasst zwolf
Transmembrandomanen sowie eine cytoplasmatisch gelegene, 60 Aminosaurereste
lange, a-helikale Extension. Die C-terminale Extension von ProP homodimerisiert Uber die
Ausbildung eines anti-parallelen coiled-coil Motives (Hillar et al., 2005). Eine
Destabilisierung  des  Dimerisierungsmotives  fihrt zu  einer  verminderten
Aktivierungsschwelle des Transporters, woraus die Beteiligung der C-Extension in den
Regulationsmechanismus  postuliert wurde. Des Weiteren wird die ProP-
Aktivierungsschwelle von der Zusammensetzung der Membranumgebung beeinflusst
(Tsatskis et al., 2005; Romantsov et al., 2008). Aus der Beobachtung, dass ProP sowohl
durch verschiedene lonen, als auch durch kleine organische Solute und
Polyethylenglycole aktiviert wird, welche zur Imitation von macromolecular crowding
Effekten verwendet werden, wurde geschlossen, dass ProP Uber seinen veranderten
Hydratationszustand bei hyperosmotischem Stress aktiviert wird (Racher et al., 2001;
Culham et al.,, 2003; Wood, 2006). Allerdings erlangt ProP nur in Gegenwart eines
weiteren cytoplasmatischen Proteins, ProQ, seine volle Aktivitdt. Das osmoregulatorische
Verhalten per se wird aber nicht durch ProQ verandert (Kunte et al., 1999; Smith et al.,
2004).

OpuA ist ein Bindeproteinabhangiger-ABC-Transporter, der aus zwei transmembranen
Translokationsdomanen (OpuAA), an welche jeweils eine periplasmatische
Substratbindedomane fusioniert ist, und zwei cytoplasmatischen ATPase Untereinheiten
(OpuABC) besteht (Biemans-Oldehinkel et al., 2006a). Der Transporter wird durch eine
erhohte interne lonenstarke aktiviert, wobei die Schwelle zur Aktivierung vom Anteil der
negativ geladenen Lipide in der Membran abhangt (van der Heide et al.,, 2001). Die
OpuABC Untereinheit des Transporters besitzt C-terminal eine tandem CBS
(Cystathionin-p-Synthase)-Domane mit einem anionischen Fortsatz. Es wurde
beobachtet, dass die komplette Deletion der C-terminalen Domane von OpuABC einen
Verlust der Osmoregulation ausloste, wahrend die Entfernung des anionischen Fortsatzes
nur zu einer lipidabhangigen Modulation der Aktivierungsschwelle von OpuA flihrte. Auf
Grund dessen wird spekuliert, dass die C-terminale Domane von OpuABC die
cytoplasmatische lonenstarke Uber Interaktionen mit negativ geladenen Membranlipiden
detektiert und so die Regulation von OpuA steuert (Biemans-Oldehinkel et al., 2006b;
Mahmood et al., 2006).

11



Einleitung

1.4.6 Der Glycinbetain-Transporter BetP aus C. glutamicum

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Osmosensor und Osmoregulator BetP
(Betain-Permease) aus C. glutamicum, der zur Betain/Carnitin/Cholin-Transporter-Familie
(BCCT) gehdrt und ausschlieBlich Glycinbetain im Symport mit zwei Natriumionen
transportiert (Peter et al., 1996; Farwick et al., 1995; Rubenhagen et al., 2000). Das
595 Aminosauren umfassende BetP Monomer hat ein apparentes Molekulargewicht von
64,2 kDa und besteht laut Topologiemodell aus zwdlf Transmembrandomanen sowie zwei
cytoplasmatisch gelegenen Extensionen am N- beziehungsweise C-Terminus
(s. Anhang 6.1, Topologiemodell). Diese Orientierung des Transporters in der Membran
wurde auch experimentell nachgewiesen (Peter et al., 1996; Rubenhagen et al., 2001). In
der achten Transmembranhelix und der darauf folgenden cytoplasmatischen Schleife
besitzt BetP einige innerhalb der BCCT-Familie hoch konservierte Aminosaurereste, flr
die eine Beteiligung am Substrattransport angenommen wird (Peter et. al, 1996; Kappes
et al., 1996). Durch cryoelektronenmikroskopische Studien mit 2D-Kristallen konnte
gezeigt werden, dass BetP in der Membran als Homotrimer vorliegt, wobei die
Elektronendichten darauf schlieRen lassen, dass jede Untereinheit einen eigenen
Translokationskanal ausbildet (Ziegler et al., 2004; Tsai et al., 2007). Kinetisch zeichnet
sich BetP durch eine hohe Affinitat (K,-Wert: 8,6 uM) zu seinem einzigen Substrat
Glycinbetain  (nachfolgend als Betain bezeichnet) sowie durch eine hohe
Transportgeschwindigkeit mit einem V.« von 110 nmol/min*mg BTM aus, womit BetP
eines der schnellsten Aufnahmesysteme in C. glutamicum ist. BetP kann sein Substrat bis
zu einem Konzentrationsgradienten von 4 x 10° (intern:extern) akkumulieren und somit
effektiv zum Schutz gegen hyperosmotischen Stress in C. glutamicum beitragen (Farwick
et al., 1995). Der K.,-Wert fir das Cosubstrat Na*, Gber dessen elektrochemisches
Potential die Energie fur den Betain Transport generiert wird, liegt bei 49,7 uM (Ott, 2005).
Die BetP-Aktivitat wird in Abhangigkeit der externen Osmolalitédt genau reguliert. Steigt die
Osmolalitdt im Medium dber einen Wert von etwa 0,3 osmol/kg an, so geht BetP in
weniger als einer Sekunde in seinen aktiven Zustand Uber (Peter et al., 1998b). Die
maximale BetP-Aktivitat wird bei etwa 1,2 osmol/kg erreicht (Peter et al., 1996). Eine
sinnvolle und effiziente Osmostressantwort fordert auch die Inaktivierung eines
Osmosensors, wenn ausreichend viele kompatible Solute zur Kompensation des Stresses
akkumuliert sind. Eine solche Reduktion der BetP-Aktivitat wird als activity adaptation
bezeichnet, wobei der Zeitpunkt zu dem diese eintritt von der Starke des applizierten
Osmoschocks abhangt. Der Mechanismus der activity adaptation ist nicht genau
verstanden, klar ist jedoch, dass dieser sich grundlegend vom Aktivierungsmechanismus
unterscheidet (Botzenhardt, 2004; Morbach und Kramer, 2005). Um den
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Aktivierungsmechanismus eines Osmosensors im Detail zu verstehen, muissen drei
Sachverhalte geklart werden: 1) Welcher Stimulus wird genau detektiert? 2) Welcher
Proteinbereich detektiert den Stimulus? 3) Wie wird das aktivierende Signal an die
katalytische Einheit des Proteins transduziert? Durch Studien mit BetP-Proteoliposomen
aus E. coli Lipiden konnten die Membranspannung, interne/externe Osmolaritat und
Solutkonzentrationen als potentielle Stimuli flir BetP ausgeschlossen werden. Es konnte
gezeigt werden, dass BetP spezifisch durch eine Erhéhung der intraliposomalen K-
lonenkonzentration aktiviert wird. Rb* und Cs*, die einen ahnlichen lonenradius wie K*
besitzen (K': 138 pm, Rb": 152 pm, Cs": 167 pm; Mortimer, 1996) wirkten ebenfalls
stimulierend. Natrium I6ste nur eine marginale, Cholin und Ammonium Iésten keine
Aktivierung aus. Bei BetP handelt es sich demnach um einen indirekten Osmosensor,
genauer gesagt, um einen Chemosensor (Ribenhagen et al., 2001; Schiller et al., 2004a;
Wood, 2007). Die  Aktivierungsschwelle  von BetP  wird durch die
Kopfgruppenzusammensetzung der umgebenden Membran beeinflusst. So wurde
beobachtet, dass in Proteoliposomen mit steigendem Anteil an negativ geladenem
Phospholipid DOPG auch die zur Stimulierung bendtigte externe Osmolalitat
beziehungsweise die interne K*-Konzentration ansteigt (Schiller et al., 2006). Der gleiche
Effekt kann auch in ganzen Zellen beobachtet werden, wenn betP heterolog in E. coli
exprimiert und charakterisiert wird, denn die E. coli Membran besitzt zu 80% ungeladene
Phosphatidyethanolamin-Kopfgruppen, wahrend die C. glutamicum Membran
ausschliel3lich negativ geladene Kopfgruppen (Phosphatidylglycerol, Phosphatidylinositol;
Cardiolipin) besitzt (Ozcan et al., 2007; Romantsov et al., 2007). In E. coli Zellen behalt
der Transporter seine regulatorischen Eigenschaften, die Aktivierungschwelle und das
Aktivitatsoptimum sind jedoch hier zu geringeren Osmolalitaten verschoben.

Die lonenspezifitdt der Stimulierung sowie der Einfluss der Membran auf die zur
Aktivierung bendtigte K*-Konzentration impliziert fir den Regulationsmechanismus von
BetP zwei Punkte: 1) Es muss eine spezifische Kaliumbindestelle in einem
cytoplasmatisch gelegenen Proteinbereich von BetP existieren. Diese kann allerdings nur
eine geringe Affinitat zu dem Kation besitzen, da BetP erst bei 220 mM K* halbmaximal
aktiviert wird (Ribenhagen et al., 2001). 2) Der kaliumsensitive Bereich steht
moglicherweise in direktem Kontakt mit den Kopfgruppen der Membranlipiden. Die
Charakterisierung C-terminal verkirzter Mutanten lieferte erste Hinweise darauf, dass die
C-Extension von BetP in den Regulationsmechanismus involviert ist. Die Extension von
BetP umfasst die Aminosaurereste 546-595 und ist Uberwiegend positiv geladen. Sowohl
in silico Strukturvorhersagen als auch erste réntgenkristallographische Daten implizieren,

dass die C-terminale Extension eine a-Helix ausbildet (s. Anhang 6.3; Ressl personliche
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Mitteilung). Wird die C-Domane um 25 beziehungsweise 45 Aminosauren verkurzt, so
verliert BetP seine Kaliumsensitivitdt und seine Fahigkeit zur Osmoregulation und ist
unabhangig von der externen Osmolalitat konstitutiv aktiv (Peter et al.,1998a; Schiller et
al., 2004b). Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass die C-Domane direkt oder
indirekt in die Kaliumsensorik involviert ist und dass sie notwendig ist, um BetP in seiner
inaktiven Konformation zu stabilisieren. Eine systematische ortsgerichtete Mutagenese
innerhalb der C-Extension lieferte keine Hinweise auf eine Kaliumbindestelle in den
letzten 25 Aminosaureresten. Interessanterweise stellte sich aber heraus, dass
verschiedene Substitutionen in der Position E572 nur in der heterologen E. coli
Membranumgebung zum Verlust der BetP-Regulation flihrten, wahrend eine nachhaltige
Storung der BetP-Regulation in beiden Membranumgebungen nur beobachtet wurde,
wenn der Helixbrecher Prolin in dieser mittleren Position (E572) oder einer vorderen
(Y550) eingefiihrt wurde (Schiller et al., 2006). Aus diesen Daten wurde Folgendes
spekuliert: 1) Nicht das Vorhandensein der C-Domédne und somit einzelner
Aminosaurereste, sondern die korrekte Konformation der Domane ist fur die
Kaliumsensorik entscheidend. 2) Die C-Extension wird direkt oder indirekt von der
Membranumgebung beeinflusst (Ott, 2005; Schiller et al. 2006). Trotz zahlreicher Daten,
die flr eine direkte Beteiligung der C-Extension an der Kaliumdetektion sprechen, ist
offen, ob die Kaliumspezifitdt alleine durch die C-Domane oder zusammen mit anderen
cytoplasmatischen Proteinbereichen vermittelt wird. Es ware auch denkbar, dass die C-
Domane nicht selbst als Kaliumsensor fungiert, sondern nur fir die Transduktion des
Kaliumsignals verantwortlich ist. Anhand einzelner Mutanten mit
Aminosauresubstitutionen in den cytoplasmatischen Schleifen, konnte bislang kein
Hinweis auf eine Funktion dieser Proteinbereiche in der Kaliumsensorik gefunden werden
(Ott, 2005). Gleiches gilt fir die N-terminale BetP Extension, welche 59 Aminosaurereste
lang und Uberwiegend negativ geladen ist. Hier wurde beobachtet, dass die Deletion der
Domane nur zu einer verminderten Sensitivitat des Transporters fiihrte, das BetP-
Regulationsverhalten per se jedoch nicht beeintrachtigt wurde (Peter et al., 1998a). Daher
ist es wahrscheinlich, dass die C-terminale Domane direkt flir die Kaliumdetektion von

BetP verantwortlich ist.
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1.5 Ziel der Arbeit

Der Osomsensor und Osmoregulator BetP aus C. glutamicum ist eines der am besten
untersuchten Aufnahmesysteme flir kompatible Solute. In Proteoliposomen wurde
gezeigt, dass BetP als aktivierenden Stimulus eine erhdhte interne
Kaliumionenkonzentration detektiert. Der Mechanismus der Kaliumsensorik und die
Transduktion des Signals an die katalytische Einheit sind jedoch im Detail noch
weitgehend unverstanden. Es gab Hinweise, dass die Konformation der C-terminalen
BetP-Extension fir eine funktionierende Osmoregulation von BetP essentiell ist und dass
die Membranumgebung den Regulationsmechanismus von BetP beeinflussen kann (Ott,
2005; Schiller et al., 2006). Zur weiteren Aufklarung des BetP-Regulationsmechanismus
wurden in dieser Arbeit im Wesentlichen drei Fragestellungen bearbeitet: 1) In welcher
Weise ist die a-helikale Konformation der C-terminalen Domane fir den
Sensormechanismus wichtig? Dazu wurden der Helixbrecher Prolin sowie zur Kontrolle
verschiedene andere Aminosaurereste durch ortsgerichtete Mutagenese systematisch in
verschiedenen Positionen der C-Doméne eingeflihrt und deren Effekt auf die BetP-
Regulation untersucht. 2) Wie wird die C-Domane von den umgebenden Membranlipiden
beeinflusst? Hierlber sollte die Charakterisierung der C-terminalen Mutanten in
verschiedenen Membranumgebungen Aufschluss geben. Dariiber hinaus wurde eine
mogliche Interaktion zwischen der isolierten C-Domane und Lipidoberflachen direkt
untersucht. 3) Welche anderen Proteinbereiche sind zusammen mit der C-Doméne in den
Regulationsmechanismus involviert? Zum einen wurde hier die weitgehend unbekannte
Funktion der N-terminalen BetP-Extension naher analysiert, zum anderen sollten
mogliche intramolekulare Interaktionspartner der C-Domane identifiziert werden. Die
Interaktion der C-Domane mit anderen Proteinbereichen ware sowohl fur die direkte
Kaliumdetektion als auch fur die indirekte Transduktion des Kaliumsignals denkbar. Ziel
der Arbeit war es also, das Zusammenspiel der C-terminalen Domane mit der Membran
im Mechanismus der BetP-Aktivierung naher zu charakterisieren sowie weitere in den
Vorgang involvierte Komponenten zu identifizieren, um so ein detailliertes Modell fiir den
Regulationsmechanismus des Transporters zu erhalten. Die Identifizierung der
aktivierenden Stimuli fir Osmosensoren erfolgte bislang immer nur in vitro. Auf Grund
aktueller Erkenntnisse zur Kaliumhomoostase in C. glutamicum bot sich fir BetP jetzt
erstmals die Méglichkeit, in vivo Beweise fiir die in vitro erhaltenen Daten zu bekommen.
So sollte im letzten Teil dieser Arbeit die interessante Frage untersucht werden, ob Kalium

auch in lebenden Zellen als Reiz zur BetP-Aktivierung fungiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 2.1, die verwendeten
Plasmide in Tabelle 2.2 und die zur Klonierung verwendeten Oligonukleotide in
Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstimme und deren genetische Eigenschaften.

E. coli
= DH5amcr endA1 supE44 thi-1A" recA1 gyrA96 relA1 Grant et al., 1990
deoR A(lacZYA-argF) U169 ®80dlacZ
AM15 mcrA A(mrr hsdRMS mcrBC)
= BL21DE3 F ompT hsdSg (rs mg’) gal decm (DE3) mit Novagen,
A T7 rna polymerase Darmstadt
= MKH13 araD39 (argF-lac) U169 relA51 rps150 Haardt et al.,
flbB5301 deoC ptsF25 A(putPA)101 1995
V(proP)2 A(proU)
C. glutamicum
= DHPF Wildtyp ATCC 13032 Steger, 2002

AbetP, AproP, AputP, AectP, AlcoP

= AcglK/Akup ATCC 13032 mit Deletion der Gene Becker, 2007
¢gl0777 und cgl0712
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Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide.

Plasmid Resistenz Eigenschaften Referenz
pAcli AmpR pASK-IBAS5 mit betP C252T Uber die Bsal/Hindlll Riibenhagen
Schnittstellen kloniert; N-terminal Strep-Tagl! et al., 2001

pAcl1 Y550A » pAcl1 mit Kodonaustausch Y550A diese Arbeit
pAcl1 E555P N pAcl1 mit Kodonaustausch E555P diese Arbeit
pAcl1 ES55A » pAcl1 mit Kodonaustausch E555A diese Arbeit
pAcl1 E555R pAcl1 mit Kodonaustausch E555R diese Arbeit
pAcl1 R558P " pAcl1 mit Kodonaustausch R558P diese Arbeit
pAcl1 R558A pAcl1 mit Kodonaustausch R558A diese Arbeit
pAcl1 R558D " pAcl1 mit Kodonaustausch R558D diese Arbeit
pAcl1 A564P » pAcl1 mit Kodonaustausch A564P diese Arbeit
pAcl1 A564K ,, pAcl1 mit Kodonaustausch A564K diese Arbeit
pAcl1 A564D » pAcl1 mit Kodonaustausch A564D diese Arbeit
pAcl1 R565P pAcl1 mit Kodonaustausch R565P diese Arbeit
pAcl1 E566P " pAcl1 mit Kodonaustausch E566P diese Arbeit
pAcl1 R567P pAcl1 mit Kodonaustausch R567P diese Arbeit
pAcl1 R568P ,, pAcl1 mit Kodonaustausch R568P diese Arbeit
pAcl1 R568A » pAcl1 mit Kodonaustausch R568A diese Arbeit
pAcl1 R568D N pAcl1 mit Kodonaustausch R568D diese Arbeit
pAcl1 V569P " pAcl1 mit Kodonaustausch V569P diese Arbeit
pAcl1 H570P pAcl1 mit Kodonaustausch H570P diese Arbeit
pAcl1 N571P " pAcl1 mit Kodonaustausch N571P diese Arbeit
pAcl1 H573P pAcl1 mit Kodonaustausch H573P diese Arbeit
pAcl1 R574P ,, pAcl1 mit Kodonaustausch R574P diese Arbeit
pAcl1 K575P » pAcl1 mit Kodonaustausch K575P diese Arbeit
pAcl1 R576P ,, pAcl1 mit Kodonaustausch R576P diese Arbeit
pAcl1 R576A " pAcl1 mit Kodonaustausch R576A diese Arbeit
pAcl1 R576E pAcl1 mit Kodonaustausch R576E diese Arbeit
pAcl1 L578P ” pAcl1 mit Kodonaustausch L578P diese Arbeit
pAcl1 A580P » pAcl1 mit Kodonaustausch A580P diese Arbeit
pAcl1 R582P ,, pAcl1 mit Kodonaustausch R582P diese Arbeit
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(Fortsetzung Tabelle 2.2)

Plasmid

Resistenz Eigenschaften

Referenz

pAcl1 AN29 Amp"®

pASK-IBA7-betP-
AN29EEE

pAcl1 AN52 N

pAcl1AN53 ,

pGEX-6P2

pGEX-gst-c-betP
WT

pGEX-gst-c-betP
Y550P

pGEX-gst-c-betP
E572P

pXMJ19 cm®

pXMJ19-betP
C252T

pPXMJ19 Y550A
pXMJ19 E555A
pXMJ19 E555R
PXMJ19 ABB4P
PXMJ19 A564K
pPXMJ19 A564D
pXMJ19 V569P

PXMJ19 K575P
pXMJ19 R576P

pAcl1 mit 29 N-terminalen BetP-Aminosauren
deletiert

pASK-IBA7 mit betP Uber die Schnittstellen
Bsal/Hindlll kloniert, mit Kodonaustausch
E44A;E45A, E46A und C252T sowie 29 N-

terminalen BetP-Aminoséauren deletiert

pAcl1 mit 52 N-terminalen BetP-Aminosauren
deletiert

pAcl1 mit 53 N-terminalen BetP-Aminosauren
deletiert

Expressionsvektor mit Ptac::gst mit C-terminaler

Prescission Protease Schnittstelle

pGEX-6P2 mit gst-c-betP Fusion, c-betP in den
Schnittstellen BamH1/EcoR1; C-terminale BetP

Aminosauren L540-R595 umfassend

pGEX-gst-c-betP, C-BetP mit Kodonaustausch
Y550P

pGEX-gst-c-betP, C-BetP mit Kodonaustausch
E552P

Expressionsvektor mit ptac, laci®

pXMJ19 mit betP C252T
in den Schnittstellen Xbal/Smal

pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch Y550A
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch E555A
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch E555R
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch A564P
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch A564K
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch A564D
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch V569P
pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch K575P

pXMJ19-betP C252T mit Kodonaustausch R576P

18

Ziegler,
unveroffentlicht

Ziegler,

unveroffentlicht

Ziegler,

unveroffentlicht

Ziegler,

unveroffentlicht

GE-
Healthcare,

Freiburg

Morbach,

unveroffentlicht

Morbach,

unveroffentlicht

Morbach,

unveroffentlicht

Jakoby et al.,
1999

Schiller, 2004

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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(Fortsetzung Tabelle 2.2)

Plasmid Resistenz Eigenschaften Plasmid

pXMJ19 AN29 pXMJ19-betP mit 29 N-terminalen Aminosauren diese Arbeit
deletiert

pXMJ19 pXMJ19-betP mit 29 N-terminalen Aminosauren diese Arbeit

AN29EEE deletiert und Kodonaustauschen E44A;E45A,
E46A

pXMJ19 AN52 pXMJ19-betP mit 52 N-terminalen Aminosauren diese Arbeit
deletiert

pXMJ19 AN53 pXMJ19-betP mit 53 N-terminalen Aminosauren diese Arbeit

deletiert

Tabelle 2.3: Oligonukleotide fiir die ortsgerichtete Mutagenese. Aufgelistet sind nur
die sense Nukleotide. Es wurden jeweils auch die zugehorigen antisense Nukleotide mit
genau komplementarer Sequenz verwendet. Das kodonaustauschtragende Triplet ist

jeweils unterstrichen.

Oligonukleotid

Sequenz 5’-3’

Y550A
E555P
ES55A
E555R
R558P
R558A
R558D
A564P
A564K
A564D
R565P
E566P
R567P
R568P
R568A
R568D

agc aat gat gtg atc gcc ctc gag tac cgt
tac ctc gag tac cgt ccg cag caa cgc ttc
tac ctc gag tac cgt gcg cag caa cgc ttc
tac ctc gag tac cgt cgg cag caa cgc ttc
tac cgt gag cag caa ccc ttc aac gcg cgc
tac cgt gag cag caa gcc ttc aac gcg cgc
tac cgt gag cag caa gac ttc aac gcg cgc
ttc aac gcg cgc ctt ccc cgt gaa cgt cgt
ttc aac gcg cgc ctt aag cgt gaa cgt cgt
ttc aac gcg cgc ctt gac cgt gaa cgt cgt
aac gcg cgc ctt gcc cct gaa cgt cgt gtt
gcg cgc ctt gcc cgt cca cgt cgt gtt cac
cgc ctt gcc cgt gaa cct cgt gtt cac aat
ctt gcc cgt gaa cgt cct gtt cac aat gaa
ctt gcc cgt gaa cgt gct gtt cac aat gaa

ctt gcc cgt gaa cgt gat gtt cac aat gaa
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gag
aac
aac
aac
ctt
ctt
ctt
gtt
gtt
gtt
cac
aat
gaa
cac
cac
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(Fortsetzung Tabelle 2.3)

Oligonukleotid Sequenz 5°-3’

V569P gcc cgt gaa cgt cgt cct cac aat gaa cac cgc
H570P cgt gaa cgt cgt gtt ccc aat gaa cac cgc aag
N571P gaa cgt cgt gtt cac cct gaa cac cgc aag cgt
H573P cgt gtt cac aat gaa ccc cgc aag cgt gaa ctg
R574P gtt cac aat gaa cac ccc aag cgt gaa ctg gct
K575P cac aat gaa cac cgc ccg cgt gaa ctg gct gca
R576P aat gaa cac cgc aag cct gaa ctg gct gca aag
R576A aat gaa cac cgc aag gct gaa ctg gct gca aag
R576E aat gaa cac cgc aag gaa gaa ctg gct gca aag
L578P cac cgc aag cgt gaa ccg gct gca aag cga cgc
A580P aag cgt gaa ctg gct cca aag cga cgc agg gag
R582P gaa ctg gct gca aag cca cgc agg gag cgt aag

2.2 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.2.1 Nahrmedien fiir E. coli und C. glutamicum

E. coli Stamme wurden im Vollmedium Luria Bertani (LB) (10 g/l Bacto Trypton, 5 g/I
Bacto Yeast Extract, 10 g/l NaCl) (Sambrook et al., 1989) kultiviert. Zur Herstellung von
Festmedium wurden vor dem Autoklavieren 16 g/l Bacto Agar zugesetzt. Die Anzucht zur
Herstellung kompetenter E. coli Zellen erfolgte in SOB-Medium (2% Bacto Trypton, 0,5%
Bacto Yeast Extract, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgSO,, 10 mM MgCl,) (Hanahan,
1985). Nach der Transformation wurden die Zellen in das Regenerationsmedium SOC
(SOB mit 20 mM Glucose) (Hanahan, 1985) Uberfihrt. Zur Kultivierung von E. coli zum
Zwecke der DNA-Isolierung wurde LB-Medium verwendet.

Die Kultivierung von C. glutamicum vor der Durchfiuhrung biochemischer Versuche
erfolgte in dem Komplexmedium BHI (Brain Heart Infusion, Difco Laboratories, Detroit,
USA oder in dem Mineralsalzmedium (MMI, modifiziert nach Kase und Nakayama; s. u.).

Bei der Kultivierung des Stammes C. glutamiucm AcglK/Akup wurde das BHI Medium mit
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100 MM KCI versetzt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in das
Regenerationsmedium BHIS (BHI + 0,5 M Sorbitol) Uberfihrt.

Die Zusammensetzung des Mineralsalzmediums ist in Tabelle 2.4 angegeben.
Stammlésung, Spurenelementldsung sowie Glukose, CaCl,, und MgSO, wurden getrennt
angesetzt und autoklaviert. Biotin wurde separat sterilfiltirert. Fur die Kultivierung von
C. glutamicum ohne Zugabe von Kalium wurde die alternative Stammlésung verwendet, in
welcher KH,PO, und K;HPO,4 durch NaH,PO, und Na,HPO, aquimolar ersetzt wurden.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Mineralsalzmediums |

Substanz Endkonzentration
Stammliésung (NH4)2S0Oq4 54/l

Harnstoff 54/l

K2HP04 x3 Hzo 5 g/l
alternative Stammlésung (K'-frei) (NH,),SO, 54/l

Harnstoff 54/l

NaH,PO, 2,23 g/l

Na,HPO, x 3 H,0 1,63 g/l

Spurenelementlésung FeSO, 10 mg/I
MnSO, 10 mg/l
ZnS0O, 1 mgl/l
CuSO, 0,2 mg/l
NiCl, x 6 H,O 0,02 mg/I
H3BO3 0,09 mg/I
CoCl, x 6 H,O 0,06 mg/I
NaMoOQO, x 2 H,O 0,009 mg/l
Glukose 40 g/l
Biotin 200 pg/l
CaCl, 0,01 g/l
MgSO,4 x 7 H,O 0,25 g/l
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2.2.2 Medienzusatze

Die Selektion rekombinanter Stdamme erfolgte durch die Zugabe von sterilfiltriertem
Carbenicillin (50 ug/ml) beziehungsweise Chloramphenicol (20 pg/ml) zu den jeweiligen
autoklavierten Medien. Die Expression von betP unter Kontrolle des Tetrazyklinpromotors
erfolgte durch Zugabe von 200 pg/l AHT zum Medium. Zur Expression von betP unter der
Kontrolle eines IPTG-induzierbaren Promotors im Vektor pXMJ19 wurde dem Medium
250 uM IPTG zugesetzt. Zur Expression von gst-c-betP unter der Kontrolle eines IPTG-
induzierbaren Promotors im Vektor pGEX-6P2 wurden dem Medium 100 uM IPTG

zugesetzt.

2.2.3 Kultivierungsbedingungen
E. coli wurde bei 37° C aerob kultiviert, d. h. unter Schiitteln bei 125 Upm. Die Kultivierung

von C. glutamicum erfolgte ebenfalls aerob bei 30° C und 125 Upm. Durch Messung der
optischen Dichte bei 600 nm (ODegqg) (Spektrophotometer Novaspec Il, Pharmacia Biotech
Inc.) wurde die Zelldichte der Bakterienkulturen photometrisch bestimmt. Eine ODggq von 1
entspricht dabei etwa 10° Zellen pro ml (Miller, 1992). Zur Lagerung der verschiedenen
Bakterienstamme wurden Glycerindauerkulturen aus Ubernachtkulturen mit einer
Glycerinendkonzentration von 60% angelegt. Die kurzfristige Lagerung erfolgte bei -20°C,

die langfristige bei -80°C.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Herstellung transformationskompetenter Zellen und Transformation

Transformationskompetente Zellen des E. coli-Stammes DH5amcr wurden nach der
Methode von Inoue et al. (1990) hergestellt und transformiert. Daftir wurden 250 ml SOB-
Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,4% NaCl, 10 mM MgCl,, 2,5 mM KCI) mit 1 ml
einer Uber Tag bei 37°C gewachsenen Kultur angeimpft und Gber Nacht bei RT und
200 Upm bis zu einer ODggo von 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (2000 g,
10 min, 4°C), in 4°C kaltem TB-Puffer (10 mM Pipes (pH 6,7), 250 mM KCI, 55 mM MnCl,,
15 mM CaCl,) gewaschen und in 20 ml TB-Puffer (4°C) resuspendiert. 1,4 ml DMSO

wurden tropfenweise hinzugegeben, bevor die kompetenten Zellen aliquotiert in flissigem
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Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert wurden. Zur Transformation wurden
50 ul der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, 4-12 pl Ligationsansatz bzw. Plasmid
hinzugegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Zur Erhéhung der Transformationseffizienz
wurden die Zellen anschlieRend 45 sec bei 42°C geschockt. Zu dem Ansatz wurden dann
900 pl SOC-Medium (SOB-Medium + 0,36% Glukose) hinzugegeben und die Zellen fur
1 h bei 37°C geschiittelt. Die Zellen wurden auf LB-Agar-Platten (50 ug/ml Carbenicillin
oder 20 pg/ml Chloramphenicol) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Fur die Herstellung kompetenter E. coli MKH13 sowie E. coli BL21 Zellen wurde die
Methode von Chung et al. (1989) eingesetzt. 10 ml LB-Medium wurden mit 100 pl einer
UN-Kultur angeimpft und bei 37°C und 125 Upm bis zu einer ODgy von ca. 0,4
geschittelt. Pro Transformationsansatz wurde 1 ml abgenommen, der fir 10 min bei
2000 g (4°C) zentrifugiert wurde. Das Sediment wurde in 100 yl TSS (LB-Medium,
10% PEG, 5% DMSO, 50 mM MgCl,) resuspendiert. Nach Zugabe von 1 pl Plasmid
wurde der Ansatz fur 30 min bei 4°C inkubiert. 900 yl SOC-Medium wurden hinzugegeben
und 1 h bei 37°C bei 125 Upm geschittelt. 200 yl des Ansatzes wurden auf LB-Agar-
Platten (50 pg/ml Carbenicillin) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Kompetente Zellen von C. glutamicum wurden nach der Methode von Liebl et al. (1989)
modifiziert durch van der Rest et al. (1999) hergestellt und durch Elektroporation bei
2,5 kV mit einem Bio-Rad Mirco Pulser (Bio-Rad, Miinchen) mit je 1 ul Plasmid pro Ansatz

transformiert.

2.3.2 Plasmidpraparation aus E. coli und C. glutamicum

Die Plasmidpraparationen erfolgten nach der Methode der alkalischen Lyse. Fur die
Plasmid-Mini-Praparation aus E. coli wurde das Kit ,Nucleo Spin Plasmid Quick Pure® der
Firma Macherey-Nagel (Diren) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die
Plasmidpraparation aus C. glutamicum wurde mit dem QIlAprep Plasmid Spin Kit
(QIAGEN, Hilden) durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Modifikationen des
Ausgangsprotokolls vorgenommen: Die Zellen wurden in der doppelten Menge Puffer P1,
der mit 15 mg/ml Lysozym versetzt war, resuspendiert und fir mindestens 60 min bei
37°C unter Schutteln inkubiert. Die Volumen der folgenden Puffer P2 und P3 wurden
ebenfalls verdoppelt. Der optionale Waschschritt in der Herstellervorschrift wurde
grundsatzlich durchgefiihrt. Die mit den genannten Methoden isolierte Plasmid-DNA

konnte direkt zur Elektroporation oder Sequenzierung eingesetzt werden.
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2.3.3 Modifikation von DNA

Die verschiedenen Techniken zur in vitro DNA-Rekombination wie Spaltung mit
Restriktionsenzymen, Behandlung mit  alkalischer = Phosphatase, Ligation,
Phenolextraktion und Ethanolprazipitation wurden nach Sambrook et al. (1989)
durchgefuhrt.

2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA erfolgte elektrophoretisch in 0,8-
2% (w/v)-TAE-Agarosegelen (TAE-Puffer: 40 mM Tris, 2mM EDTA pH 8,0; 20 mM
Essigsaure) nach Sambrook et al. (1989). Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen wurde das ,Nucleo Spin extract II“ -Kit (Macherey-Nagel, Duren) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden alle optionalen Waschschritte
durchgeflhrt.

2.3.5 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur Konstruktion der einzelnen Mutanten wurde eine Methode in Anlehnung an das
»,QuickChange Site-Directed-Mutagenesis-Kit“ der Firma Stratagene verwendet. Mit Hilfe
der in Tabelle 2.3 aufgeflihrten Oligonukleotide wurden die gewlinschten Mutationen in
den Vektor pASK-IBA5-betP C252T eingeflhrt. Hierzu wurde eine PCR-ahnliche Reaktion
durchgefiihrt, wobei die mutationtragenden Oligonukleotide als Primer und der methylierte
Vektor (Plasmidpraparation aus E. coli DH5amcr) als Matrize dienten (Mullis et al., 1986;
Saiki et al., 1988). Es wurden ,genickte® Einzelstrange amplifiziert, die das gesamte
Plasmid umfassten. In einem 50 yl PCR-Ansatz wurden 1 ul Vektor, je 2,5 ul Primer
(10uM), 1,2 yl eines dNTP-Gemisches (je 10 mM dATP, dCTP, dTTP, dGTP; Sigma,
Deisenhofen), 1 ul Pfu-Turbo-DNA-Polymerase (Stratagene) und 5 pul des 10fach
konzentrierten Polymerasepuffers gemischt und die PCR gestartet. Die gewahlte
annealing-Temperatur richtete sich nach dem verwendeten Primerpaar. Es wurden 18
Zyklen bestehend aus Denaturierung (30 sec, 95°C), Anlagerung der Desoxynukleotide
(i.d.R. 55°C als Durchschnittswert, 60 sec) und Elongation (68°C, 12 min), durchgeflhrt.
Zur Durchfuhrung wurde der Thermocycler der Firma PE Applied Biosystems, Weiterstadt
(GeneAMPPCR System 9700) benutzt. Nach der PCR wurden die methylierten

Matrizenstrange mit Dpnl verdaut und die verbliebenen linearen PCR-Produkte, in den
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Stamm E. coli DH5amcr transformiert. In den Zellen wurden die nicks durch zelleigene
Ligase verbunden und das auf diese Weise wiederhergestellte Plasmid amplifiziert. Die
erfolgreiche Mutagenese wurde durch Sequenzierung der betP-Sequenz im Bereich des
jeweiligen Basenaustausches Uberprift. Um auszuschlieRen, dass wahrend der PCR
unerwlinschte Basenaustausche in anderen Sequenzbereichen stattgefunden haben,
wurden die Genabschnitte, welche die mutierten Sequenzen trugen, mit Hilfe der in
Tabelle 2.5 angegebenen Restriktionsendonukleasen ausgeschnitten. Die Grolen der
resultierenden Fragmente sind ebenfalls in Tabelle 2.5 angegeben. Die Fragmente
wurden in den jeweils mit den gleichen Enzymen geschnittenen und dephosphorylierten
Vektor pASK-IBA5-betP C252T ligiert und in DH5amcr transformiert. In diesem Vektor war
zuvor das betP-Gen vollstindig sequenziert worden. Hierdurch mussten in den
konstruierten Plasmiden nur noch die Ligationsstellen durch Sequenzierung Uberpriift
werden. Die Plasmide erhaltenen sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Zur Reinigung von BetP-
Varianten wurden die Plasmide in DH5amcr transformiert. Zur Durchfihrung von
Transportmessungen wurden die Plasmide in E. coli MKH13 transformiert.

Fur Transportmessungen in C. glutamicum DHPF Zellen wurden die mutierten betP-Gene
in den Vektor pXMJ19 Kkloniert. Hierzu wurden die strep-betP Gene mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Nael aus dem pASK-IBA5 Vektor ausgeschnitten und in
den mit Xbal und Smal geschnittenen und dephosphorylierten Zielvektor ligiert. Die
erfolgreiche Umklonierung wurde durch einen Testverdau mit den Enzymen EcoRV und
Xhol Uberpriift. Die erhaltenen rekombinanten pXMJ19-strep-betP-Vektoren wurden dann

in C. glutamicum DHPF Zellen transformiert.

Tabelle 2.5: Verwendete Restriktionsenzyme fiir die Klonierung.

Substituierter Rest Enzym 1 Enzym 2 Fragmentgrofe [bp]

Y550 Afill Hindlll 160

E555-R582 Xhol Hindlll 138

2.3.6 DNA-Sequenzierung

Nach ortsgerichteter Mutagenese und Klonierungen wurden die jeweils konstruierten
Plasmide sequenziert, um zu Uberprifen ob einerseits die gewinschten Mutationen
vorlagen und andererseits keine unerwilnschten Fehler bei der Amplifizierung bzw.

Klonierung der Plasmide aufgetreten waren. Die Sequenzierreaktion basiert auf der

25



Material und Methoden

Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977) und wurde nach Zimmermann et al.
(1990) modifiziert. Bei dieser Methode wird der Kettenabbruch von Didesoxynukleotiden
ausgelost, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die
Sequenzierung erfolgte durch das bioanalytische Labor des ZMMK in der Universitat zu
Kaln.

2.4 Allgemeine analytische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmungen

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung von Proteinrohextrakten sowie gereinigten
cytosolischen Proteinen wurde die Methode nach Bradford (1976) angewendet. Hierzu
wurden 100 yl Probe mit 900 uyl Bradfordreagenz (10% (v/v) 85%ige H3zPO4 5% (v/v)
Ethanol; 0,007% (w/v) Serva Blue) versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Dann wurde die
Extinktion bei 595 nm bestimmt. Zur Erstellung der Eichreihen wurde BSA bekannter
Konzentration eingesetzt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in
Membranpraparationen und Proteoliposomen wurde die Amido-Schwarz-Methode nach
Schaffner und Weissmann (1973) angewendet, da bei dieser Methode die im Ansatz
enthaltenen Lipide die Konzentrationsbestimmung nicht beeinflussen. Zur Erstellung der

Eichreihen wurde BSA bekannter Konzentration eingesetzt.

2.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bakterielle Proteine oder Zellextrakte aus E. coli und C. glutamicum wurden in 12,5%igen
oder 15%igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970) elektrophoretisch getrennt. Die
Proteine wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 4-fach konzentriertem Probenpuffer
(20% Glycerin, 8% SDS, 400 mM Tris/HCI (pH6,8) 10 mM EDTA, 100 uM B-
Mercaptoethanol, Bromphenolblau) versetzt. Der direkte Nachweis der Proteine in den
Gelen erfolgte mittels Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung (Sambrook et al., 1989) oder flur

geringe Proteinmengen durch Silberfarbung nach Blum et al. 1987.
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2.4.3 Immunologischer Nachweis von BetP-Varianten im Western Blot

Zellanzucht und Induktion erfolgten analog zur Anzucht fur Transportmessungen. Die
Zellen wurden in 25 mM KP; bei 4°C gewaschen und in Aufschlusspuffer (25 mM KP;,
pH 7,5, 2 ug/ml DNase; Proteaseinhibitor Complete (Firma Roche, Mannheim), 1 mM
EDTA) resuspendiert. Der anschlieRende Zellaufschluss erfolgte ebenfalls bei 4°C mit
Hilfe von Glasperlen in einer ,FastPrepFP120“ (Bio 101, Thermosavant, 4x 30 sec, Stufe
6,5 mit Zwischenkuhlen). Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (10 min; 1400 g, 4°C).
Zur Trennung von cytosolischer Fraktion und Membranfraktion wurde der
Proteinrohextrakt bei 4 °C und 348 000 g fur 40 min zentrifugiert. Der cytosolische
Uberstand wurde verworfen. Das Membranpellet wurde in Aufschlusspuffer resuspendiert.
Diese Membranfraktionen wurden uber eine 12,5%ige SDS-PAGE (Laemmli, 1970)
getrennt. Zum immunologischen Nachweis der Proteine mit Antikérpern wurde die
Methode von Towbin et al. (1979) verwendet. Die Ubertragung der Proteine aus dem
Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF-Membran wurde mit dem semi-dry-Blotverfahren
(Kyhse-Andersen, 1984) durchgefiihrt. Die Blockierung von freien Bindungsstellen auf der
Membran erfolgte mit 3% (w/v) Milchpulver in Waschpuffer (10 mM Tris/HCI pH 7,5,
0,9% NaCl). Der anschlieRende immunologische Nachweis von BetP-Varianten erfolgte
mit polyklonalen Antikérpern gegen BetP (Rabbit 2379; Verdinnung 1:50 000 in
Blockierlosung) und dem sekundaren Antikorper (Anti-Kaninchen-Alkalische-
Phosphatase-Konjugat  (Firma  Sigma, Steinheim); Verdinnung 1:10000 in
Blockierlésung). Der kolorimetrische Nachweis erfolgte durch die Reaktion der alkalischen
Phosphatase mit BCIP/NBT (Sigma Fast-Tabletten, Sigma, Steinheim). Die Farbreaktion
wurde durch Zugabe von H,O gestoppt.

2.4.4 Immunologischer Nachweis von rekombinanten GST-Proteinen im
Western Blot

Proteinrohextrakt wurde wie unter Punkt 2.5.1 beschrieben hergestellt. Der
Proteinrohextrakt sowie die verschiedenen Fraktionen aus der Proteinreinigung
(Durchfluss-, Wasch-, Elutionsfraktionen) wurden Uber eine 12,5%ige SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) getrennt. Die Ubertragung der Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf
eine PVDF-Membran wurde mit dem semi-dry-Blotverfahren (Kyhse-Andersen, 1984)
durchgefihrt. Die Blockierung von freien Bindungsstellen auf der Membran erfolgte mit
3% (w/v) Milchpulver in Waschpuffer (10 mM Tris/Cl pH 7,5, 0,9% NaCl). Der

anschlieliende immunologische Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte mit einem

27



Material und Methoden

polyklonalen Antikérpern gegen GST (Firma GE-Healthcare, Freiburg, Verdinnung
1:2 000 in Blockierldsung) und dem sekundaren Antikdrper (Anti-Ziege-HRP-Konjugat,
Firma Sigma Aldrich, Steinheim; Verdinnung 1:50 000 in Blockierldsung). Die Entwickling
erfolgte Uber die Peroxidasereaktion unter Verwendung des Kits ,Uptilight HRP Blot
Chemiluminescent Substrate“ (Firma Uptima Interchim, Montlucon, Frankreich). Die
Chemolumineszenz wurde durch eine hochauflésende Kamera (LAS1000, FujiFilm)

nachgeweisen.

2.4.5 Bestimmung der Osmolalitat

Zur Bestimmung der Osmolalitat eines Puffers oder Mediums wurde ein Osmometer
(Osmomat 030, Gonotec, Berlin) nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Standard

wurde eine Eichlésung mit 400 mosm (nach Herstellerangaben) verwendet.

2.4.6 Bestimmung der Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) wurden 2 ml Kultur bekannter ODggg durch
einen zuvor ausgewogenen Glasfaserfilter (Firma Millipore, Schwalbach) abfiltriert und mit
2 ml 0,9%iger Saline gewaschen. Der Filter wurde mindestens 36 h bei 60°C getrocknet
und das Trockengewicht als Differenz zum Filterleergewicht bestimmt. Mit Hilfe der
bekannten ODggo der eingesetzten Kultur konnte auf den Umrechnungsfaktor von ODgqg in

BTM mit der Einheit mg/(ml OD1) geschlossen werden.

2.4.7 Bestimmung der Kaliumkonzentration in Zellen und Uberstinden

Die Kaliumkonzentration wurden mittels Atomemmissionsspektrometrie
(Flammphotometer ELEX 6361, Firma Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Die Messungen
erfolgten ohne Verwendung eines Leitlinienelementes bei Verstarkung des Kaliumsignals
(K" Kennzahl: 5,997). Die Proben wurden bei einer Kaliumkonzentration von mehr als
300 uM mit H,O49 nochmals verdiinnt. Bei der Probennahme wurden 2 ml einer in Puffer
gewaschenen Zellkultur abgenommen und in ein 2 ml Reaktionsgefal® (RG) Uberfuhrt. Die
Zellen wurden abzentrifugiert (3 min, 14000 Upm, 4°C), 1,5 ml des Uberstandes wurden
in ein neues RG Uberflhrt und erneut abzentrifugiert (6 min, 14000 Upm, 4°C). Von

diesem Uberstand wurden 1,2 ml fir die Messung verwendet. Der nach der ersten
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Zentrifugation auf dem Zellpellet verbliebene Uberstand wurde sorgfaltig abgesaugt. Vor
dem Zellaufschluss wurde das Pellet in 1,7 ml H,O49 resuspendiert. Der Aufschluss
erfolgte im Ultraschallbad bei 85°C, 20 min. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert
(30 min, 4°C, 14000 Upm) und 1,2 ml des Uberstandes wurden fir die Messung
abgenommen. Diese Messungen wurden von Markus Becker (Arbeitskreis Kramer,

Universitat zu KoéIn) durchgeflihrt.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Isolierung des GST-C-BetP-Fusionsproteins

Die Isolierung des rekombinanten Proteins erfolgte aus gst-c-betP Uberexprimierenden
E. coli BL21 Zellen. Hierzu wurde aus einer UN-Kultur LB-Medium auf eine ODggo von 0,1
angeimpft. Die Kultur wurde bei 37°C und 125 Upm bis zu einer OD von 0,5 wachsen
gelassen. Dann wurde die Expression des Zielproteins mit 100 uM IPTG (Firma Roth,
Karlsruhe) induziert und die Zellen wurden fiir weitere 3 h kultiviert. Alle folgenden Schritte
erfolgten bei 4°C. Die Zellernte erfolgte bei 4500 Upm (Avanti Centrifuge J25, Beckman,
Rotor JLA 10.500) fur 25 min. Die Zellen wurden in PBS-Puffer (140 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,3) und fir den Zellaufschlusss in
PBS mit 1% Triton-X-100, 2 yg/ml DNase, Complete-Proteaseinhibitor und 1 mM EDTA
resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit einer ,French Press“ bei einem
Druck von 1100 psi (3 Durchgange; SLM Aminco, Rochester, USA). Anschliel3end wurden
die Zelltrummer abzentrifugiert (Avanti Centrifuge J25, Beckman, Rotor JA 25.50; 12,500
Upm; 15 min, 4°C). Die Reinigung des rekombinanten Proteins aus dem Proteinrohextrakt
erfolgte Uber Affinitdtschromatographie auf einer Glutathion-Sepharose-Saule (Glutathion-
Sepharose 4B, Firma GE-Healthcare, Freiburg). Diese Methode nutzt die Affinitat der
Glutathion-S-Transferase zu seinem natlrlichen Liganden Glutathion aus, welches
kovalent an die Sepharosesaule gebunden ist. Die Saule wurde mit 8 Saulenvolumen
PBS-Puffer (+EDTA, Triton s.0.) aquilibiert, der Proteinrohextrakt wurde mit 3 Tropfen/min
auf die Saule aufgetragen und anschlielend mit 8 Saulenvolumen PBS-Hochsalzpuffer
(PBS + Triton + EDTA (s.0.) + NaCl ad 500 mM) gewaschen und mit 8 Saulenvolumen auf
50 mM Tris/Cl, pH 8,6; 1 mMEDTA, 150 mM NaCl umaquilibiert. Die Elution des
Zielproteins erfolgte in diesem Puffer mit 10 mM Glutathion (reduzierte Form). Der
Uberschuss an freiem Glutathion im Elutionspuffer verdrangt den an die Saule

gebundenen Liganden vom GST-Protein und |6st dieses somit von der Saule. Die
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Reinigung des Proteins wurde mittels SDS-PAGE (12,5%ige Gele) mit anschlieRender
Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung oder Western Blot Analyse (siehe Punkt 2.4.4)
kontrolliert. Die Regeneration der Saule erfolgte durch Waschen der Saule mit 5 M

Guanidiniumhydrochlorid.

2.5.2 lIsolierung der BetP-C-Doméne aus dem GST-C-BetP-Fusionsprotein

Zur Isolierung der C-Domane wurde das eluierte Fusionsprotein durch Dialyse in den flr
die ortsgerichtete Proteolyse bendétigten Puffer Gberfiihrt. Das fir die Rechromatographie
stérende Glutathion wurde dabei entfernt. Die Dialyse erfolgte Uber 18 Stunden in drei
Schritten gegen 50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA (1000faches
Volumen) unter Verwendung von Spectra Por Float-A-Lyzer Dialyseeinheiten (MWCO
10000, Firma Spectrum, Breda, Niederlande). Danach wurde das Zielprotein durch die
Prescission-Protease vom GST-Protein abgespalten. Es wurden 6 Units/mg Protein
eingesetzt, die Protease wurde durch Zugabe von 1 mM DTT aktiviert. Die Reaktion
erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Der Proteolyseansatz wurde dann auf eine voraquilibrierte
Glutathion-Sepharose-Saule (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA) mit
einer Durchflussgeschwindigkeit von 1 Tropfen/min aufgetragen. Die nicht an die Saule
bindende und vom GST-Protein abgespaltene BetP-C-Domane wurde mit 50 mM
Tris/HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA in 1 ml Fraktionen von der Saule
gewaschen. Die Reinheit der Fraktionen wurde Uber SDS-PAGE (15%ige Gele) und
anschlieRender Silberfarbung Uberprift. Alle ausschlieBlich C-Doméane enthaltenden
Fraktionen wurden dann Uber eine C18-reversed-phase-Kartusche (SepPak C18plus,
Waters, Eschborn) entsalzt und ankonzentriert. Hierzu wurde die Kartusche mit 5 ml
Methanol aktiviert, mit 10 ml H,04 gewaschen. Das Protein wurde tropfenweise
aufgetragen und erneut mit 20 ml H,04y gewaschen. Die Elution erfolgte durch
Methanol/Essigsdure Gemische in folgender Reihenfolge und Zusammensetzung:
MeOH:H,O:HAc // 70:30:0 (1ml), MeOH:H,O: HAc // 80:20:0 (1ml), MeOH:H,O:HAc //
80:15:5 (2ml). Das Lésungsmittelgemisch wurde im Evaporator (Eppendorf, Concentrator

5301) bei RT abgedampft und das Zielprotein im gewlinschten Puffer aufgenommen.

2.5.3 Membranpréaparationen fiir die Isolierung von Strep-BetP

Fir die Praparation von Plasmamembranen aus betP-exprimierenden E. coli DH5a Zellen

wurde LB-Medium (50 ug/ml Carbenicillin) mit einer Ubernacht-Kultur 1:30 angeimpft und

30



Material und Methoden

bei 37°C und 125 Upm geschittelt. Bei einer ODgoo von circa 1 wurde die Kultur mit AHT
(IBA, Gottingen) in einer Endkonzentration von 200 pg/l induziert und fur weitere 3 h
geschittelt. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeflhrt. Die Zellen wurden
zunachst zentrifugiert und mit 100 mM KP-Puffer (pH 7,5) gewaschen, bevor sie in
100 mM KP; (pH 7,5 mit DNase (2 ug/ml) und dem Proteaseinhibitor Complete
resuspendiert wurden. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit einer ,French Press* (3
Durchgange; SLM Aminco, Rochester, USA) bei einem Druck von 1100 psi. Nach dem
Abzentrifugieren der Zelltrimmer wurden die Membranen bei 300 000 g fir 50 min
sedimentiert, mit dem oben aufgefihrten Puffer gewaschen, anschlielend in
1-2ml Puffer pro Liter eingesetzter Zellkultur resuspendiert, aliquotiert und bei

-80°C gelagert.

2.5.4 Isolierung von Strep-BetP liber StrepTactin-Affinitats-

chromatographie

Die Isolierung von BetP-Varianten erfolgte Uber das Strep-tagll-Peptid (NH,-WSHPQFEK-
COOH; IBA, Géttingen, Schmidt et al. 1996), welches die BetP-Varianten an ihrem N-
Terminus tragen. Der Strep-tagll bindet mit hoher Spezifitdt an StrepTactin (Voss und
Skerra, 1997). Diese Bindung kann mit Desthiobiotin aufgehoben werden, da
Desthiobiotin mit héherer Affinitdt an StrepTactin bindet als das Strep-tagll-Peptid. Die im
Folgenden beschriebenen Schritte wurden bei 4°C durchgefihrt. Zur Solubilisierung der
praparierten Membranen wurden die Membransuspensionen mit folgenden Reagenzien
zweifach verdinnt, so dass eine Endkonzentration von 50 mM KP; (pH 8,0), 200 mM
NaCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA erreicht wurde. AnschlieRend wurde das Detergenz
Dodecylmaltosid unter Rihren tropfenweise bis zu einer Endkonzentration von 2% (v/v)
hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde fir mindestens 30 min bei 4°C unter Ruhren
inkubiert, bevor das Solubilisat bei 86 900 g fiir 20 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand
wurde mit 50 mM KP;-Puffer (pH 8,0), 200 mM NaCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA vier- bis
funffach verdinnt, um die Detergenzkonzentration herabzusetzen. Das Saulenmaterial
(mit StrepTactin beladene Sepharose; IBA, Gottingen) wurde mit 50 mM KP-Puffer
(pH 8,0), 200 mM NaCl, 8,6% Glycerin, 1mM EDTA, 0,1% Dodecylmaltosid aquilibriert.
Das verdiinnte Solubilisat wurde auf die Saule aufgetragen, wobei die Durchflussrate auf
2-3 Tropfen/min eingestellt wurde. Anschliefiend wurde die Saule mit 10 Saulenvolumen
50 mM KP;-Puffer (pH 8,0), 500 mM NaCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA und danach mit 3
Saulenvolumen 50 mM KP;-Puffer (pH 8,0), 200 mM NacCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA
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gewaschen. Das gebundene Protein wurde im gleichen Puffer, der zusatzlich 5 mM
Desthiobiotin enthielt, bei einer Durchflussrate von 3 Tropfen/min eluiert. Zur
Regeneration der Saule wurde das Desthiobiotin mit 10 Saulenvolumen 50 mM KP;-Puffer
(pH 8,0), 200 MM NaCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA, 1 mM HABA verdrangt und
anschlielend das StrepTactin-Material zur Wiederverwendung mit mindestens 10
Saulenvolumen 50 mM KP;-Puffer (pH 8,0), 200 mM NaCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA

gewaschen.

2.5.5 Praparation von Liposomen

Zur Herstellung von Liposomen wurde E. coli polar total lipid extract (AvantiPolar Lipids,
Inc., USA), die synthetischen Phospholipide DOPG (1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphat)
und DOPS (1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphoserin) sowie ein Gemisch aus DOPE (1,2-
Dioleoyl-sn-Glycerol-3-Phosphoethanolamin) und DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycerol-3-
Phosphocholin) verwendet. Alle Lipide waren in Chloroform suspendiert. Das
Losungsmittel wurde am Vakuumrotationsverdampfer abgezogen. Anschliefiend wurden
die Lipide bis zur Trockene Uber Nacht lyophilisiert. Die Lipide wurden in 100 mM KP;-
Puffer pH 7,5, 2 mM B-Mercaptoethanol unter starkem Rihren resuspendiert (20 mg
Lipid/ml), aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren, mit gasférmigem N,

uberschichtet und bei -80°C gelagert.

2.5.6 Rekonstitution von Strep-BetP in Liposomen

Der Einbau von Strep-BetP in Liposomen erfolgte nach der Methode von Rigaud et al.
(1995). Zur Rekonstitution des Proteins in Liposomen wurden diese in 100 mM KP;
(pH 7,5) auf eine Konzentration von 5 mg/ml verdinnt und vierzehnmal durch einen
Polycarbonatfilter extrudiert (Porengréf3e: 400 nm). Die extrudierten Liposomen wurden
durch Zugabe von Triton X-100 bis kurz Uber den Punkt der Detergenzsattigung titriert.
Verfolgt wurde die Insertion des Detergenz in die Liposomen durch eine
Tribungsmessung bei 540 nm. AnschlieBend wurde gereinigtes BetP im Lipid-Protein-
Verhaltnis (LPR) von 30:1 (w/w) zugegeben und die Suspension unter leichtem Schatteln
fur 15 min bei RT inkubiert. Zum Entzug des Detergenz wurde der Ansatz mit x mg
Polystyrolkiigelchen (Biobeads, Nassgewicht; BioRad, Minchen; x = eingesetzte pl Triton
X-100 * 5 + eingesetzte ug Dodecylmaltosid * 10) zweimal fir je 1 h bei RT, einmal mit

der doppelten Menge Biobeads fir bei 4°C lber Nacht und anschliefsend wieder mit der
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einfachen Menge Biobeads fur 45 min bei 4°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach
Abtrennung der Biobeads wurden die Proteoliposomen zentrifugiert (353 000 g, 20 min,
15°C), zweimal mit 100 mM KP; (pH 7,5) gewaschen, im gleichen Puffer resuspendiert
(60 pg/ul Lipid), aliquotiert, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.5.7 Variation der Lipidzusammensetzung der Liposomenmembran und

Variation des internen Liposomenpuffers

Zur Variation der Lipidzusammensetzung durch Liposomenfusion wurden Liposomen aus
E. coli Phospholipiden oder DOPE/DOPC (fliir SPR-Experimente 2.6.3) mit Liposomen
aus DOPG oder DOPS in den angegebenen Verhaltnissen gemischt, extrudiert (400 nm
Membran), fir ca. 1 min in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei RT
langsam aufgetaut (ca. 45 min). Zur Variation des internen Puffers wurde ein aufgetautes
Liposomen-Aliquot pelletiert (353.000g, 20 min, 20°C). Das Pellet wurde im gewiinschten
Puffer aufgenommen. Dann wurden die Lipide siebzehnmal extrudiert, ca. 1 min in
flissigem Stickstoff schockgefroren und wieder langsam bei RT aufgetaut. Dieses

Prozedere wurde zweimal wiederholt.

2.5.8 Beladen von Poteoliposomen mit Peptiden

Zum Einschleusen von Peptiden wurde ein Aliquot Proteoliposomen (i.d.R. 70 pl)
aufgetaut, pelletiert (353.000g, 20 min, 20°C) und mit einer bezogen auf die gewlinschte
Endkonzentration dreifach konzentrierten Peptidlosung (Puffer fur Peptidiosung 100 mM
KP;, pH 7,5; Berechnung der Konzentration s.u.) in einem Gesamtvolumen von 100 pl
resuspendiert. Nach 3 Zyklen von Frieren in flissigem Stickstoff und langsamem Auftauen
wurde die Suspension mit 100 mM KP;-Puffer auf 300 pl aufgefullt und durch einen
Polycarbonatfilter siebzehnmal extrudiert (PorengrofRe: 400 nm). AnschlieRend wurden
die Proteoliposomen zweimal in 100 MM KP;-Puffer gewaschen und wieder in 70 pl
resuspendiert und flr Transportmessungen (s.2.5.11.5) verwendet. Die molare
Endkonzentration der Peptide wurde zehnfach oder dreiligfach héher gewahlt als die
BetP-Konzentration bezogen auf das Innenvolumen der Liposomen, welches ausgehend
von folgenden Annahmen berechnet wurde. Die Liposomenform ist eine Kugel. Ein 70 pl
Liposomenaliquot enthalt 4,2 ug Lipide. Das durchschnittliche Molekulargewicht eines
Phospholipides betragt 1 kDa und der Flachenbedarf auf der Kugeloberflache 70 A?,

Hieraus ergibt sich ein Liposomenvolumen von 59 ul je 4,2 ug Lipid.
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2.5.9 Nachweis der Orientierung von Strep-BetP in Proteoliposomen

Die Orientierung von BetP in Proteoliposomen wurde dber die Zuganglichkeit der N-
terminalen Domane von BetP durch ortsspezifische Proteolyse in solubilisiertem und
rekonstituiertem BetP bestimmt. Zwei in 100 mM KP; vorliegenden
Proteoliposomenaliquots wurden  abzentrifugiert, in 10 mM  Tris/HCI (pH 8,0)
resuspendiert, dann siebzehnmal extrudiert und anschlieRend einmal im gleichen Puffer
gewaschen. Eines der Aliquots wurde fur das Kontrollexperiment in 1%-Triton-X-100
solubilisiert. Beide Ansatze wurden in einem Gesamtvolumen von 100 pl mit
Aminopeptidase aus Aeromonas proteolytica sowie Aminopeptidase | aus Streptomyces
griseus bei 30°C fur mehrere Stunden inkubiert, wobei die BetP Konzentration zwischen
0,2 und 0,25 mg/ml lag, das Enzym-Protein-Verhaltnis 1:20 000 (w/w) und das Verhaltnis
der Aktivitaten beider Enzyme 1:1 (je 0,001 Unit/ml) betrug. Der zeitliche Verlauf der
proteolytischen Reaktion wurde durch regelmaflige Probennahme (Probenvolumen 10 pl
=~ 2-2,5ug Protein) verfolgt. Die Reaktion wurde zu gegebenen Zeitpunkten durch
Zugabe von Proteaseinhibitor Complete und 1% EDTA gestoppt. Die Proteine wurden
elektrophoretisch Gber SDS-PAGE analysiert. Das BetP-Protein wurde mittels

Coomassie-Brilliant-Blaufarbung sichtbar gemacht.

2.5.10 Peptide array Experimente

Die Synthese der Peptide auf einer Cellulosemembran erfolgte durch
Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc)-Chemie nach Hilpert et al., 2007 und wurde von PD
Dr. Joachim Koch (Universitdt Frankfurt/Main) durchgefiihrt. Die peptide array
Experimente wurden nach Koch und Mahler (2002) durchgefihrt. Im Interaktions-assay
wurde die Membran zundchst Uber Nacht bei 4°C oder 1-2 h bei RT mit
Blockierungspuffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl; 3% Magermilchpulver (Firma
Sigma Aldrich, Taufkirchen); 0,05 % Tween 20) blockiert und anschlieffend fir 2 h mit
gereinigtem GST-Protein oder GST-C-BetP-Fusionsprotein verdinnt in TBS-Puffer
(10 mM Tris/HCI, pH 7,6, 150 mM NacCl) inkubiert. Dann wurde die Membran dreimal 10
min in Waschpuffer (TBS, 0,5% Magermilchpulver, 0,05% Tween 20) gewaschen und
anschliellend 1 h mit dem Anti-GST Antikérper (1:2000 in Waschpuffer, Firma GE-
Healthcare, Freiburg) bei RT Inkubiert. Es folgten erneut drei Waschschritte @8 10 min
(s.0.) bevor 1 h mit dem Zweitantikdrper (Anti-Ziege-Peroxidase-Konjugat 1:50 000;
Firma Sigma Aldrich, Taufkirchen) inkubiert wurde. Die Entwicklung der Membran erfolgte

Uber die Peroxidasereaktion unter Verwendung des Kits ,Uptilight HRP Blot
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Chemiluminescent Substrate® (Firma Uptima Interchim, Montlucon, Frankreich). Die
Chemolumineszenz wurde durch eine hochauflésende Kamera (LAS 1000, FujiFilm)
nachgewiesen. Zur Regenerierung der Membran wurde zunachst dreimal 10 min in
Regenerationslosung A (8 M Harnstoff; 1% SDS; 0,1% B-Mercaptoethanol), dann einmal
in H,04¢ gewaschen. AnschlieBend wurde dreimal 10 min in Regenerationspuffer B (50%
Ethanol; 10% Essigsaure) gewaschen und erneut gewassert, bevor zwei zehnminitige
Waschritte in 100% DMF (Dimethylformamid) und einer in TFA (Trifluoressigsaure)
folgten. Die Waschschritte mit Puffer A und B wurden bei 50°C durchgefihrt. Zur
Lagerung der Membran bei -20°C wurde diese vor dem Einfrieren schrittweise von Hx04q
in 100% Ethanol dberfuhrt. Zur Reaktivierung wurde dieses Prozedere in umgekehrter

Reihenfolge durchgeflihrt.

2.5.11 Radiochemische Transportmessungen

2.5.11.1 Messungen der Glycinbetainaufnahme in E. coli MKH13 Zellen

Zur Messung der BetP-Aktivitat in E. coli-Zellen wurde LB-Medium (50 pg/ml Carbenicillin)
mit einer UN-Kultur auf eine ODggo von 0,15 angeimpft und bei 37°C und 125 Upm bis zu
einer ODgoo von circa 0,5 geschiuttelt. Danach wurde die BetP-Synthese durch Zugabe
von AHT (200 ug/l ) induziert und die Kultur wurde weitere 2 h geschuittelt. Die Zellen
wurden einmal gewaschen (25 mM KP; (pH 7,5),100 mM NaCl, 4°C), bevor mit dem
gleichen Puffer eine ODgyp von circa 2 eingestellt wurde. Fir Messungen im
niederosmolaren Bereich wurde als Waschpuffer 15 mM KP; und 50 mM NaCl verwendet.
Bei schlecht exprimierten betP-Mutanten wurde die ODgyy auf 6 eingestellt, um die
Empfindlichkeitsgrenze der Messung zu erhéhen. Die Zellen wurden mit Glukose
energetisiert, so dass die Glukosekonzentration im Messansatz 10 mM betrug. Die
Messpuffer setzten sich zusammen aus 25 mM KP; und 100 mM NaCl oder 15 mM KP;
und 50 mM NaCl. Die gewlinschte Osmolalitat wurde durch weitere Zugabe von NaCl
oder KCI eingestellt. Fir die Transportmessung wurde 1 ml der Zellen in 1 ml Messpuffer
fur 3 min bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurde die Substrataufnahme durch Zugabe
von 250 uM ["*C]-Glycinbetain gestartet. Nach 15, 30, 45, 60 und 90 sec wurden jeweils
200 yl des Reaktionsansatzes auf Glasfaserfiter (Typ GF5, Schleicher und Schuell,
Dassel) uUber eine Mehrfachfiltrationsanlage abfiltriert. Unmittelbar nach der Filtration
wurden die Filter mit zweimal 2,5 ml Waschlésung (0,6 M KP;, pH 7,5) gewaschen und mit

3,8 ml  Szintillationsflissigkeit (Rotiszint ecoplus, Roth, Karlsruhe) versetzt. Die
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Radioaktivitdt wurde durch ein B-Strahlen-Zahlgerat (Beckman, Muinchen) bestimmt.
Durch die lineare Auftragung der aufgenommenen Radioaktivitdt gegen die Zeit konnte
mit Hilfe der erhaltenen Steigung die Transportgeschwindigkeit fiir jede Osmolalitat
berechnet werden. Die Berechnung der Substrataufnahme erfolgte auf der Grundlage,

dass eine ODggg von 1 einem Zelltrockengewicht von 0,34 mg/ml entspricht.

2.5.11.2 Messungen der Glycinbetainaufnahme in C. glutamicum DHPF Zellen nach

Kultivierung in BHI-Medium

C. glutamicum Zellen wurden abends aus einer Ubertagkultur in BHI-Medium mit 20 pg/ml
Chloramphenicol und 250 uM IPTG auf eine ODgoo von 0,1 angeimpft und tber Nacht bei
30°C und 125 Upm kultiviert. Das Waschen der Zellen sowie die Aufnahmemessungen
erfolgten analog zu den Messungen in E. coli (s. 2.5.11.1), auRer dass der
Reaktionsansatz bei 30°C inkubiert wurde und die Filter mit zweimal 2,5 ml 100 mM LiCl
gewaschen wurden. Die Berechnung der Substrataufnahme erfolgte auf der Grundlage,

dass eine ODggg von 1 einem Zelltrockengewicht von 0,36 mg/ml entspricht.

2.511.3 Messung der Glycinbetainaufnahme in C. glutamicum Zellen nach

Kultivierung in MMI-Medium in Abhangigkeit der Zeit nach Osmoschock
Eine BHI-Ubernacht-Kultur wurde morgens in kaliumhaltigem MMI-Medium mit 20 pg/mi

Chloramphenicol auf eine OD von 1 angeimpft. Nach 6 bis 8 Stunden wurden die Zellen
im Zielmedium (MMI-Medium mit oder ohne Kalium) bei 30°C dreimal gewaschen und auf
eine OD von 1,3 angeimpft. Die plasmid-codierte Expression von betP wurde in diesen
Kulturen durch Zugabe von 250 uM IPTG induziert. Nach Kultivierung Gber Nacht bei
30°C und 125 Upm wurden die Zellen bei 4°C einmal in 25 mM NaP;-Puffer (pH 7,5),
100 mM NaCl gewaschen, bevor mit dem gleichen Puffer eine ODgy von circa 6
eingestellt wurde. Die Zellen wurden mit Glukose energetisiert, so dass die
Glukosekonzentration im Messansatz 10 mM betrug. Vor der Messung wurden die Zellen
zunachst ohne Messpuffer fir 3 min 30°C vortemperiert. Fir die isoosmolaren Messreihen
diente als Messpuffer 25 mM NaPi-Puffer (pH 7,5), 100 mM NaCl, 500 uM ['“C]-
Glycinbetain (Endkonzentration 250 uM). Bei Messungen mit dem Stamm AcglK/Akup
wurden zusatzlich 2,5 mM Ectoin zur Absattigung des EctP-Transporters zugesetzt. Je
nach Messansatz wurden kein RbCl oder 5 mM RbCI (Endkonzentration 2,5 mM)

zugegeben. Fur die hyperosmolare Messreihe wurde die Osmolalitat dieses Puffers durch
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Zugabe von Sorbitol erhdht, so dass die Osmolalitat im Messansatz 1,2 osmol/kg betrug.
Die Messung wurde durch Zugabe der Zellen zum Messpuffer gestartet (1:2 Verdinnung).
Die Messung wurde unter Ruhren bei 30°C durchgefuhrt. Innerhalb von 5 min wurden 10
Messpunkte in Abstanden von 15 sec bis 1 min genommen. Hierzu wurden jeweils 200 pl
des Reaktionsansatzes auf Glasfaserfiter (Millipore, Schwalbach) ber eine
Mehrfachfiltrationsanlage (Hoefer, Pharmacia Biotech) abfiltriert. Unmittelbar nach der
Filtration wurden die Filter mit zweimal 2,5 ml Waschlésung (0,1 M KCI, pH7,5)
gewaschen und mit 3,8 ml Szintillationsflissigkeit (Rotiszint ecoplus, Roth, Karlsruhe)
versetzt. Die Radioaktivitat wurde durch ein B-Strahlen-Zahlgerat (Beckman, Minchen)
bestimmt. Die aufgenommene Radioaktivitat wurde gegen die Zeit aufgetragen (gemittelte
Werte aus drei Messungen) und aus der Differenz zwischen zwei Zeitpunkten wurde auf
Grund der eingesetzten spezifischen Radioaktivitat und dem fiir jede Kultur ermittelten
Umrechnungsfaktor von optischer Dichte in Biotrockenmasse die BetP-Rate flr

verschiedene Zeitpunkte bestimmt.

2.5.11.4 Messung der ¥*Rb*-Aufnahme in C. glutamicum Zellen nach Kultivierung in

MMI-Medium in Abhangigkeit der Zeit nach Osmoschock

Die Anzucht und Vorbereitung der Zellen erfolgte wie unter Punkt 2.5.11.3 beschrieben.
Die Messpuffer setzten sich ebenfalls wie unter Punkt 2.5.11.3 beschrieben zusammen,
mit dem Unterschied, dass stets %RbCl (Endkonzentration 2,5 mM) und kaltes
Glycinbetain verwendet wurden. Innerhalb von 8 min wurden 10 Messpunkte in
Abstanden von 15 sec bis 2 min genommen. Hierzu wurden jeweils 200 pl des
Reaktionsansatzes  auf  Glasfaserfiter  (Millipore, = Schwalbach) Uber eine
Mehrfachfiltrationsanlage (Hoefer, Pharmacia Biotech) abfiltriert. Unmittelbar nach der
Filtration wurden die Filter mit zweimal 2,5 ml mit 0,1 M KCI, pH 7,5 gewaschen und mit
3,8 ml H,044 versetzt. Die Radioaktivitdt wurde durch ein B-Strahlen-Zahlgerat (Beckman,
Munchen) bestimmt. Die aufgenommenen Radioaktivitaten (gemittelte Werte aus drei
Messungen) wurden mit der Funktion y=ax/b+x gefittet und auf Grundlage der bekannten
spezifischen Aktivitat sowie denen fur jede Kultur ermittelten BTM-Umrechnungsfaktoren
in die zu einem Zeitpunkt aufgenommene Rubidiummenge umgerechnet. Hieraus wurde
mit  dem Innenvolumenumrechnungsfaktor  von 1,6 ul/mg BTM und den
flammphotometrisch bestimmten internen K'-Anfangskonzentrationen auf die interne
Rb*/K*-Konzentration, welche sich im Experiment aus [K]" + [%Rb*] zusammensetzte, zu

jedem Zeitpunkt geschlossen.
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2.5.11.5 Messungen der Glycinbetainaufnahme in Proteoliposomen

Ein Aliquot Proteoliposomen wurde aufgetaut und mit 100 mM KP, pH 7,5 auf ein
Volumen von 1000 pl aufgefiillt, siebzehnmal extrudiert und zentrifugiert (353.000g,
20 min, 20°C). Die Proteoliposomen wurden dann in einem geringen Volumen
resuspendiert und zur Transportmessung eingesetzt. Proteoliposomen mit internem
Peptidibschuss wurden wie unter Punkt 2.5.8 beschrieben fur die Transportmessungen
vorbereitet. Zur Messung der Transportaktivitdt von BetP wurde ein externer Puffer mit
20 mM NaPi (pH 7,5), 25 mM NaCl verwendet. Die jeweilige Osmolalitdt wurde, wenn
nicht anders angegeben, durch Zugabe von Prolin zum externen Puffer eingestellt. Zur
Transportmessung wurden 500 pl externen Puffer 15 uM [*C]-Glycinbetain und 1 uM
Valinomycin zugesetzt. Zum Starten der Reaktion wurden 2,5 pl Proteoliposomen
hinzugefugt. Jeweils 200 pl des Ansatzes wurden nach 5 und 10 sec abgenommen, auf
einen Zellulose-Mischester-Filter (0,45 um PorengréRe, Millipore, Schwalbach) gegeben
und mit Hilfe einer Mehrfachfiltrationsanlage (Hoefer, Pharmacia Biotech) gefiltert. Der
Filter, auf dem die Proteoliposomen adsorbiert wurden, wurde unmittelbar nach Zugabe
der Messprobe mit 2,5ml 100 mM LiCl oder isoosmolar mit dem entsprechenden
Schockpuffer gewaschen und mit 3,8 ml Szintillationsflissigkeit inkubiert. Die
Radioaktivitat wurde in einem B-Strahlen-Zahigerat (Beckman, Miinchen) bestimmt. Der
Differenzwert der Radioaktiviat zwischen der 5-Sekunden- und 10-Sekundenprobe wurde
auf die Aufnahme pro Minute extrapoliert und mit Hilfe der bekannten spezifischen
Aktivitat und der eingesetzten Proteinmnge in die Einheit nmol/min*mg Protein

umgerechnet.

2.6 Biophysikalische Methode:

Surface-plasmon-resonance-Spektroskopie

2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (surface-plasmon-resonance-(SPR)-
Spektroskopie) ist eine biophysikalische in vitro Methode, mit der Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Molekilen (zum Beispiel Protein-Lipid, Protein-Protein, Protein-
DNA) in Echtzeit erfasst und quantitativ charakterisiert werden kénnen. Das Prinzip der
SPR-Spektroskopie ist in Abbildung 2.1 skizziert. Ein Interaktionspartner (Ligand) wird

Uber eine Dextranmatrix auf der diinnen Goldschicht eines Sensorchips immobilisiert. Der
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zweite Interaktionspartner (Analyt) flie®t durch eine Flusszelle kontinuierlich hieran vorbei.
Auf der Rickseite des Chips fallt monochromatisches, polarisiertes Licht durch ein
Glasprisma im Winkel der Totalreflexion ein. Hierbei hat die Glasschicht des Chips einen
hohen Brechungsindex und die Flissigkeit Uber dem Sensorchip (oberflachennahe
Schicht) einen niedrigeren. An der Grenzflache zwischen Glas und Gold verursacht das
elektromagnetische Feld des einfallenden Lichtes ein evaneszentes Feld. Dieses breitet
sich wenige Nanometer in die Goldschicht hinein aus und bringt hier die Elektronen dieser
in Schwingung, wodurch das sogennante Oberflachenplasmon erzeugt wird. Die Energie,
die bei der Entstehung des Oberflachenplasmons absorbiert wird, vermindert in der
Position eines bestimmten Winkels die Intensitat des reflektierten Lichtes. Dieser Winkel
heillt Resonanzwinkel. Kommt es zu einer Massenveranderung auf der Goldschicht - dies
ist der Fall bei der Kopplung des Liganden oder bei einer Ligand-Analyt Wechselwirkung -
so verandert sich der Brechungsindex der oberflachennahen Schicht und damit auch der
Resonanzwinkel. Die Anderung des Resonanzwinkels wird detektiert und ist direkt

proportional zur Massenveranderung auf dem Chip (Biacore, 1994).

optischer

Detektor Intensitat
Lichtquelle
| I
. - Winkel
P

polarisiertes
Licht

Resonanz-
I signal

RU
|

Assoz.

sensorchiv | 7

mit Goldfilm

Ligand ——==SA AN

Zeit

Sensogramm

Analyt Flusszelle

Abbildung 2.1: Messprinzip eines SPR-Spektrometers. (modifiziert nach:
www.rci.rutgers.edu/~longhu/Biacore/MolecularinteractionAnalysis.html). Durch die Oberflachen-
plasmonresonanz der Goldschicht entsteht ein Intensitatsabfall im reflektierten Licht. Wenn der
Analyt an den Liganden bindet, verandert sich der Winkel des Schattens im reflektierten Licht.
Diese Winkeldnderung ist proportional zur Masse des gebundenen Analyten und wird im
Sensorgramm aufgezeichnet.

In einem Interaktionsexperiment wird die Anderung des Resonanzwinkels in response

units (RU) (relative Einheiten) gegen die Zeit aufgetragen. Das erhaltene Diagramm heif3t
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Sensorgramm. Hier kénnen die drei Phasen eines Interaktionsexperimentes abgelesen

werden:

1)

2)

3)

Assoziationsphase: Der Analyt flieRt in konstanter Konzentration und mit
konstanter Geschwindigkeit Uber die Sensoroberflache. Die Bindung des Analyten
resultiert hierbei in der Zunahme des RU-Wertes. Bindung und Freisetzung des
Analyten passieren zeitgleich, die Amplitude des detektierten Signals beschreibt
aber nur die Nettozunahme an Analyten auf der Oberflache. Die Amplitude bleibt
konstant, wenn das System ins Gleichgewicht kommt und Bindung und
Freisetzung des Analyten gleich schnell sind.

Dissoziationsphase: Die Flusszelle wird nur mit Puffer gespllt. Die gebundenen
Analytmolekule dissoziieren vom Liganden und werden weggespult. Der RU-Wert
sinkt ab.

Regenerationsphase: Die Zeitspanne bis zur komplett abgeschlossenen
Dissoziation wird verkirzt, indem die restlichen, gebundenen Analytmolekile
durch eine Regenerationslésung (zum Beispiel eine Saure oder Base)

abgewaschen werden. Der Ausgangs-RU-Wert wird wieder erreicht.

In der vorliegenden Arbeit wurden SPR-Messungen zur Untersuchung von Protein-Lipid-

Interaktionen mit dem Gerat Biacore-3000 durchgefiihrt. Dieses Gerat verflugt Uber vier

serielle Flusszellen, so dass vier verschiedene Liganden auf den Sensorchip gekoppelt

und alle Liganden durch eine Analytinjektion erreicht werden kénnen (Biacore, 1994).

2.6.2

Kinetische Zusammenhange und Datenauswertung

Eine einfache Interaktion von Analyt (A) und Ligand (B) zum Analyt-Liganden-Komplex

(AB) kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:

Ka
A+B 4—' AB (Gleichung 2.1)
Kqg

Hierbei sind k, [M'*s™] und k4 [s"] die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation

beziehungsweise die Dissoziation.
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Unterteilt man die Gleichung in Hin- und Rlckreaktion so gilt:

-d [AB]/dt = kq [AB] (Zerfall) (Gleichung 2.2)
und
d[AB]/dt = k, [A] [B] (Bildung) (Gleichung 2.3)

Die Zerfallsgeschwindkeit des AB-Komplexes hangt von der Dissoziationskonstanten
sowie von der Konzentration des [AB]-Komplexes ab. Die Geschwindigkeit, mit der der
Komplex gebildet wird, hangt von der Assoziationskonstanten sowie von der
Konzentration der freien Interaktionspartner ab. In der Assoziationsphase ist die
Bildungsgeschwindigkeit des AB Komplexes von Bildungs- und Zerfallsreaktion

beeinflusst. Aus Gleichung 2.2 und 2.3 erhalt man:

d[ABJ/dt = k, [A] [B] - ke [AB] (Gleichung 2.4)

In der Dissoziationsphase findet nur Komplexzerfall und keine Komplexbildung statt. Hier

gilt also nach Gleichung 2.2 fur die Bildungsgeschwindigkeit des Komplexes [AB]:

d [AB)/dt = -k4 [AB] (Gleichung 2.5)

Kommt die Reaktion Gleichgewicht, so bleibt die Konzentration des AB-Komplexes

konstant, Zerfallsrate und Bindungsrate sind gleich schnell und es gilt nach Gleichung 2.4:

d[AB]/dt=0 und somit 0 =k, [A] [B] - kg [AB] (Gleichung 2.6)

Die Geschwindigkeitskonstanten k, und kg kénnen direkt aus einem Sensorgramm

berechnet und zur quantitatvien Beschreibung einer Bindung verwendet werden, haufig

wird aber auch die Dissoziationskonstante Ky [M™"] als MaR fiir die Affinitat einer Bindung
angegeben. Es gilt:

Kq = ka/ka (Gleichung 2.7)

Durch Einsetzen in Gleichung 2.6 ergibt sich:

Kq = ([A] * [B]) / [AB] (Gleichung 2.8)
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Der Kg-Wert gibt also den Anteil freier Bindungspartner im Gleichgewicht an. Das heift, je

groler der Wert ist, desto geringer ist die Affinitat zwischen Analyt und Ligand.

Das in der SPR-Spektroskopie detektierte Signal RU kann wie folgt in Gleichung 2.6
eingesetzt werden:

[A] = C (Konzentration des Analyten im Experiment, bleibt konstant)

[AB] = RU (Signal durch gebildeten Komplex)

[B] = RUnax-RU (Amplitude bei vollstandiger Ligandenbelegung (RUnax) abzlglich aktuell
belegter Liganden (RU) ergibt Anzahl an freiem Liganden).

Dadurch ergibt sich aus Gleichung 2.6:

0 = ks C* (RUpax-RU) - kg *RU (Gleichung 2.9)

Entspricht die eingesetzte Konzentration C dem Ky Wert, so kann in dieser Gleichung

C=K4=kq/k, eingesetzt werden und durch Umformung erhalt man:

K¢=1/2 RUpax (Gleichung 2.10)

Das heif’t, im Gleichgewicht entspricht der Ky Wert der Analytkonzentration, bei welcher
der halbmaximale RU Wert erreicht wird. Auf Grund dieses Zusammenhangs kann ein
Naherungswert fur den Kg-Wert bestimmt werden, indem die RU-Werte im Gleichgewicht
gegen verschiedene Analytkonzentrationen aufgetragen werden. In der resultierenden
Sattigungskurve kann der K-Wert dann als Proteinkonzentration des halbmaximalen RU-
Wertes abgelesen werden. Diese Auswertungsmethode heillt Gleichgewichts-Affinitats-

Analyse und wurde in dieser Arbeit zur Datenauswertung benutzt (Biacore, 1997).

2.6.3 Kopplung von Liposomen auf einen L1-Chip und Durchfiihung von

Interaktionsexperimenten

Auf einen L1-Chip (Firma Biacore) kdnnen Lipide in Form von Liposomen Uber lipophile
Anker in der Dextranmatrix des Chips gekoppelt werden. Laut Herstellerangaben
fusionieren die Liposomen auf dem Chip zu einem geschlossenen bilayer. In der Literatur
gibt es diesbezlglich  jedoch widersprichliche Angaben, da haufig
elektronenmikroskopische Analysen belegten, dass die einzelnen, dicht gepackten
Lipidvesikel auf dem Chip erhalten bleiben (Erb et al., 2000; Cooper et al., 2000).
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E. coli Lipide sowie synthetischen Lipide (DOPE/DOPC), die wie unter Punkt 2.5.7
beschrieben mit 33% und 66% DOPG dotiert worden waren, wurden durch einen
Polycarbonatfilter mit einer Porengréfie von 100 nm siebzehnmal extrudiert und auf eine
Konzentration von 0,33 mg/ml Lipid verdinnt. Fir eine Kopplung wurden jeweils 25 ul der
Liposomensuspension mit einer Flussrate von 5 ul/min in das Biacore-3000-System
injiziert. Als Kopplungspuffer sowie interner Liposomenpuffer dienten 50 mM Tris/HCI,
pH 7,5, 150 mM KCI. Nach der Kopplung wurde locker gebundenes Lipid durch zwei
Waschschritte mit 50 mM NaOH (5 ul, 10 pl/min) entfernt.

Zur Durchflihrung eines Interaktionsexperimentes wurden Analytproben (Probenvolumen
30 ul) unterschiedlicher Proteinkonzentrationen mit einer Rate von 30 pyl/min in das
System injiziert. Die Assoziationszeit von 60sec wurde benétigt, um die
Interaktionsreaktion ins Gleichgewicht zu bringen. Die Dissoziationszeit betrug 120 sec.
Um ,Puffersprungsignale“ zu vermeiden, war es wichtig, dass der Puffer in dem das
Protein vorlag, absoult identisch war zum Laufpuffer im Biacore-System (50 mM Tris/HCI,
pH7,5, 150 mM KCI). Auf Grund unvollstdndiger Dissoziation wurde nach jeder
Interaktionsmessung die Liposomenoberflache mit dem Detegenz CHAPS (3-[(3-
Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat, 20 mM) vollstdndig vom Chip

abgewaschen und wie oben beschrieben neu aufgezogen.
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3 Ergebnisse

Objekt dieser Arbeit ist der osmoregulierte Glycinbetain-Transporter BetP aus
C. glutamicum, der neben seiner Kkatalytischen Aktivitat auch Sensor- und
Regulatorfunktion besitzt (Ribenhagen et al., 2000). In Proteoliposomen wurde die
interne Kaliumkonzentration als der von BetP zur Aktivierung detektierte Stimulus
identifiziert (RUbenhagen et al., 2001). An Hand C-terminal verkirzter BetP-Varianten
konnte eine essentielle Funktion der C-terminalen BetP-Extension bei der Kaliumsensorik
und Aktivitatsregulation von BetP nachgewiesen werden (Peter et al., 1998a; Schiller et
al., 2004a,b). Des Weiteren war bekannt, dass die BetP-Regulation von der
Kopfgruppenzusammensetzung der Membran beeinflusst wird (Schiller, 2004). In dieser
Arbeit wurde die Funktion der C-terminalen Domane im BetP-Regulationsmechanismus
naher charakterisiert. Dies geschah zum einen durch ortsgerichtete Mutagenese innerhalb
der C-Doméane und zum anderen durch die biochemische und biophysikalische
Charakterisierung C-terminaler Interaktionen mit anderen Proteinbereichen sowie mit
Lipiden. In diesem Zusammenhang wurde auch die weitestgehend unbekannte Funktion
der N-terminalen BetP-Extension analysiert. Im letzten Teil der Arbeit wurde die
Bedeutung von Kalium fiir die Aktivierung des Transporters in vivo untersucht, welche

bislang nur in vitro belegt war.

3.1 Ortsgerichtete Mutagenese der C-terminalen Domane

Die cytoplasmatisch gelegene C-terminale Extension von BetP umfasst die
Aminosaurereste 546-595. Wird dieser Proteinbereich um 25 Aminosauren verklrzt oder
ganz deletiert, so verliert der Transporter die Fahigkeit seine Aktivitat in Abhangigkeit des
Kaliumreizes zu regulieren. Daraus wurde geschlossen, dass die C-Domane direkt in die
Kaliumsensorik involviert ist. Eine direkte Kaliumbindestelle konnte aber bislang nicht
identifiziert werden. In silico Strukturanalysen sagen fir die Reste 553-586
beziehungsweise 592 eine a-Helix vorher (s. Anhang 6.3). Die a-helikale Struktur wurde
inzwischen auch réntgenkristallographisch nachgewiesen. Laut vorlaufigen Strukturdaten
umfasst die Helix in etwa die Reste 550-590 (Susanne Ressl, personliche Mitteilung). Im

Vorfeld dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Einfiihrung des Helixbrechers Prolin
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in der Mitte der a-Helix (E572) sowie im vorderen Bereich der Helix (Y550) zum Verlust
der Osmoregulation des Transporters flihrten (Schiller et al., 2006). Es wurde
geschlussfolgert, dass die Deregulation durch eine veranderte Konformation der Domane
ausgeldst wird. In dieser Arbeit wurde eine ausfihrliche Prolin-scanning-Mutagenese
innerhalb der C-Extension durchgefiihrt, um die Bedeutung der a-Helix fir die BetP-
Regulation im Detail zu untersuchen. Es war denkbar, dass je nach Lage des
eingefiihrten Prolins in der Helixwindung eine periodische Wiederholung von Effekten
auftreten koénnte. Zur Kontrolle wurden in ausgewahlten Positionen auch andere
Aminosaurereste eingefuhrt, welche die a-helikale Struktur nicht stéren sollten (im
Folgenden zusammenfassend als ,Nicht-Prolinsubstitutionen/-varianten® bezeichnet)
(Sekundarstrukturvorhersagen und helical wheel Vorhersage, siehe Anhang 6.3, 6.4).

Abbildung 3.1 gibt einen schematischen Uberblick (iber die vorgenommen Substitutionen.

550 560 570 580 590
NDVIY LENREQCRENARLARERRVHNENRKRELARKERRER
P P PPPPPPPP PPFPP P P P
550 555 558 584 568 578
A AR A/D KD  A/ID AJE

Abbildung 3.1: Schematische Ubersicht der konstruierten C-terminalen BetP-Varianten.
Oben: Aminosauresequenz der C-terminalen Domane. Der mit dem Programm 3DPSSM
vorhergesagte a-helikale Bereich ist blau unterlegt. Mitte: Position der Prolinsubstitutionen. Unten:
Positionen der Nicht-Prolinsubstitutionen. Blaue Buchstaben kennzeichnen die Substitutionen der
BetP-Varianten, welche sowohl in E. coli als auch in C. glutamicum charakterisiert wurden.

Die betP-Mutanten wurden auf Plasmiden durch ortsgerichtete Mutagenese konstruiert,
wobei als Plasmidhintergrund pASK-IBAS5-betP oder pXMJ19-betP verwendet wurde. Als
Grundlage fir alle BetP-Varianten diente das BetP-Protein C252T, in welchem das
einzige Cystein des Transporters ausgetauscht ist. Dieses besitzt die gleichen
regulatorischen Eigenschaften wie das Wildtypprotein. Die Verwendung dieser
cysteinfreien BetP-Variante als Hintergrund ertffnet im Rahmen anderer Arbeiten die
Option, an strategisch gunstigen Positionen gezielt Cysteine einzuflhren, welche flr
biophysikalische Untersuchungen mit Fluoreszenz- oder Elektronen-spin-labeln markiert
werden kénnen.

Die Charakterisierung der BetP-Varianten erfolgte in E. coli MKH13 Zellen und in
C. glutamicum DHPF Zellen. In diesen Stdmmen sind die Gene fur Transporter
kompatibler Solute deletiert (E. coli MKH13: AputPA, AproP, AproU; C. glutamicum DHPF:
AbetP, AproP, AputP, AectP, AlcoP). E. coli und C. glutamicum kdénnen auf Grund ihrer
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unterschiedlichen Membranzusammensetzung als screening-Systeme fir den Einfluss

der Membranumgebung auf das Regulationsverhalten von BetP eingesetzt werden.
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Abbildung 3.2: Western Blot Analyse der Synthese von BetP C252T und C-terminalen BetP-
Varianten. Fir den Western Blot erfolgte die Zellanzucht und Induktion in gleicher Weise wie fur
die Transportmessungen. Isolierte Membranen wurden tuber SDS-PAGE (12,5%) nach Laemmli
getrennt. Die BetP Proteine wurden durch polyklonale Antikdrper gegen BetP nachgewiesen.
C252T: Positivkontrolle (SollgréRe: 64,2 kDa). M: Proteinmarker; Molekulargewichte der
Markerbanden von oben nach unten, beginnend mit der roten Bande (Angaben in kDa): 72, 55, 40.
(A) E. coli MKH13 Stamme. Es wurden jeweils 10 ug (linkes Teilbild) beziehungsweise 40 ug
Gesamtprotein (rechtes und unteres Teilbild) eingesetzt. Es konnten zur C252T Kontrolle
vergleichbare Mengen nachgewiesen werden. Leichte Schwankungen konnten mit leichten
Schwankungen in der Gesamtproteinmenge in gegengefarbten Polyacrylamidgelen belegt werden.
(B) C. glutamicum DHPF Stamme. Es wurden je 40 uyg Gesamtprotein eingesetzt. Alle BetP-
Varianten konnten nachgewiesen werden. Die BetP-Mengen waren vergleichbar zur C252T
Kontrolle.
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3.1.1 Immunologische Quantifizierung C-terminaler BetP-Varianten

Fur die Uberexpression der betP-Mutanten in E. coli wurde der Expressionsvektor pASK-
IBA5 verwendet, in dem das betP-Gen unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren tet-
Promotors steht. Die Uberexpression in C. glutamicum erfolgte mit Hilfe des Vektors
pXMJ19. Hier steht das betP Gen unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren tac-
Promotors. Um sicherzustellen, dass eventuelle Unterschiede in der Transportaktivitat
nicht auf unterschiedlichen Expressionsstarken beruhen, wurde die Synthesemenge der
BetP-Varianten immunologisch nachgewiesen. Hierzu erfolgte die Zellanzucht und
Induktion in gleicher Weise wie flir Transportmessungen. Nach Aufschluss der Zellen
wurde eine Membranpraparation durchgefiihrt und jeweils gleiche Proteinmengen wurden
Uber SDS-PAGE getrennt. Der Nachweis von BetP erfolgte durch BetP-spezifische
Antikorper.

Fur alle BetP-Varianten konnten zur C252T Kontrolle vergleichbare BetP-Proteinmengen
(64,2 kDa) als deutliche Bande zwischen den Hohen der Markerbanden von 72 und
55 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 3.2). Zwar traten in wenigen Fallen etwas
starkere Banden auf, anhand der zugehdérigen Coomassie-Brilliant-Blau gefarbten
Polyacrylamidgele war jedoch ersichtlich, dass diese durch leichte Schwankungen in den
aufgetragenen Gesamtproteinmengen verursacht worden waren (Daten nicht gezeigt).
Durch die Western Blot Analysen konnte also ausgeschlossen werden, dass groRere
Unterschiede in der Transportaktivitat der BetP-Varianten durch unterschiedlich starke
Proteinsynthese beziehungsweise unterschiedlich effizienten Einbau von BetP in die

Cytoplasmamembran verursacht wurden.

3.1.2 Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Prolinvarianten in E. coli
MKH13 Zellen

Zunachst wurden die BetP-Prolinvarianten in E. coli MKH13 Zellen charakterisiert. Hierzu
wurde die Betainaufnahmerate in Abhangigkeit der externen Osmolalitat bestimmt. Die
Ergebnisse aus diesen Messungen sind in Abbildung 3.3 gezeigt. Dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte aus mindestens drei Messungen mit der zugehdérigen Standardabweichung
beziehungsweise eine reprasentative Einzelmessung, wenn der Fehler weniger als 10%
vom Mittelwert betrug.

Die Kontrolle BetP C252T zeigt die typische BetP-Aktivierungskurve mit sigmoidalem
Kurvenverlauf und einem Aktivitdtsoptimum von 110 nmol/min * mg BTM  bei

0,8 osmol/kg. Die Einfuhrung eines Prolins im Bereich der Aminosaurereste E555-R582
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fuhrte in allen Fallen zu aktiven BetP-Varianten, deren Regulationsverhalten sich jedoch
von BetP C252T unterschied. Prolinvarianten mit Substitutionen zwischen den Resten
E555 und K575 waren nicht osmotisch reguliert, sie konnten ihre Transportaktivitat nicht
mehr dem applizierten osmotischen Stress anpassen (Abbildung 3.3A-C). Die Varianten
BetP E555P, R558P, A564P, R565P, H570P, N571P sowie H573P zeigten bei
0,24 osmol/kg Basisaktivitaten zwischen 20 und 30 nmol/min * mg BTM vergleichbar zur
Basisaktivitat der BetP C252T Kontrolle. Zwischen 0,24 und 0,4 osmol/kg blieb die
Transportaktivitdt entweder konstant (R558P, R565P, H570P) oder zeigte einen
marginalen Anstieg (Varianten E555P, A564P, N571P, H573P). Mit steigender
Osmolalitat war in allen Fallen ein Absinken der BetP-Aktivitat auf bis circa 10 bis
15 nmol/min * mg BTM bei 1,0 osmol/kg zu verzeichnen (Abbildung 3.3A, B). Ein ahnlich
verandertes Aktivitatsprofil zeigten die BetP-Derivate E566P bis V569P sowie R574P und
K575P (Abbildung 3.3B, C). Hier waren jedoch die Basisaktivititen mit etwa 35 bis
45 nmol/min * mg BTM im Vergleich zur Kontrolle leicht erhéht und der Anstieg bei
externen Osmolalitaten zwischen 0,24 und 0,4 osmol/kg etwas starker ausgepragt als bei
den zuvor beschriebenen BetP-Varianten. Bei héheren Osmolalitdten sanken die Raten
hier auf Werte zwischen 10 nmol/min * mg BTM (R567P) und 25 nmol/min * mg BTM
(R568P) ab. Die BetP-Variante R576P (Abbildung 3.3D) zeigte einen schwachen aber
linearen Anstieg der Transportaktivitadt von 30 nmol/min * mg BTM auf 45 nmol/min * mg
BTM im Bereich externer Osmolalitaten von 0,24 bis 1,0 osmol/kg. Diese konnte also als
schwach reguliert bezeichnet werden. Ebenfalls sehr schwach reguliert waren die hierauf
in downstream Richtung folgenden BetP-Varianten L578P sowie A580P. Ausgehend von
einer zur Kontrolle ahnlichen Basisaktivitat von circa 20 nmol/min * mg BTM stieg hier die
Transportrate bis zu einer externen Osmolalitat von 0,6 osmol/kg leicht an und sank dann
wieder leicht ab, wobei der Endwert bei 1,0 osmol/kg leicht iber der Basisaktivitat lag
(BetP A580P) oder gleich hoch wie diese ausfiel (BetP L578P). Die BetP-Variante R582P
war osmotisch reguliert (Abbildung 3.3D). Sie zeigte einen deutlichen Anstieg der
Transportrate in Abhangigkeit des osmotischen Stresses. Die Basisaktivitat ist mit knapp
30 nmol/min * mg BTM ahnlich wie bei der Kontrolle. Die maximale Aktivitat wurde, wie
bei BetP C252T, bei 0,8 osmol/kg erreicht. Allerdings blieb die Rate mit annahernd 60
nmol/min * mg BTM um circa 50% unter der maximalen Aktivitat von BetP C252T.
Insgesamt zeigten die in E. coli MKH13 Zellen ermittelten Daten, dass der Helixbrecher
Prolin im vorderen und mittleren Bereich der C-terminalen a-Helix (E555P-K575P) zum
Verlust der Osmoregulation fiihrte. Je weiter die Prolinsubstitution in den hinteren Bereich
der a-Helix rickte, desto weniger wurde die BetP-Regulation gestort. So war waren BetP
R576P-R580P schwach und BetP R582P signifikant osmoreguliert.
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Abbildung 3.3: Transportaktivitait von BetP C252T und C-terminaler Prolinvarianten in
Abhangigkeit der externen Osmolalitdt in E. coli MKH13. Externer Puffer: 25 mM KP;, pH 7,5;
100 mM NaCl. Die Aufnahmemessung wurde durch Zugabe von 250 pM ["C]-Glycinbetain
gestartet. Die Osmolalitditen wurden mit KCI eingestellt. Die Aufnahmeaktivititen folgender
Stamme sind gezeigt: C252T Kontrolle H. (A) E555P®; R558P A; A564PV; R565P¢. (B)
E566P®; R567P A ; R568P V; V569P ¢ . (C) H570P®; N571P A ; H573P ¥V ; R574P ¢ (D) K575P@;
R576P A . (E) L578P®; A580P A ; R582P V.
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3.1.3 Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Varianten mit Nicht-

Prolinsubstitutionen in E. coli MKH13

Die Ergebnisse aus der Charakterisierung C-terminaler Prolinvarianten lielen den
Schluss zu, dass die beobachteten Regulationsdefekte mit einer konformationellen
Storung der C-terminalen a-Helix zusammenhangen. Im nachsten Schritt wurde nun
durch Umkehrung und Eliminierung von Ladungen (E555A/R, R558A/D, R568A/D,
R576A/E) beziehungsweise Einflihrung von Ladungen (A564K/D) sowie einer neutralen
Substitution (Y550A) in einzelnen Positionen Uberprift, in welcher Weise Austausche, die
laut in silico Vorhersage keinen Einfluss auf die helikale Struktur der C-Extension haben
sollten, die BetP-Regulation beeinflussen kénnen (Sekundarstrukturvorhersagen, siehe
Anhang 6.3). Die ausgewahlten Positionen konzentrierten sich auf den vorderen und
mittleren Bereich der C-Doméne, da im Abschnitt der letzten 25 C-terminalen
Aminosauren in frGheren Mutagenesestudien bereits ein triple-alanin-scanning
durchgefihrt worden war, welches gezeigt hatte, dass Aminosauresubstitutionen in
diesem hinteren Bereich der C-Doméane keinen Einfluss auf die BetP-Regulation haben
(Schiller, 2004). Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessungen mit diesen BetP-Varianten in E.
coli MKH13 Zellen sind in Abbildung 3.4 dargestellt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte
aus mindestens drei Messungen mit der zugehdrigen Standardabweichung
beziehungsweise eine reprasentative Einzelmessung, wenn der Fehler weniger als 10%
vom Mittelwert betrug.

Die BetP-Variante Y550A war schwach osmotisch reguliert und zeigte eine lineare
Zunahme der Betainaufnahmerate von 15 auf 30 nmol/min * mg BTM bei Steigerung der
externen Osmolalitat von 0,24 auf 1,0 osmol/kg. Die zugehérige Prolinvariante Y550P war
hingegen nicht reguliert (Schiller et al., 2006; Ott, 2005). Eine Ladungsumkehrung
beziehungsweise Eliminierung in der Position E555 (E555R, E555A) verursachte einen
Verlust der Osmoregulation in ahnlicher Weise wie die Einfiihrung eines Prolins in dieser
Position (Abbildung 3.4A). Mit Basisaktivitaten vergleichbar zur Kontrolle war zwischen
0,24 und 0,4 osmol/kg ein leichter Anstieg der Aktivitat zu verzeichnen. Bei héheren
Osmolalitaten nahm die BetP-Transportrate wieder leicht ab. Der gleiche Kurvenverlauf
wurde fur die Varianten A564D, A564K, R568A und R568D beobachtet, wobei die
absoluten Raten fur A564D und R568A etwas hoher ausfielen als bei den Ubrigen BetP-
Derivaten (Abbildung 3.4B). Auch in den Positionen A564 und R568 hatten also die
Substitutionen, welche die a-helikale Struktur der C-Doméane nicht storen sollten, den
gleichen Effekt wie der Helixbrecher Prolin. Eine Ausnahme hierzu stellte die Position 558
im vorderen Bereich der putativen a-Helix dar. Hier waren die Varianten R558A und
R558D - anders als BetP R558P - voll osmotisch reguliert (Abbildung 3.4A). Die

50



Ergebnisse

Basisaktivitaten waren im Vergleich zur Kontrolle etwas héher und das Optimum war bei
BetP R558D zu hdéheren Osmolalitaten verschoben. Die maximal erreichten Raten lagen
mit circa 90 nmol/min * mg BTM fast so hoch wie bei der Kontrolle. Die BetP-Varianten
R576A und R576E mit Substitutionen im weiter downstream gelegenen Bereich waren
ebenfalls signifikant osmoreguliert. Die maximalen Raten blieben jedoch mit 45 und
75 nmol/min * mg BTM unter der von BetP C252T. In dieser Position hatte die zugehdrige
Prolinmutanten (R576P) nur eine schwache Osmoregulation gezeigt (Abbildung 3.4B).

Fir diesen Teil kann zusammengefasst werden, dass im mittleren Bereich der C-
terminalen BetP-Extension auch andere Substitutionen als Prolin die BetP-Regulation
stéren konnten. Im hinteren Bereich (Position R576) war dies nicht der Fall. Fir den

vorderen Abschnitt der C-Extension war das Bild hingegen nicht einheitlich.
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Abbildung 3.4: Transportaktivitit von BetP C252T und C-terminaler Nicht-Prolinvarianten in
Abhéangigkeit der externen Osmolalitit in E. coli MKH13. Externer Puffer: 25 mM KP;, pH 7,5;
100 mM NaCl. Die Aufnahmemessung wurde durch Zugabe von 250 pM ["C]-Glycinbetain
gestartet. Die Osmolalitdten wurden mit KCI eingestellt. Die Aufnahmeaktivititen folgender
Stadmme sind gezeigt: C252T Kontrolle M. (A) Y550A®; ES55A A ; ES55R ¥ ; R558A ¢ ; R558D «.
(B) A564D@; A564K A ; R568A Y ; R568D ¢; R576A «; R576E

3.1.4 Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Varianten im niederosmo-

laren Bereich

Fir die Mehrzahl der zuvor beschriebenen C-terminalen BetP-Varianten (Prolin- und
Nicht-Prolin-Substitutionen) war zwischen 0,24 und 0,4 osmol/kg externer Osmolalitat ein
leichter Anstieg der BetP-Aktivitat verzeichnet worden. Mit der folgenden Messreihe sollte
fur einige Mutanten beispielhaft Uberprift werden, ob diese BetP-Varianten eine

Aktivierung im Bereich geringerer Osmolalitaten aufweisen. Ware das der Fall, so lage bei
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Abbildung 3.5: Transportaktivitit von BetP C252T und C-terminaler Varianten in E. coli
MKH13 bei geringen externen Osmolalitaten. Externer Puffer: 15 mM KP;, pH 7,5; 50 mM NaCl.
Die Aufnahmemessung wurde durch Zugabe von 250 uM [14C]-Glycinbetain gestartet. Die
Osmolalitaten wurden mit KCI eingestellt. Dargestellt sind die relativen Aufnahmeaktivitaten. Der
maximale Wert jeder Reihe wurde als 100% gesetzt. Folgende Stdmme sind gezeigt: C252T
Kontrolle . (A) A564P®; V569P A ; H573P V. (B) K575P®; R576P A; A580P VY. (C) A564K@®;
A564D A ; R576A Y ; R576E

diesen BetP-Varianten kein echter Verlust der Osmoregulation vor, sondern eine
Optimumverschiebung zu geringeren Osmolalitaten. Um Osmolalitaten von 0,1 osmol/kg
im externen Puffer einstellen zu konnen, musste die KP;-Puffer Konzentration hier von
25 mM auf 15 mM und die NaCl Konzentration von 100 mM auf 40 mM herabgesetzt
werden. Da Natrium das Co-Substrat flir den BetP-Transporter ist und der K.,-Wert hierfiir
etwa 50 mM betragt, konnten unter den hier gewahlten Bedingungen schon geringe
Veranderungen in der Natriumaffinitat der BetP-Mutanten zu veranderten Absolutraten im

Vergleich zur Kontrolle fiihren. Da der Focus bei diesem Versuch auf der Veranderung
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und nicht dem Absolutwert der Rate lag, sind in Abbildung 3.5 zur Vereinfachung relative
Werte dargestellt, wobei der Maximalwert jeder Einzelkurve als 100% gesetzt wurde.

Fur die Prolinvarianten zwischen den Positionen A564 und K575 sowie fiir BetP A564K
und A564D konnte im niederosmolaren Bereich eine signifikante Zunahme der BetP-
Aktivitat ausgeschlossen werden. Zwischen 0,1 und 0,4 osmol/kg veranderten sich die
Werte um maximal 20%, wahrend die Kontrolle hier von 10% auf 50% anstieg. Die unter
Standardbedingungen als schwach osmotisch reguliert beziehungsweise osmotisch
reguliert bezeichneten BetP-Varianten R576P und R576A/D zeigten auch im
niederosmolaren Bereich eine schwache (R576P) beziehungsweise deutliche
Stimulierung. Durch diese Messreihe im niederosmolaren Bereich konnten also
eventuelle, unter Standardbedingungen verdeckte Stimulierungen ausgeschlossen
werden. Das zuvor gewonnene Bild regulierter beziehungsweise nicht regulierter

Mutanten wurde somit bestatigt.

3.1.5 Aktivitatsregulation C-terminaler BetP-Varianten in
C. glutamicum DHPF

Es war bekannt, dass das Regulationsverhalten von BetP von der Membranumgebung
beeinflusst wird. So verschiebt sich zum einen in C. glutamicum Zellen im Vergleich zu
E. coli Zellen das Aktivitatsoptimum zu hoéheren Osmolalititen, zum anderen war
beobachtet worden, dass Substitutionen in der Position 572, welche in E. coli zum Verlust
der BetP-Regulation gefiihrt hatten, in C. glutamicum die BetP-Regulation nicht
beeintrachtigten (Schiller et al., 2006). Durch Rekonstitution des BetP-Proteins in
Liposomen unterschiedlicher Lipidzusammensetzungen konnte gezeigt werden, dass die
in Zellen beobachteten Effekte auf den hohen Gehalt an negativ geladenem
Phosphatidylglycerol in der Cytoplasmamembran von C. glutamicum im Vergleich zur E.
coli Membran zurlickzufihren sind (Schiller et al., 2006). Daher wurden im Folgenden
einige der zuvor heterolog in E. coli charakterisierten BetP-Varianten auch in C.
glutamicum Zellen, also in der nativen Membranumgebung, osmoregulatorisch analysiert.
Es wurden BetP-Varianten mit Substitutionen im vorderen und zentralen Bereich
ausgesucht, da durch Substitutionen im hinteren Helixbereich die BetP-Regulation bereits
in E. coli Zellen nicht gestort werden konnte, was sowohl Daten aus dieser Arbeit (R582P;
Abbildung 3.1E), als auch Daten aus vorherigen Arbeiten belegt hatten (Schiller, 2004;
Ott, 2005). Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 3.6 zu sehen. Dargestellt ist

jeweils eine reprasentative Einzelmessung.
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Das osmoregulatorische Profil von BetP C252T nahm in C. glutamicum Zellen den fur die
Kontrolle typischen sigmoidalen Kurvenverlauf mit einem Aktivitatsoptimum bei 1,0
osmol/kg. Im Vergleich hierzu wiesen die BetP-Varianten A564P, R565P und V569P
sowie A564K/D ein deutlich verandertes Aktivierungsprofil auf (Abbildung 3.6A und D).
Ausgehend von einer leicht erhéhten Basisaktivitat war ein Anstieg der Transportaktivitat
zwischen 0,24 und 0,8 osmol/kg auf circa 20 nmol/min * mg BTM im Falle von BetP
A564P, R565P und A564K beziehungsweise 40 nmol/min * mg BTM (V569P, A564D) zu
verzeichnen. Die maximalen Raten blieben deutlich unter dem Wert der Kontrolle
(85 nmol/min *mg BTM). Bei weiterer Erhdhung der Osmolalitdt nahmen die Raten
marginal ab. In keinem Fall trat die wildtypische sigmoidale Aktivierungskurve auf. Diese
Prolin- und Nicht-Prolinvarianten mit Substitutionen im zentralen Bereich der C-Domane
konnten somit als schwach (V569P und A564D) beziehungsweise nicht (A564P, R565P,
A564K) osmoreguliert bezeichnet werden. Sie verhielten sich also in E. coli und in C.
glutamicum Zellen ahnlich. Im Gegensatz dazu waren die Varianten K§75P und R576P -
mit weiter downstream gelegenen Prolinsubstitutionen - in C. glutamicum
Membranumgebung signifikant osmotisch reguliert. Bei BetP K575P war der Verlauf der
Aktivierungskurve etwas flacher als in der Kontrolle und das Optimum zu hdheren
Osmolalitaten verschoben. Die Aktivierung von BetP R576P verlief steiler als bei BetP
C252T, wurde aber ebenfalls bei 1,0 osmol/kg maximal. Interessanterweise hatten diese
beiden BetP-Mutanten in E. coli keine (K575P) beziehungsweise nur eine sehr schwache
(R576P) Osmoregulation aufgewiesen. Ahnliches zeigte sich fiir die Nicht-Prolinvarianten
Y550A und ES555A mit Substitutionen im vorderen Bereich der C-terminalen BetP-
Extension (Abbildung 3.6C). BetP Y550A, welches in E. coli nur schwach osmoreguliert
war, zeigte hier in C. glutamicum die typische sigmoidale Aktivierungskurve mit im
Vergleich zur Kontrolle etwas geringeren Raten und einer leichten Optimumverschiebung.
Die zugehdrige Prolinvariante Y550P hatte in beiden Membranumgebungen eine
Deregulation gezeigt (Ott, 2005). Fur die in E. coli nicht regulierte Variante E555A wurde
in C. glutamicum ein typischer sigmoidaler Verlauf der Aktivierungskurve beobachtet,
wobei die Aktivierungsschwelle leicht erhéht war und mit maximal 60 nmol/min * mg BTM
ebenfalls etwas geringere Raten als in der Kontrolle erreicht wurden. Im Gegensatz dazu
fuhrte eine Ladungsumkehrung in Position E555 (E555R) zu einer BetP-Variante, die in
beiden Membranumgebungen nicht osmotisch reguliert war. ES555R war in C. glutamicum
nur sehr schwach aktiv.

Fir die Charakterisierung der C-terminalen BetP-Varianten in C. glutamicum DHPF Zellen
kann festgehalten werden, dass im zentralen Bereich der C-terminalen a-Helix sowohl

Prolin- als auch Nicht-Prolinsubstitutionen die Osomregulation von BetP beeintrachtigten
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(Varianten von A564, R565, V569). Hier hatte die veranderte Membranumgebung keinen
signifikanten Einfluss auf die Regulation. Gleiches gilt fur die Varianten E555R mit einer
Ladungsumkehrung in einer weiter vorne gelegenen Position. Im Gegensatz dazu hatten
die Nicht-Prolinvarinaten Y550A und E555A mit Substitutionen im vorderen Bereich ihre
Fahigkeit zur Osmoregulation in C. glutamicum Zellen wiedererlangt. Im hinteren Bereich
der C-terminalen a-Helix konnten interessanterweise sogar Prolinsubstitutionen die BetP-
Regulation in der nativen Membranumgebung nicht mehr beeintrachtigen (K575P;
R576P). Der Bereich der C-Doméane, in dem Substitutionen die BetP-Regulation stéren
konnten, war also in der nativen Membranumgebung insgesamt deutlich schmaler als in

der E. coli Membranumgebung.
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Abbildung 3.6: Transportaktivitat von BetP C252T und C-terminaler Varianten in
Abhéngigkeit der externen Osmolalitit in C. glutamicum DHPF. Externer Puffer: 25 mM KP;,
pH 7,5; 100 mM NaCl. Die Aufnahmemessung wurde durch Zugabe von 250 pM ["*C]-Glycinbetain
gestartet. Die Osmolalitdten wurden mit KCI eingestellt. Die Aufnahmeaktivitadten folgender
Stdmme sind gezeigt: C252T Kontrolle l. Prolin-Varianten: (A) A564P®; R565P A ; V569P V. (B)
K575P V; R576P#. Nicht-Prolin-Varianten: (C) Y550A®; E555A A; E555R<«. (D) A564KYV;
A564D
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3.2 Regulation und Orientierung C-terminaler BetP-Varianten in

Proteoliposomen

3.2.1 Einfluss der Kopfgruppenladung umgebender Membranlipide auf die

Regulation C-terminaler BetP-Varianten

In C. glutamicum Zellen ist BetP schwerer aktivierbar als in E. coli Zellen. Aulierdem
wurde sowohl in dieser als auch in frihren Arbeiten beobachtet, dass Regulationsdefekte
C-terminaler Prolinmutanten, die in E. coli Zellen auftreten, in C. glutamicum Zellen
verschwinden. Durch Variation der Lipidzusammensetzung von BetP-Proteoliposomen
konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass diese Effekte in vitro nachgestellt
werden kénnen, wenn der PG-Gehalt der Liposomen erhéht wird (Schiller, 2004). Hieraus
konnte geschlossen werden, dass die in Zellen beobachteten Unterschiede in der BetP-
Regulation durch den hohen Anteil an PG in der Cytoplasmamembran von C. glutamicum
im Vergleich zur E. coli Membran ausgelost werden. Nun sollte Uberpruft werden, ob
dieser Effekt PG-spezifisch ist oder ob er generell mit der negativen Ladung der
Kopfgruppe zusammenhangt. Hierzu wurde die Regulation zweier C-terminaler BetP-
Varianten in Proteoliposomen untersucht, welche mit DOPS (Dioleoylphosphatidylserin)
dotiert waren. Dieses synthetische Phospholipid besitzt wie DOPG eine negative
Nettoladung. Fur den Versuch wurden die Varianten BetP E572P und E572K ausgewahlt.
BetP E572P war sowohl in E. coli Lipiden als auch in DOPG-dotieren Liposomen
dereguliert gewesen. BetP E572K hatte seine Osmoregulation in DOPG-dotierten
Liposomen wiedererlangt (Schiller et al., 2006). Die beiden betP-Mutanten sowie betP-
C252T wurden in E. coli DH5a heterolog exprimiert. Die sythetisierten Proteine wurden
dann Uber Strep-Tactin-Affinitatschromatographie gereinigt und in E. coli Lipiden
rekonstituiert. Die Liposomen wurden anschliefiend mit DOPS fusioniert, so dass der
Anteil von DOPS am Gesamtlipid 33% betrug.

Abbildung 3.7 zeigt die Ergebnisse der Transportmessungen mit diesen Proteoliposomen.
BetP C252T zeigte die typische Optimumverschiebung von 0,6 osmol/kg zu héheren
externen Osmolalitaten, die auch in DOPG dotieren Liposomen beobachtet worden war
(Schiller et al., 2006). Beide C-terminalen Varianten zeigten bei 0,2 osmol/kg eine hohere
Basisaktivitat als die Kontrolle. BetP E572P zeigte hier zwischen 0,2 und 1,2 osmol/kg
einen schleichenden, anndhernd linearen Anstieg der Aktivitdt von 500 auf
900 nmol/min *mg Protein. BetP E572K hingegen zeigte eine deutliche osmotische

Aktivierung, die eine leicht sigmoidalen Optimumkurve beschrieb und ebenso wie bei
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BetP C252T bei 1,0 osmol/kg maximal wurde. Die absoluten Raten blieben allerdings
etwa ein Drittel unter denen der C252T-Kontrolle. Tabelle 3.1 vergleicht die hier
ermittelten Aktivierungsfaktoren mit denen, die in DOPG-dotierten Proteoliposomen
ermittelt worden waren (Schiller et al., 2006). Es wird deutlich, dass die beiden negativ
geladenen Phospholipide DOPG und DOPS qualitativ den gleichen Einfluss auf die
Regulation dieser C-terminalen BetP-Varianten haben. Hiermit konnte also gezeigt
werden, dass nicht die Kopfgruppe an sich, sondern ihre negative Ladung fir die

beobachteten Membraneffekte auf die BetP-Regulation entscheidend ist.
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Abbildung 3.7: Transportaktivitat von BetP C252T und C-terminaler Varianten in
Abhangigkeit der externen Osmolalitit in Proteoliposomen aus E. coli Lipiden mit 33%
DOPS. Interner Puffer: 100 mM KP;; externer Puffer: 50 mM NaP; Die Osmolalitdt wurde mit
Sorbitol eingestellt. Waschpuffer fiir Filter: 50 mM NaP;+Sorbitol (isoosmolar zu externem Puffer).
Gezeigt sind die Transportraten fir: BetP C252T M; E572P A ; E572K*.

Tabelle 3.1: Aktivierungsfaktoren der BetP Varianten E572P und E572K in
Proteoliposomen aus E. coli Lipiden mit 33% DOPS bzw. DOPG. Die Faktoren
sind jeweils auf die maximale Aktivitat im Verhaltnis zur Grundaktivitat bei
0,2 osmol/kg bezogen. Der hohe Faktor bei ,C252T, DOPS* kommt dadurch zu
Stande, dass die Grundaktivitat hier sehr viel geringer ausfiel als in DOPG haltigen
Liposomen (Aktivierungsfaktoren in DOPG nach Schiller 2006).

E572P E472K C252T

Aktivierungsfaktor in 33% DOPS 1,95 4,91 47,02

Aktivierungsfaktor in 33% DOPG 2 5 14
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3.2.2 Einfluss der Membranumgebung sowie C-terminaler Substitutionen

auf die Orientierung von BetP in Proteoliposomen

Die funktionale Rekonstitution von BetP in Proteoliposomen hat in der Vergangenheit
malfgeblich zur Charakterisierung der sensorischen Eigenschaften des Transporters
beigetragen. Da Kenntnisse bezlglich der BetP-Orientierung in Proteoliposomen die
Voraussetzung fir eine korrekte Deutung von Messdaten sind, wurden zur
Vervollstandigung existierender Daten am Rande dieser Arbeit zwei Aspekte zur
Orientierung von BetP in Proteoliposomen untersucht. Dies war zum einen die Frage, ob
der PG-Gehalt der Liposomen einen Einfluss auf die Orientierung des Transporters hat
und zum anderen, ob deregulierte BetP-Varianten mit Aminosauresubstitutionen im C-
terminalen Bereich anders orientiert sind als BetP C252T, das wie der Wildtyp reguliert
wird und in dieser Arbeit als Kontrolle verwendet wurde. In einer friheren Arbeit war fur
BetP C252T rekonstituiert in E. coli Lipiden eine unidirektionale right-side-out-Orientierung
nachgewiesen worden (Schiller, 2004). Es ist bekannt, dass Veranderungen der
Oberflachenladung am Protein oder Lipid sowie das Prozedere von Frieren-Tauen,
welches zur Variation der Lipidzusammensetzung verwendet wurde, die Orientierung des
Proteins beeinflussen kdnnen (Steverding et al., 1989; Sascha Nicklisch, persoénliche
Mitteilung). Im Aktivitdts-assay mit Proteoliposomen werden durch die vorgegebene
Richtung des Membranpotentials sowie durch die Pufferzusammensetzung nur right-side-
out orientierte BetP-Molekile erfasst. Wirde sich unter einer bestimmten Bedingung die
Orientierung eines signifikanten Anteiles der BetP-Moleklle andern, so hatte dies eine
Verfalschung der absoluten Transportraten - bezogen auf die Gesamtproteinmenge - im
Vergleich zu Standardbedingungen zur Folge. Unterschiedliche Aktivitatshdhen einzelner
Mutanten kénnten also durch unterschiedliche Orientierungsverhaltnisse von BetP
verursacht werden.

Durch ortsspezifische Proteolyse wurde hier die Orientierung von BetP C252T in
Liposomen aus reinen E. coli Lipiden mit der Orientierung in DOPG dotierten Liposomen
verglichen. Des Weiteren wurde die Orientierung der C-terminalen BetP-Varianten E572P
und E572K untersucht, die beide in E. coli Membranumgebung nicht osmotisch reguliert
und nur schwach aktiv sind. Ganze Proteoliposomen wurden extern mit Aminopeptidasen
versetzt, so dass nur BetP-Molekile mit einer in-side-out Orientierung fiir die Proteolyse
zuganglich waren. Als Kontrolle wurde jeweils ein Aliquot solubilisierter Proteoliposomen
mit Aminopeptidasen inkubiert. Der sukzessive N-terminale Abbau von BetP Uber die Zeit
wurde durch SDS-PAGE verfolgt. Abbildung 3.8A zeigt die Ergebnisse fir BetP C252T in
E. coli Lipiden. In der solubilisierten Probe war BetP nach 4 h zu 33% und nach 18 h zu

100% bis zu einer Gréle von circa 40 kDa abgebaut. In intakten Proteoliposomen waren
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Abbildung 3.8: Nachweis der Orientierung von BetP-Varianten mittels ortspezifischer
Proteolyse durch Aminopeptidasen. Links: Intakte Proteliposomen Rechts: Kontrollen mit in
1% Triton X-100 solubilisierten Proteoliposomen. (A) BetP C252T in Liposomen aus E. coli Lipiden.
(B) BetP C252T in Liposomen aus E. coli Lipiden mit 33%DOPG dotiert. (C) BetP E572P in
Proteoliposomen aus E. coli Lipiden. (D) BetP E572K in Proteoliposomen aus E. coli Lipiden.
Probennahme: Vor Enzymzugabe (-E); Unmittelbar nach Enzymzugabe (0); 1 - 6, 8 oder 18 h nach
Enzymzugabe, die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 1% EDTA und 10fach Complete-
Proteaseinhibitor gestoppt. sol: nach 18 (A), 8 (B+C) oder 6 (D) Stunden wurden die intakten
Proteoliposomen mit 1% Triton-X-100 solubilisiert und fiir weitere 2,5 Stunden mit den Peptidasen
inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE (12,5 %) und Coomassie-Brilliant-
Blau-Farbung. Die relative Menge an unverdautem Enzym wurde mit der Software PCBAS
quantifiziert und ist in Prozent angegeben. Die Werte wurden auf die —E Probe normiert.
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nach 4 h noch knapp 80% nach 18 h noch 58% des Proteins unverdaut. Die Daten
belegten, dass nur etwa 2/3 der BetP-Molekile right-side-out orientiert waren.
Abbildung 3.8B zeigt das Experiment mit BetP C252T in DOPG dotierten Liposomen. Hier
blieben ebenfalls etwa 2/3 des Proteins intakt (leichte Schwankungen in den
Prozentangaben beruhen auf der Fehleranfalligkeit des Quantifizierungsprogrammes). Die
Lipidvariation hatte also keinen Einfluss auf die Orientierung von BetP. Fur die Varianten
BetP E572P und E572K zeigte sich, dass etwa 50% der BetP Molekdlle right-side-out und
50% in-side-out orientiert waren. Hier war die Verteilung der beiden Orientierungen im
Vergleich zu BetP C252T also leicht aber nicht bedeutend verandert.

In allen Experimenten wurde also eine ahnliche bidirektionale Orientierung der BetP-
Molekiile in den Liposomen nachgewiesen, auch fir BetP C252T in reinen E. coli Lipiden.
Die hierflr vormals nachgewiesene unidirektionale right-side-out-Orientierung konnte also
nicht verifiziert werden (Schiller, 2004). Da die Rekonstitution von Membranproteinen ein
hochempfindlicher Vorgang ist, sind mdglicherweise geringfugige Variationen im
Rekonstitutionsprozedere bedingt durch wechselnde Lipid- oder Detergenzchargen die
Ursache hierfur. Es ware auch mdglich, dass es sich bei den vermeintlich inside-out
orientierten BetP-Molekulen um denaturiertes BetP-Protein handelt, das gar nicht korrekt
in die Vesikel integriert ist, sondern unspezifisch an der Liposomenoberflache haftet und
von daher N-terminal abgebaut werden kann. Unabhangig davon, welche Erklarung
zutrifft, sind die vorliegenden Daten hinreichend um zu postulieren, dass weder eine
Lipidvariation noch C-terminale Aminosauresubstitutionen die BetP-Orientierung in
Proteoliposomen verandern. Denn unter allen Bedingungen wurde dasselbe
Orientierungsverhaltnis nachgewiesen. Daher muss die BetP-Orientierung nicht in die

Bewertung proteoliposomaler Transportdaten einbezogen werden.

3.3 Aktivitatsregulation N-terminal deletierter BetP-Varianten

Uber die Bedeutung der N-terminalen BetP-Extension fiir die Regulation des Transporters
unter Osmostressbedingungen war zu Beginn dieser Arbeit wenig bekannt. N-terminal
deletierte BetP-Varianten waren in C. glutamicum Zellen osmotisch reguliert gewesen,
hatten aber im Vergleich zum BetP-Wildtyp eine deutlich erhdhte Aktivierungsschwelle
gezeigt (Peter et al., 1998a). Daher war die N-terminale BetP-Domane im Gegensatz zur
C-terminalen Sensordomane als Modulator der BetP-Aktivitdt bezeichnet worden. Auf

Grund der interessanten Membraneffekte, die sich aktuell fir C-terminale BetP-Varianten
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ergeben hatten, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Funktion der N-Domane erneut
untersucht, indem  N-terminal  verkirzte  BetP-Proteine in  verschiedenen
Membranumgebungen charakterisiert wurden. Hierzu standen die Varianten BetP AN29
und AN29E44A/E45A/E46A mit drei Aminosauresubstitutionen (im Folgenden AN29E
bezeichnet), bei denen etwa die Halfte der Extension deletiert war, und AN52 sowie ANS3,
bei denen nahezu die gesamte N-Extension fehlte, zur Verfigung. Diese waren als
mogliche Kandidaten fur die Gewinnung von Kristallen zur Réntgenstrukturauflésung in
der Arbeitsgruppe Ziegler (MPI fur Biophysik, Frankfurt am Main) konstruiert worden.

Die betP-Mutanten wurden in E. coli MKH13 und C. glutamicum DHPF plasmidcodiert
exprimiert (Vektoren: pASK-iBA 5 bzw. 7; pXMJ19) und in Transportmessungen auf ihre
osmoregulatorischen Eigenschaften untersucht. Fir alle Mutanten konnten nur geringe
Transportraten detektiert werden (Abbildung 3.9). Western Blot Analysen belegten, dass
der Einbau dieser BetP-Derivate in die Cytoplasmamembran sowohl von E. coli als auch
von C. glutamicum Zellen deutlich schlechter war als bei BetP C252T (Abbildung 3.10).
Die Banden der BetP-Varianten waren entsprechend der Verkirzung im Vergleich zur
Kontrolle zu geringeren Molekulargewichten verschoben. BetP AN29E lief in der SDS-
PAGE bei kleineren Massen als AN29, was moglicherweise mit der veranderten Netto-
Ladung des Proteins bedingt durch das fehlende Glutamat -cluster zusammenhangt.

In C. glutamicum Zellen zeigten alle N-terminalen BetP Varianten zwischen 0,24 und
1,0 osmol/kg nur minimale und zum Teil leicht ansteigende Raten (AN52; ANS53).
Oberhalb von 1,0 osmol/kg waren deutlich Zunahmen der Raten zu verzeichnen, die erst
bei 2,0 bzw. 2,2 osmol/kg maximal wurden (Abbildung 3.9B). Diese BetP-Varianten
zeigten somit eine ahnlich erhdhte Aktivierungsschwelle, wie sie fruher bereits fur andere
N-terminal verklrzte BetP-Varianten beobachtet worden war (Peter et al., 1998a). Die
Transportmessungen in E. coli Zellen ergaben jedoch Uberraschenderweise, dass keine
der Mutanten osmotisch reguliert war (Abbildung 3.9A). BetP AN29E zeigte ausgehend
von 15 nmol/min * mg BTM einen leichten, aber stetigen Abfall der Transportrate mit
zunehmender externer Osmolalitdt. BetPAN29 zeigte zwischen 0,24 und 0,4 osmol/kg
einen leichten Anstieg der Aktivitat, mit steigenden Osmolalitdten war aber auch hier eine
Abnahme der Raten zu verzeichnen. BetPAN53 zeigte nur minimale Transportaktivitat,
jedoch war auch hier der Trend erkennbar, dass die Rate mit zunehmender Osmolalitat
absank. Zwar wurden bei den E. coli Daten nicht so hohe Osmolalitaten getestet wie in
C glutamicum Zellen, da aber alle BetP-N-Varianten schon im Bereich zwischen 0,4 und
1,0 bzw.1,2 leicht abfallende Raten zeigten, ist von einer Aktivierung im héherosmolaren

Bereich nicht auszugehen.
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Alle N-terminal verkirzten BetP-Varianten zeigten also abhangig von der
Membranumgebung entweder einen Verlust der Osmoregulation (E. coli Zellen) oder sie
waren reguliert aber mit einer Verschiebung des Aktivitdtsoptimums zu hohen
Osmolalitaten (C. glutamicum Zellen). Hiermit wurde erstmals auch fir N-terminal

veranderte BetP-Varianten eine membranabhangige Regulation beobachtet.
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Abbildung 3.9: Transportaktivitat von BetP C252T und N-terminaler Varianten in
Abhangigkeit der externen Osmolalitat. (A) Aktivitdten in E. coli MKH 13 Zellen. (B) Aktivitaten
in C. glutamicum DHPF Zellen. Externer Puffer: 256 mM KP;, pH7,5; 100 mM NaCl. Die
Aufnahmemessung wurde durch Zugabe von 250 uM [14C]-Glycinbetain gestartet. Die
Osmolalitdten wurden mit KCI oder NaCl eingestellt. C252T Kontrolle Hl; AN29@®; AN29E
AN52V; ¢ AN53.
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Abbildung 3.10: Western Blot Analyse der Synthese von BetP C252T und N-terminaler BetP-
Varianten. Fir den Western Blot erfolgte die Zellanzucht und Induktion in gleicher Weise wie fiir
die Transportmessungen. Isolierte Membranen wurden tber SDS-PAGE (12,5%) nach Laemmli
getrennt. Die BetP-Proteine wurden durch polyklonale Antikdrper gegen BetP nachgewiesen.
C252T: Positivkontrolle (SollgréRe: 64,2 kDa). M: Proteinmarker; Molekulargewichte der
Markerbanden von oben nach unten in kDa: 72 (nur A), 55, 40. Fur alle N-terminalen Derivate
wurden geringer Mengen als bei der Kontrolle nachgewiesen (A) E. coli MKH13 Stamme:
Gesamtprotein: 40 ug. (B) C. glutamicum DHPF Stamme: Gesamtprotein: 40 ug.

62



Ergebnisse

3.4 Interaktionsstudien

3.4.1 Intramolekulare Interaktionen der C-terminalen Domane

3.4.1.1 Peptide array Experimente

Die Detektion von Kalium zur Regulation der BetP-Aktivitdt konnte direkt Uber die C-
terminale BetP-Doméane erfolgen, bislang konnte aber noch keine Kaliumbindestelle in der
C-Extension identifiziert werden. Es ist daher denkbar, dass die kaliumspezifische
Sensorik des BetP-Proteins nicht alleine Uber die C-Domane erfolgt, sondern Uber
Interaktionen der Domane mit anderen cytoplasmatischen Proteinbereichen vermittelt
wird. Des Weiteren kdnnten Interaktionen der C-Domaéane auch fir die Transduktion des
aktivierenden Signals wichtig sein. Daher wurde in der BetP-Sequenz nach mit der C-
terminale Domane interagierenden Bereichen gesucht. Zu diesem Zweck wurden peptide
array Experimente durchgefiihrt. Hierbei war die BetP-Aminosauresequenz in Form
synthetischer Oligopeptide auf einer Cellulosemembran in 195 Peptid-spots abgebildet.
Jedes Peptid umfasste dabei fliinfzehn Aminosaurereste, wobei von Peptid zu Peptid eine
Verschiebung um drei Aminosauren vorlag. Die C-terminale BetP-Domane wurde in E.
coli Zellen als rekombinantes Protein, fusioniert an den C-Terminus von GST, synthetisiert
und Uber Glutathion-Affinitdtschromatographie gereinigt. Nach Inkubation der
Cellulosemembran mit dem gereinigten Fusionsprotein erfolgte die Detektion der spots
mit gebundener C-Extension Uber einen GST-spezifischen Antikorper.

In Abbildung 3.11A ist zunachst das Kontrollexperiment dargestellt, in dem die Membran
mit dem GST-Protein (ohne BetP-C-Domane) inkubiert wurde. Fur das GST-Protein
konnte keine Interaktion mit den BetP-Fragmenten auf der Membran nachgewiesen
werden. Somit waren unspezifische Interaktionen des GST-Proteins mit den Peptiden
sowie Kreuzreaktionen des GST-Antikorpers mit den Peptiden ausgeschlossen. In
Abbildung 3.11B ist das Ergebnis des Experimentes gezeigt, wenn die peptide array
Membran mit dem Fusionsprotein aus GST und der BetP-C-Domane inkubiert wurde. Hier
konnte die Bindung der C-Domane an verschiedene Peptid-spots nachgewiesen werden.
Ein lineares Bindemotiv sollte auf Grund der Uberlappung der Peptidsequenzen ein
Interaktionssignal in mehreren hintereinander liegenden spots auslésen. Ausgedehnte
Interaktionen konnten fiir Peptide nachgewiesen werden, die folgenden BetP-Bereichen
entsprachen: dem membranstidndigen Bereich der N-terminalen Domaéane, den
cytoplasmatischen Schleifen (loops) 2, 4 und 8 und der C-Domane selbst. Reihen von nur
drei positiven spots traten fir die Sequenzen der cytoplasmatischen Schleife 6 als auch

der periplasmatischen Schleifen 5 und 9 auf. Die Sequenzen der interagierenden
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Bereiche sind in Tabelle 3.2 angegeben. Keine Signalreihe ergaben die Peptidsequenzen
der Schleifen 10 (cytoplasmatisch) sowie 1, 3, 7 und 11 (periplasmatisch).

Die Einflhrung eines Prolinrestes in die C-terminale BetP-Extension fuhrt zum Verlust der
Osmoregulation des Transporters. Es ist méglich, dass diese Deregulation, mit einem
veranderten Interaktionsverhalten der C-Domane zusammenhangt. Das peptide array
Experiment wurde daher auch mit den C-Domanen der beiden deregulierten BetP-
Varianten Y550P und E572P durchgefiihrt. In diesem in vitro System konnte jedoch kein
unterschiedliches Interaktionsverhalten einer veranderten C-Doméane im Vergleich zur C-
Domane mit Wildtypsequenz nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Sollten die im
peptide array beobachteten Interaktionen der C-Doméane direkt in die Kaliumdetektion
involviert sein, so wéare es mdoglich, dass die Interaktion von der K'-Konzentration
beeinflusst wird. Jedoch hatten weder eine Variation der KCI noch eine Variation der NaCl
Konzentration einen Einfluss auf die Interaktion der C-Doméane mit den Peptiden auf der

Membran (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.11: Interaktionen der C-Domane im peptide array. Peptide, welche Abschnitten
von je finfzehn Aminosaurereresten der BetP-Sequenz entsprechen, wurden durch
Parallelsynthese mittels Fmoc-Chemie auf die Membran aufgebracht. Von spot zu spot betrug die
Verschiebung in der Sequenz drei Aminosaurereste. Die genauen Peptidsequenzen sind in
Anhang 6.2 aufgelistet. Die Nummern geben die laufende Nummer des ersten spots einer Zeile an.
(A) Negativkontrolle: Die Membran wurde mit dem GST-Protein (1ug/ml) inkubiert. (B) Die
Membran wurde mit dem GST-C-BetP-Fusionsprotein inkubiert (1 pug/ml; 31 nM). Der Nachweis
des gebundenen GST beziehungsweise des rekombinanten Proteins erfolgte durch ein GST-
spezifisches 1gG-Peroxidase Konjugat. Es konnten Interaktionen des rekombinaten Proteins mit
verschiedenen ausgedehnten BetP-Sequenzbereichen nachgewiesen werden: N: N-Extension; L2,
L4, L8: loops 2, 4 und 8; C: C-Extension (Sequenzen der interagierenden Bereiche siehe Tabelle
3.2 und Topologiemodell Anhang 6.1).
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Tabelle 3.2: Peptidsequenzen der positiven peptide array spots und Zuordnung zu BetP-
Proteinbereichen. Angegeben sind die Uberlappenden Sequenzbereiche der spofs. *In diesen
Fallen waren Anfang und/oder Ende der Spotreihe bei verschiedenen Versuchswiederholungen nicht immer genau
identisch (N-Extension, L4, L8, C-Domane). Hier sind die Kernbereiche, die immer positiv waren, fett und kursiv
hervorgehoben. Nettoladungen berechnet nach http://www.embl-heidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl..

Region Peptidsequenz Nettoladung
bei pH 7,6

Reihen = 3 Spots: N- *ELAGLLENPTNLEGKLADAEEEIILE -9

Extension GEDTQASLNW

L2 AASKFGTIR +2

L4 *STFRVGRKQLLSSAFVPLIGEK +3

L8 LARISRGRSIRGFIL +4

C-Doméne *DVIYLEYREQQRFNARLARERRVHN +11

EHRKRELAAKRRRERKASGAGKRR

Reihen mit 3 Spots: L5 LSAANIIED -2
L6 FSAISGVGK +1
L9 GESIWGDGA -2

Fur die peptide array Experimente kann festgehalten werden, dass die isolierte C-
Domane in vitro Interaktionen mit bestimmten BetP-Bereichen einging. Die Tatsache,
dass nicht alle Peptide, die zu den hydrophilen Proteinbereichen gehdrten (Schleifen 1, 10
und 11), ein Signal ergaben, sprach fur die Spezifitdt der beobachteten Interaktionen.
Diese wurde weiterhin durch die Beobachtung unterstrichen, dass nicht nur Interaktionen
mit Peptiden auftraten, die entgegengesetzt der C-Domane negativ geladen sind (z. B.
das N-Peptid), sondern dass auch Interaktionen mit Peptiden nachgewiesen wurden,
welche wie die C-Doméne einen positiven Ladungsuberschuss besitzen. In zwei Fallen
traten auch punktuelle Interaktionen mit Sequenzen periplasmatischer Regionen
(Schleifen 5 und 9) auf. Da diese jedoch im in die Membran integrierten Gesamtprotein
durch die unterschiedliche Kompartimentierung nicht fur die C-Domane zuganglich sind,
sind diese in vivo nicht relevant. Prinzipiell erlaubten die peptide array Daten lediglich eine
~Ja/Nein-Aussage“ beziglich einer Interaktion. Eine Quantifizierung war mit dieser
Methode jedoch nicht mdglich. Diese koénnte kinftig Uber andere Methoden wie

Fluoreszenzanisotropie oder SPR-Spektroskopie erfolgen.
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3.4.1.2 Kompetitionsexperimente mit Peptiden in Proteoliposomen

Im Folgenden sollten die Daten der peptide arrays durch eine unabhangige Methode
Uberprift werden. Fir die indirekte Untersuchung der Interaktionen im Kontext des
Gesamtproteins in einer Membran wurden Kompetitionsexperimente mit Peptiden in
Proteoliposomen durchgefihrt. Hierdurch sollte eine mdgliche Funktion dieser
Interaktionen im BetP-Regulationsmechanismus aufgedeckt werden. Das BetP C252T
Protein wurde zunachst Uber Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie gereinigt und in
Liposomen rekonstituiert. Diese Liposomen wurden dann durch drei Zyklen von Frieren-
Tauen und Extrudieren mit synthetischen Peptiden beladen, deren Sequenz jenen
entsprach, die in den peptide array Experimenten mit der C-Domane interagiert hatten. Im
Falle einer Interaktion der Peptide im Lumen der Liposomen mit den C-Domanen der
right-side-out oritentierten BetP-Proteine wurde erwartet, dass die Regulation von BetP
beeinflusst wiirde. Bezogen auf das interne Proteoliposomenvolumen wurde ein etwa
10facher molarer Peptidiiberschuss gegeniber der Menge an BetP-Protein in den
Liposomen geschleust. Das osmoregulatorische Verhalten von BetP in diesen
Proteoliposomen wurde dann durch radiochemische Transportmessungen bestimmt. Die
Einschleusungseffizienz flir Peptide wurde mittels eines fluoreszenz-gelabelten Peptides
fluoreszenszspektroskopisch Uberprift (Daten nicht gezeigt).

Aus den peptide array Ergebnissen wurden fiir diesen Versuch die Sequenzen der loops
4 und 8 ausgesucht, da diese auch schon in friiheren resonant mirror Studien, als
mogliche C-Domane Interaktionspartner gefunden worden waren (Burger, 2002). Des
Weiteren wurde das N-Domane Peptid verwendet, da die Charakterisierung N-terminal
deletierter BetP-Varianten Hinweise auf eine Beteiligung der N-Domane in der BetP-
Regulation geliefert hatte. Als Negativkontrollen dienten eine random Sequenz von loop 8
sowie loop 10, der in den peptide arrays negativ gewesen war (Peptidsequenzen
siehe Tabelle 3.3). Die zuvor beobachtete, interessant erscheinende C-Doméane-C-

Domane Interaktion konnte aus technischen Grinden nicht weiter verfolgt werden.

Tabelle 3.3: Sequenzen der synthetischen Peptide fiir Kompetitionsexperimente.
Die N-Termini lagen acetyliert vor, die C-Termini als freie Sduregruppe.

Bezeichnung Sequenz

N-Peptid ELAGLLENPTNLEGKLADAEEEIILEGEDTQASLNWS
L4 STFRVGRKQLLSSAFVPLIGEK

L8 ARISRGRSIREFILG

L8 random LIGAESGRSRIRFR

L10 ADSASTVMGTMSQHGQLEANKWVTA
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Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 3.12 gezeigt. Die C252T Leerprobe
(Proteoliposomen ohne Peptid) zeigte das typische BetP-Regulationsprofil, wobei die
Transportrate bei externer Osmolalitdt von 0,8 osmol/kg etwas starker abfiel als
gewohnlich beobachtet. Ein Uberschuss der Peptide L8 random oder L10 hatte keinen
Einfluss auf die BetP-Regulation. Die internen Kontrollen waren somit wie erwartet
negativ. L4 hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die BetP-Regulation. Hier fiel
die maximale Rate zwar etwas geringer aus als bei der Leerprobe, die Form der BetP-
Aktivierungskurve war aber nicht beeintrachtigt. Ein intraproteoliposomaler Uberschuss an
L8 und N-Peptid bewirkte hingegen eine drastische Veranderung des Aktivierungsprofils.
Die maximale Transportrate wurden hier schon bei 0,4 osmol/kg erreicht und lagen mit
etwa 500 nmol/min * mg Protein um mehr als Faktor zwei unter jener der Leerprobe. Bei
weiterer Erhéhung der externen Osmolalitat blieben die Raten jeweils konstant.

Durch diese Kompetitionsexperimente konnten Daten aus den peptide array
Experimenten teilweise verifiziert werden. Damit wurden Hinweise erhalten, dass die C-
terminale BetP-Domane mit der N-terminalen BetP-Extension, sowie mit der
cytoplasmatischen Schleife 8 im Regulationsmechanismus interagiert. Eine Bedeutung

von Schleife 4 konnte nicht untermauert werden.
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Abbildung 3.12: Transportaktivitat von BetP C252T in Abhangigkeit der externen Osmolalitat
in Proteoliposomen aus E. coli Lipiden, welche mit Peptid im 10fach molaren Uberschuss
(Peptid:BetP) bezogen auf das interne Volumen beladen wurden. Interner Puffer: 100 mM KP;;
externer Puffer: 25 NaP;; 25 mM NaCl NaP;. Die Osmolalitdt wurde durch Zugabe von Prolin
eingestellt. BetP C252T Aktivitdt in Proteoliposomen ohne Peptid B bzw. beladen mit
(A) N-dom @; L4 *; L8 A oder (B) L8r (random) O; L10 A.
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3.4.2 Interaktionen der BetP-Extensionen mit Lipidoberflachen

Das Regulationsverhalten des BetP-Transporters wird von der
Kopfgruppenzusammensetzung der umgebenden Membran beeinflusst. Bei steigendem
Anteil negativ geladener Kopfgruppen steigt die Aktivierungsschwelle und somit die fur die
Aktivierung bendtigte Kaliumkonzentration an (Ribenhagen, 2001). Aufderdem wird der
Effekt von Aminosauresubstitutionen in der putativen C-terminalen Sensordomane auf die
BetP-Regulation von der Membranumgebung moduliert (Schiller et al., 2006 und s.
Abschnitt 3.1). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass eine direkte Interaktion
zwischen dem Kaliumsensor und der Membran stattfindet. Daher wurde die Interaktion
der isolierten C-Domane mit verschiedenen Lipidoberflachen mittels surface-plasmon-
resonance-(SPR)-Spektroskopie untersucht. Die C-Domane wurde als GST-
Fusionsprotein in E. coli BL21 synthetisiert. Das Fusionsprotein wurde mittels Glutathion-
Affinitdtschromatographie gereinigt und die C-Doméane Uber eine spezifische
Proteaseschnittstelle vom GST-Protein getrennt. Auch N-terminal deletierte BetP-
Varianten zeigten eine membranabhangige Regulation. Daher wurde auch die Interaktion
der N-Extension mit Lipiden untersucht. Hierzu stand ein synthetisches Peptid zur
Verfligung, welches der Aminosauresequenz des membranstandigen Bereiches der N-
Extension entsprach (Reste 28-64).

Fur die SPR-Studien (Gerat: Biacore 3000) wurden vier verschiedene Lipidoberflachen
verwendet: ein DOPE/DOPC-Gemisch (Mischungsverhaltnis: 50:50),
DOPE/DOPC +1/3DOPG, DOPE/DOPC+2/3DOPG und E. coli Lipidextrakt. DOPE/DOPC
sollte als Kontrolloberflache dienen, hier wurde die geringste Interaktion erwartet. E. coli
Lipide wurden verwendet, da diese auch in vivo (Zellen) bzw. in vitro (Proteoliposomen)
als Membranumgebung bei der Charakterisierung von BetP Verwendung finden. Durch
Beimischung von DOPG zum DOPE/DOPC-Gemisch sollte eine C. glutamicum ahnliche
Lipidoberflache erzeugt werden. Die Verwendung von 100% DOPG war aus technischen
Grunden nicht mdglich.

Die Lipide wurden in Form von Liposomen mit einem Durchmesser von 100 nm auf einen
L1 Chip (Firma Biacore) aufgezogen. Die Kopplung erfolgt hier Uber hydrophobe
Ankermolekile auf dem Chip. Nach einer Interaktionsmessung mit der BetP-Domane
konnte die Oberflache durch Waschschritte mit NaOH, HCI oder Hochsalzpuffer nicht
vollstandig regeneriert werden. Das heil}t, es blieb jeweils Restprotein an der Oberflache
haften. Um flr alle Messungen gleiche Bedingungen gewahrleisten zu kdnnen, musste
daher flr jede Interaktionsmessung eine neue Liposomenoberfliche erzeugt werden.
Tabelle 3.4 zeigt die Mittelwerte der gekoppelten response units aus sechs

verschiedenen Liposomenkopplungen. Die response units sind direkt proportional zur
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gekoppelten Masse auf dem Chip. In allen Fallen konnte gute Kopplungseffizienzen erzielt
werden. Die Kopplungseffizienzen einer einzelnen Lipidvariante in verschiedenen
Kopplungen unterlagen nur geringen Schwankungen, wodurch fur alle Einzelexperimente
vergleichbare Oberflachen vorhanden waren. Beim Vergleich der Kopplungen
unterschiedlicher Liposomengemische fallt auf, dass die Kopplung bei DOPE/DOPC am
besten war und mit zunehmendem DOPG-Gehalt abnahm. Dies ist dadurch zu
begriinden, dass es zu elektrostatischen AbstolRungen zwischen den PG-Kopfgruppen
untereinander und den Kopfgruppen mit den hydrophoben Ankern auf dem Chip kommt
(Anderluh et al., 2005). Die schlechteste Kopplungseffizienz war bei E. coli Lipiden zu

verzeichnen.

Tabelle 3.4: Kopplungseffizienzen fiir Liposomen verschiedener
Zusammensetzungen auf einen Biacore®-L1 Chip. Fur die Kopplung wurden je
25 yl Liposomensuspension einer Konzentration von 0,33 mg/ml Lipid mit einer
Flussrate von 5 pyl/min in das System injiziert. Kopplungspuffer: 50 mM Tris, pH 7,5;
150 mM KCI. Angegeben sind die Mittelwerte/Standardabweichungen der gekoppelten
Einheiten (response units =RU) aus je sechs Kopplungen sowie die relativ
gekoppelten RU-Werte bezogen auf den DOPE/DOPC-Wert.

Lipidoberflache RU gekoppelt (relative Einheiten)
absolut % relativ zu DOPE/PC
DOPE/DOPC 9200 + 169 100
E. coli 6445 + 49 70
DOPE/DOPC + 1/3 PG 8244 + 300 90
DOPE/DOPC + 2/3 PG 7403 + 85 80

In den Interaktionsexperimenten wurden Proteinproben verschiedener Konzentrationen
Uber die Lipidoberflachen gegeben. Die Ergebnisse aus den Interaktionsstudien sind in
Abbildung 3.13 gezeigt. Dargestellt sind die RU-Werte im Gleichgewicht der Reaktion in
Abhangigkeit der eingesetzten Proteinkonzentration. Hieraus konnte dann die
Dissoziationskonstante Ky als Maf fir die Affinitat der Bindung Uber den halbmaximalen
RU-Wert im Reaktionsgleichgewicht bestimmt werden (,Gleichgewichts-Affinitats-
Analyse®; siehe auch Abschnitt 2.6). Eine direkte Ermittlung der Geschwindigkeits-
konstanten flir Assoziation (k;) und Dissoziation (kg) war nicht moglich. Ein kritischer
Punkt der durchgefiihrten Messungen war, dass es sich bei der Interaktion zwischen der
C-Domane mit den Lipiden nicht um eine 1:1 Interaktion handelt, wie es zum Beispiel aus
der Zellbiologie bekannt ist, wenn bei der Vesikelbildung Adapterproteine Uber eine

spezifische Bindetasche an Phosphoinositolphosphate binden (Roth, 2004). Bei der BetP-
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C-Domane-Lipid-Interaktion liegt sehr wahrscheinlich eher eine relativ grofflachige
Interaktion vor, dadurch war eine direkte kinetische Auswertung mit der verwendeten
Software nicht mdglich. Auflerdem konnte dadurch die Anzahl der Bindestellen auf der
Lipidoberflache nicht optimiert werden. Wenn zu viele Bindestellen vorhanden sind,
kommt es zusatzlich zu so genannten rebinding-Effekten, was bedeutet, dass
dissoziierendes Protein sofort wieder binden kann. Diese Effekte kdnnten die Ursache flr
die schlechte Dissoziation der C-Domane von den Lipidoberflachen und demzufolge flr

die schwere Auswertbarkeit der Daten gewesen sein.
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Abbildung 3.13: Gleichgewichts-Affinitits-Analyse fiir die Interaktion der BetP-C-Domane
sowie des N-Peptides mit verschiedenen Liposomenoberflaichen. Die im Reaktions-
gleichgewicht erreichten RU-Werte sind als Funktion der Proteinkonzentration aufgetragen.
Pufferbedingungen: 50 mM Tris, pH 7,5; 150 mM KCI. Die Séattigungskurven wurden mit der
Software BIA-Evaluation gefittet. Interaktionen der C-Doméane mit: DOPE/DOPC M; E. coli Lipiden
¢ ; DOPE/DOPC + 1/3 DOPG ®; DOPE/DOPC + 2/3 DOPG A. Das N-Peptid interagierte mit
keiner der Lipidoberflachen *.

Tabelle 3.5: Affinitit der C-Domdne zu verschiedenen
Lipidoberflachen. Die Ky und RU,.-Werte wurden aus denen in
Abbildung 3.13 gezeigten Daten mit der Software BIA-Evaluation

gefittet. *Die RUn.x Werte wurden durch die relativen Kopplungseffizienzen (s. Tabelle
3.4) dividiert und somit normiert auf die DOPE/DOPC Oberflache.

Lipidoberfliche Ka [UM] RU max*
DOPE/DOPC 7,96 2830
DOPE/DOPC + 1/3 PG 5,98 3788
DOPE/DOPC + 2/3 PG 3,32 5702
E. coli 11,9 5764
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Fur das N-Peptid konnte mit keiner Lipidoberflache eine Interaktion detektiert werden. Die
ermittelten Ky-Werte flr die Interaktionen der C-Extension mit den Lipidoberflachen sind in
Tabelle 3.5 angegeben. Die C-Extension interagierte mit allen vier Oberflachen und die
Kg-Werte lagen jeweils im mikromolaren Bereich. Da auch eine signifikante Interaktion mit
der DOPE/DOPC Oberflache stattfand, wurden die DOPE/DOPC-Werte nicht als
Referenz von den Ubrigen abgezogen, sondern sind als Vergleichswerte zu sehen.
Inwiefern die Interaktion mit der DOPE/DOPC-Oberflache unspezifisch war, kann leider
nicht beurteilt werden. Klar erkenntlich ist die Tendenz, dass die Affinitat der C-Extension
mit dem Anteil an negativ geladenem PG zunahm. Ebenso nahmen die RU,.x Werte mit
steigendem PG-Anteil zu. Dies lag daran, dass wahrscheinlich elektrostatische
Wechselwirkungen fiir die Interaktion der positiv geladenen C-Domane mit den negativ
geladenen PG-Lipiden von Bedeutung sind, so dass bei einem hoheren PG-Anteil
insgesamt auch mehr Bindestellen auf der Oberflache zur Verfiigung standen. Unerwartet
war, dass die Affinitdat der C-Domane zur E. coli Lipidoberflache geringer ausfiel als zur
DOPE/DOPC-Oberflache, denn laut Herstellerangaben sollte die verwendete Lipidcharge
22% negativ geladene Lipide (PG+Cardiolipin) enthalten. Moglicherweise spielten hier
Proteinverunreinigungen im Lipidextrakt eine Rolle. Diese konnten durch die Analyse von
Liposomenproben mittels SDS-PAGE und anschlieRender Silberfarbung nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt).

Grundsatzlich kann hier festgehalten werden, dass durch die SPR-Studien die Interaktion
der isolierten C-Doméne mit verschiedenen Lipidoberflachen direkt nachgewiesen wurde.
Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen der Interaktionsstarke und dem PG-Gehalt

synthetischer Lipidoberflachen beobachtet werden.

Peptide arrays und Kompetitionsexperimente hatten Hinweise geliefert, dass eine
Interaktion von C- und N-Domane bei der osmostressabhangigen Aktivierung von BetP
von Bedeutung ist. Eine direkte Untersuchung dieser Interaktion mittels SPR war im
Rahmen dieser Arbeit nicht realisierbar. Daher wurde ein indirektes Experiment benutzt,
um eine Interaktion zwischen der C-Domane und der N-Domane zu belegen. Es wurde
untersucht, welchen Einfluss die Gegenwart des N-Peptides auf die Interaktion der C-
Domane hat. Hierzu wurde in einem Fall nur die C-Doméane uber die Lipidoberflache
gegeben. Im anderen Fall wurde die C-Doméne zuvor mit einem 100fachen Uberschuss
an N-Peptid vorinkubiert. Abbildung 3.14 zeigt die ermittelten RU-Werte im
Reaktionsgleichgewicht. Es ist klar ersichtlich, dass die Gegenwart des N-Peptides den
RU-Wert reduzierte. Der gleiche Effekt in abgeschwachter Form konnte auch bei

10fachem Uberschuss an N-Peptid beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Das
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Experiment lasst zwar keine Aussage Uber eine veranderte Affinitdt der C-Domane zu den
Lipiden zu, aber die Gegenwart des N-Peptides kommt quantitativ einer verminderten
Konzentration der C-Doméane gleich. Mit anderen Worten: Das N-Peptid scheint mit den
Lipiden um die Interaktion mit der C-Doméane zu konkurrieren. Dieses Experiment kann,
wenn auch nicht als direkter Nachweis, dennoch als weiterer indirekter Hinweis fiir eine C-

Domane - N-Domane Interaktion gewertet werden.
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Abbildung 3.14: Einfluss des N-Peptides auf die Interaktion der C-Doméne mit
Lipidoberflachen. Dargestellt sind die RU-Werte im Reaktionsgleichgewicht nach Injektion von
2uM C-Domane (volle Flachen) bzw. 2 yM C-Doméane, die zuvor mit 100fach molarem
Uberschuss an N-Peptid (15 Minuten, RT) inkubiert wurden (schraffierte Flachen).
Pufferbedingungen: 50 mM Tris, pH 7,5, 150 mM KCI.

3.5 Untersuchung des Kaliumstimulus in lebenden Zellen

BetP wird in Proteoliposomen spezifisch durch die Erhéhung der intraliposomalen
Kaliumkonzentration stimuliert. Andere potentielle Faktoren, die Osmostress anzeigen
kénnten, konnten im in vitro System als Stimulus zur Aktivierung von BetP
ausgeschlossen werden (Ribenhagen, 2001; Schiller, 2004). Die Ubertragbarkeit der in
vitro Daten auf die in vivo Situation war jedoch bislang nicht gezeigt worden. Kirzlich
wurde beobachtet, dass C. glutamicum in der Lage ist, in kaliumfreiem Minimalmedium
eine begrenzte Zeit zu wachsen und dass sich hierbei der K*-Gehalt der Zellen je nach
Kultivierungsdauer um bis zu Faktor zehn verringert. Aulerdem konnten zwei
Kaliumaufnahmesysteme in C. glutamicum identifiziert und deletiert werden (Becker,

2007). Auf dieser Basis wurden im letzten Teil der vorliegenden Arbeit Methoden etabliert,
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die es erlaubten, die BetP-Stimulierung erstmals unter verschiedenen
Kaliumkonzentrationen in lebenden Zellen zu untersuchen.

Die BetP-Aktivitat wurde in Zellen bestimmt, die in An- oder Abwesenheit von Kalium
kultiviert beziehungsweise osmotisch geschockt wurden. Durch die Etablierung von
radiochemischen Aufnahmemessungen mit ®*Rb* konnte hierbei die Verénderung des
intrazellularen ,Kaliumgehaltes” wahrend der BetP-Aktivierung verfolgt werden. Auf Grund
der ahnlichen lonenradien kénnen die meisten biologischen Systeme nicht zwischen
Rubidium- und Kaliumionen unterscheiden. So wird BetP auch in Proteoliposomen durch
Rubidium aktiviert (Schiller, 2004). Daher kann in biochemischen assays K* durch Rb*
ersetzt werden. Die Messungen wurden mit drei verschiedenen Kulturen durchgeflihrt:
1) mit C. glutamicum DHPF Zellen, die Gber Nacht mit Kalium kultiviert worden waren,
2) mit C. glutamicum DHPF Zellen, die Uber Nacht ohne Kalium kultiviert worden waren,
3) mit der Doppelmutante AcglK/Akup, in der die beiden fur C. glutamicum bekannten K’-
Aufnahmesysteme deletiert sind. Nachstehend werden diese drei Kulturen

folgendermallen benannt:

e DHPF-: ohne Kalium kultiviert
e DHPF+: mit Kalium kultiviert
o AcglK/IAkup: ohne Kalium kultiviert.

In allen drei Kulturen wurde betP mit Hilfe des Vektors pXMJ19 exprimiert. Folgende

Daten wurden fur diese drei Kulturen erhoben:

1) Die betP Expression wurde mittels Western Blot Analyse nachgewiesen.

2) Nachdem die Zellen einer Ubernachtkultur in kaliumfreiem Puffer gewaschen
worden waren, wurde die interne Kaliumkonzentration sowie die K*-Konzentration
im Uberstand flammphotometrisch bestimmit.

3) Die BetP-Aktivitat wurde unter iso- und hyperosmolaren Bedingungen jeweils mit
und ohne Zugabe von externem Rubidium in  radiochemischen
Transportmessungen Uber die Zeit verfolgt.

4) Die Aufnahme von radioaktivem Rubidium (¥**Rb*) wurde unter iso- und
hyperosmolaren Bedingungen Uber einen Zeitraum von mehreren Minuten

verfolgt.
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Die Western Blot Analyse (Abbildung 3.15) zeigte, dass der Einbau von BetP in die
Plasmamembran unabhdngig von den Anzuchtbedingungen war. Uberall konnten
vergleichbare BetP-Mengen nachgewiesen werden. Unterschiedliche BetP-Mengen

konnten also als Ursache fir verschiedene Aktivitatshéhen ausgeschlossen werden.

DHPF+ (MMI)
DHPF- (MMI)
AcglK/Acup (MMI)
DHPF (BHI)

Abbildung 3.15: Western Blot Analyse der Synthese von BetP C252T in C. glutamicum
Zellen: DHPF+: nach Kultivierung in MMI-Medium; DHPF-: nach Kultivierung in kaliumfreiem MMI-
Medium; AcglK/Akup: nach Kultivierung in kaliumfreiem MMI-Medium. Zum Vergleich ist eine Probe
nach Kultivierung von DHPF in BHI-Medium gezeigt. Fir den Western Blot erfolgte die Zellanzucht
und Induktion in gleicher Weise wie fiur die Transportmessungen. Isolierte Membranen wurden
Uber SDS-PAGE (12,5%) nach Laemmli getrennt (je 40 ug Gesamtprotein). Die BetP-Proteine
wurden durch polyklonale Antikdrper nachgewiesen. M: Proteinmarker; Molekulargewichte der
Markerbanden von oben nach unten, beginnend mit der roten Bande (Angaben in kDa): 72, 55, 40.
In allen Proben konnten vergleichbare BetP-Mengen nachgewiesen werden.

Tabelle 3.6: Flammphotometrische Bestimmung der intrazellularen K'-
Konzentrationen bzw. der K*-Konzentration im Uberstand von C. glutamicum Zellen.
Die Kultivierung erfolgte Uber Nacht in MMI-Medium mit Kalium (DHPF+) oder ohne Kalium
(DHPF- und AcglK/Akup). Die Zellen wurden in K'-freiem Puffer gewaschen. Der
Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschallbehandlung. Die Berechnung der internen
Konzentrationen erfolgte auf Grundlage der angegeben Umrechnungsfaktoren fir BTM und
Volumen. Der Umrechnungsfaktor flir das Volumen stammt aus Botzenhardt, 2004.

Kultur K" extern [MM] K" intern [MM] Volumen-Faktor =~ BTM-Faktor
[ulin/mggTM] [mg/mI*OD]

DHPF+ 90 +4 153+ 5 1,6 0,46

DHPF- 20+ 1 23+1 1,6 0,35

AcglK/Akup 9 t1 4+1 1,6 0,34
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Die Ergebnisse aus den flammphotometrischen Messungen sind in Tabelle 3.6
zusammengefasst. Fir die Berechnung der internen Kaliumkonzentrationen [K*];; aus den
Rohdaten, welche nur die absoluten Kaliummengen angeben, musste das
cytoplasmatische Volumen bekannt sein. Da Volumenbestimmungen im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr realisiert werden konnten, wurde der in einer friiheren Arbeit gemessene
Umrechnungsfaktor von 1,6 ul/mg Biotrockenmasse verwendet. Dieser war fir in MMI-
Medium kultivierte DHPF Zellen bestimmt worden (Botzenhardt, 2004). Die
Umrechnungsfaktoren von ODgy in Biotrockenmasse (BTM) flir die verschiedenen
Kulturen wurden experimentell ermittelt und entsprechend in der Rechnung bericksichtigt.
Fir die DHPF+ Zellen konnte eine [K']ix von 153 mM ermittelt werden. C. glutamicum hat
normalerweise unter Standardanzuchtbedingungen eine [K']i,x von 250-300 mM (Becker,
2007). Durch Waschen in K'-freiem Puffer verloren die Zellen jedoch einen Teil des
internen K*, was an der externen K* -Konzentration von 90 uM erkennbar ist. Die externe
Verunreinigung von 90 M wurde bei nachfolgenden radiochemischen Rb*-
Aufnahmemessungen in der spezifischen Aktivitat berlicksichtigt. Fiir die K*-gehungerten
Zellen (DHPF-) wurde eine interne K'-Konzentration von 20 mM ermittelt. Die

Doppelmutante Acgl/K/Akup Mutante hatte intern nur 9 mM K*.

Diese mit verschiedenen K'-Mengen vorbeladenen Zellen konnten nun fiir BetP-
Aktivitaitsmessungen und Rb*-Aufnahmemessungen verwendet werden. Die Ergebnisse
aus diesen Messungen sind in den (Abbildungen 3.16-18) zu sehen. Gezeigt sind jeweils
die Daten aus einer reprasentativen Messung. Dargestellt sind die interne
Kaliumkonzentration und die Betainaufnahmerate in Abhangigkeit der Zeit nach dem Start
der Messung, bei dem die Zellen entweder isoosmolaren oder hyperosmolaren
Bedingungen ausgesetzt wurden. Zur Berechnung der internen Kaliumkonzentrationen
wurde die Menge an aufgenommenem *Rb* zu der flammphotometrisch bestimmten K*-
Anfangsmenge hinzugerechnet. In Kontrollmessungen wurde durch Variation der
spezifischen Aktivitat gezeigt, dass Rb* und K" von C. glutamicum gleich gut
aufgenommen werden. So konnte die Aufnahme von %Rb* durch Zugabe von K*
kompetitiert werden, wobei sich die Menge an aufgenommenem %°Rb* stets um den
gleichen Faktor verringerte, um welchen die spezifische Aktivitdt durch die K*-Zugabe
herabgesetzt worden war (Daten nicht gezeigt). AuRerdem wurde gezeigt, dass das
Verhalten von BetP unabhangig davon war, ob extern Rb" oder K* zugesetzt wurden
(Daten nicht gezeigt). Hiermit war sichergestellt, dass die Gleichsetzung von Rb* und K*
bei der Datenauswertung zulassig war. Zur Vereinfachung wird im Folgenden der Begriff

Kaliumkonzentration verwendet, auch wenn es sich um eine Mischung aus Rb" und K*
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handelte. Volumen- und BTM-Umrechnungsfaktoren wurden wie in Tabelle 3.6
angegeben berlcksichtigt. Unter hyperosmolaren Bedingungen verringert sich das
cytoplasmatische Volumen auf Grund des osmotisch induzierten Wasserverlustes. Dieses
osmotische Schrumpfen wurde mit dem Faktor 0,75 bertcksichtigt. Dieser Wert wurde
aus Daten friherer Volumenmessungen abgeleitet, bei denen die Versuchsbedingungen

vergleichbar mit den hier vorliegenden Bedingungen waren (Botzenhardt, 2004).
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Abbildung 3.16: BetP-Aktivitit und intrazellulire K*-Konzentration in Abhéngigkeit der Zeit
nach Osmoschock in kaliumvorbeladenen C. glutamicum DHPF+ Zellen. BetP-Aktivitat: W ;
intrazellulare K™ Konzentration: . Externer Puffer: 25 mM NaP;, pH 7,5; 100 mM NaCl (Osmolalitat
0,24 osmol/kg, schwarze Symbole). Die Osmolalitdt von 1,2 osmol/kg wurde durch Zugabe von
Sorbitol eingestellt (orange Symbole). Fir die Betainaufnahmemessungen wurden 250 uM [14C]—
Glycinbetain zugegeben. Die Messungen wurden jeweils durch Zugabe von Zellen gestartet.
(A) Es wurden 2,5 mM RbCI (**RbCl (M, M) oder *RbCl (*,*) extern zugegeben. Die K'-
Konzentration wurde Uber die Menge an aufgenommenem *'Rb* und flammphotometrisch
bestimmten Ausgangskonzentrationen (Rechnung s. 0.) berechnet. (B) Es wurde kein RbCI extern
zugegeben. Es wurde angenommen, dass die vor dem Experiment vorliegende interne K-
Konzentration konstant bleibt (unterbrochene Linie, schwarz) beziehungsweise sofort nach
Applikation des hyperosmotischen Schocks konzentriert wird und dann unverandert blieb
(unterbrochene Linie, orange).

Abbildung 3.16A zeigt die Ergebnisse fir die Kultur DHPF+, also fir die
kaliumvorbeladenen Zellen. Hier wurden jeweils beim Start der Messung extern 2,5 mM
RbCl zugesetzt. Die Rubidiumaufnahme war unabhangig von der osmotischen
Stresssituation. Rb* wurde in beiden Féllen - also unter iso- und unter hyperosmotischen
Bedingungen - mit vergleichbarer Geschwindigkeit aufgenommen, wobei die Aufnahme
unter isoosmotischen Bedingungen etwas friher abflachte. Unter isoosmotischen
Bedingungen lag die erreichte Endkonzentration bei circa 225 mM. Unter
hyperosmotischen Bedingungen betrug die interne K*-Konzentration nach 4 Minuten etwa

275 mM. Unabhéangig vom osmotischen Stress schienen hier die Zellen in beiden Fallen
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das durch die Waschschritte verursachte K*-Defizit auszugleichen und ihre physiologische
[K']int wieder einzustellen. Die Bestimmung der BetP-Aktivitat in identisch behandelten
DHPF+ Zellen belegte, dass BetP unter isoosmotischen Bedingungen inaktiv war. Bei
einem hyperosmotischen Schock wurde BetP sofort aktiviert und die Rate blieb mit circa
14 nmol/min * mg BTM Uber den aufgenommen Zeitraum konstant. Eine Zunahme der
internen K'-Konzentration l6ste also keine weitere Zunahme der BetP-Aktivitat aus.
Abbildung 3.16B zeigt den gleichen Versuch allerdings ohne Zugabe von externem RbCI.
Daher wurde hier angenommen, dass die interne Kaliumkonzentration konstant bleibt.
Dies wurde aber nicht experimentell Uberprift. Unter isoosmotischen Bedingungen war
BetP auch hier inaktiv. Nach osmotischem Schock war BetP zundchst maximal aktiviert,

mit einer dhnlichen Rate wie in K*-vorbeladenen Zellen, dann sank die Rate leicht ab.
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Abbildung 3.17: BetP-Aktivitit und intrazellulire K*-Konzentration in Abhéngigkeit der Zeit
nach Osmoschock in kaliumverarmten C. glutamicum (DHPF-) Zellen. BetP-Aktivitat: B ;
intrazellulére K™ Konzentration: *. Externer Puffer: 25 mM NaP;, pH 7,5; 100 mM NaCl (Osmolalitét
0,24 osmol/kg, schwarze Symbole). Die Osmolalitat von 1,2 osmol/kg wurde durch Zugabe von
Sorbitol eingestellt (orange Symbole). Fir die Betainaufnahmemessungen wurden 250 uyM [14C]-
Glycinbetain zugegeben. Die Messungen wurden jeweils durch Zugabe von Zellen gestartet. (A)
Es wurden 2,5 mM RbCl (*RbCl (M, M) oder ®RbCl (*,%) extern zugegeben. Die K'-
Konzentration wurde dber die Menge an aufgenommenem %'Rb* und flammphotometrisch
bestimmten Ausgangskonzentrationen (Rechnung s. 0.) berechnet. (B) Es wurde kein RbCI extern
zugegeben. Es wurde angenommen, dass die vor dem Experiment vorliegende interne K'-
Konzentration konstant bleibt (unterbrochene Linie, schwarz) beziehungsweise sofort nach
Applikation des hyperosmotischen Schocks konzentriert wird und dann unverandert blieb
(unterbrochene Linie, orange).

Die Ergebnisse aus den Messungen mit kaliumverarmten Zellen sind in Abbildung 3.17
gezeigt. Abbildung A zeigt wieder das Experiment mit externer Zugabe von 2,5 mM Rb".
Auch hier war die Aufnahme von Rb* unabhéngig von den osmotischen Bedingungen. Die

kaliumgehungerten Zellen glichen also ihr K*-Defizit aus. Nach 4 Minuten lagen die K-
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Konzentrationen bei 250 und 275 mM. In identisch behandelten Zellen zeigte BetP ohne
osmotischen Stress eine Basisaktivitat von 2 nmol/min * mg BTM, die dann innerhalb von
vier Minuten leichtauf bis zu circa 7 nmol/min *mg BTM anstieg. Nach einem
hyperosmotischen Schock war zunachst eine geringe BetP-Basisaktivitat zu verzeichnen.
Dann nahm die BetP-Rate stark zu und wurde nach drei Minuten mit circa
30 nmol/min * mg BTM maximal. Die BetP-Aktivierungskurve nahm hier einen leicht
sigmoidalen Verlauf. Obwohl die K'-Konzentrationen in beiden Fallen &hnlich waren,
wurde BetP also nur unter hyperosmotischen Bedingungen aktiviert. Abbildung 3.17B
zeigt den gleichen Versuch ohne Zugabe von Rb*. Es konnte also angenommen werden,
dass die interne Kaliumkonzentration unverandert bleibt. Hier zeigte BetP unter
isoosmotischen Bedingungen eine Uber die Zeit konstante Basisaktivitat von etwa
3 nmol/min *mg BTM. Mit osmotischem Schock lag die Rate bei knapp
7 nmol/min *mg BTM und blieb ebenfalls Uber den aufgenommenen Zeitraum
unverandert. Durch den osmotischen Schock kam es also zu einer leichten
Basisstimulierung. Eine volle BetP-Stimulierung wie sie in Abbildung 3.17A zu sehen ist

trat aber nicht auf, wenn kein Rb* zur Aufnahme zur Verfliigung stand.
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Abbildung 3.18: BetP-Aktivitit und intrazellulire K*-Konzentration in Abhangigkeit der Zeit
nach Osmoschock in C. glutamicum AcglK/Akup Zellen. BetP-Aktivitat: B ; intrazelluldre K
Konzentration: unterbrochene Linie. Externer Puffer: 25mM NaP;, pH 7,5, 100 MM NaCl
(Osmolalitat 0,24 osmol/kg, schwarze Symbole). Die Osmolalitat von 1,2 osmol/kg wurde durch
Zugabe von Sorbitol eingestellt (orange Symbole). Es wurden 2,5 mM RbCl (BSRbCI (M, W) oder
%'RbCI (unterbrochene Linie)) extern zugegeben. Fiir die Betainaufnahmemessungen wurden
250 uM [14C]-Glycinbetain zugegeben. Die Betainaufnahme uber EctP wurde durch Zugabe von 25
mM Ectoin kompetitiert. Die Messungen wurden jeweils durch Zugabe von Zellen gestartet. Da
kein 86Rb+aufgenommen wurde, wurde angenommen, dass die vor dem Experiment vorliegende
interne K'-Konzentration konstant bleibt (unterbrochene Linie, schwarz) beziehungsweise sofort
nach Applikation des hyperosmotischen Schocks konzentriert wird und dann unverandert blieb
(unterbrochene Linie, orange).
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In dem in Abbildung 3.18 gezeigten Experiment wurden die gleichen Messungen mit dem
Stamm C. glutamicum AcglKiIAkup durchgefiihrt. Dieser Stamm war bisher noch nicht
biochemisch charakterisiert. Die radiochemischen Transportmessungen belegten, dass
diese Doppelmutante bei einer externen Konzentration von 2,5 mM nicht mehr in der Lage
war Rb* aufzunehmen. Mit und ohne Zugabe von externem Rb*, war hier das Verhalten
von BetP identisch, daher sind nur die Daten mit Zugabe von RbCI gezeigt. Ohne
osmotische Stimulierung konnte hier ahnlich wie in K*-gehungerten DHPF Zellen eine
Basisaktivitat von circa 3 nmol/min*mg BTM verzeichnet werden. Diese nahm jedoch im
Verlauf des Versuchs ab. Auch hier konnte BetP durch die Applikation eines
hyperosmotischen Schocks leicht stimuliert werden. Unter hyperosmotischen
Bedingungen betrug die BetP-Rate zunachst 8 nmol/min*mg BTM und sank dann aber auf

3 nmol/min*mg BTM ab.

In Abbildung 3.19 sind alle zuvor gezeigten Daten nochmals zusammengefasst. Um die
Abhangigkeit der BetP-Rate von der internen K*-Konzentration zu analysieren, wurde hier
jeweils die BetP-Rate zu einem bestimmten Zeitpunkt gegen die zellinterne
Kaliumkonzentration zu diesem Zeitpunkt aufgetragen. Hier erkennt man, dass die volle
Stimulierung von BetP in kaliumveramten Zellen von der Aufnahme von Rb" aus dem
Medium abhing (vergleiche [1 und M ). Die Zunahme der BetP-Aktivitat korrelierte mit
einem Anstieg der [K']ix von 60 mM auf 275 mM. In diesem K*-Konzentrationsbereich
wird BetP auch in Proteoliposomen aktiviert (Ribenhagen, 2001). Auffallig ist jedoch,
dass BetP im selben K'-Konzentrationsbereich nur marginal aktiviert wurde, wenn
isoosmotische Bedingungen vorlagen (M). Die Erhéhung der internen K*-Konzentration
alleine war also nicht ausreichend flir eine BetP-Stimulierung. Den gleichen Hinweis
lieferte das Verhalten von BetP in K'-vorbeladenen Zellen. Unter isoosmotischen
Bedingungen war BetP hier in einem Konzentrationsbereich von 150-225 mM inaktiv (@).
Unter hyperosmotischen reichten hingegen knapp 220 mM K aus um BetP voll zu
stimulieren (®). Als wichtiger Punkt kann hier also festgehalten werden, dass BetP nur
voll aktiv war, wenn hohe Kaliumkonzentrationen und hyperosmotische Bedingungen
vorlagen. Dariber hinaus fallt auf, dass in kaliumverarmten Zellen eine geringe
osmoabhangige Basisstimulierung auftrat (vergleiche A mit A; [ mit ). Diese musste
kaliumunabhangig sein, da hier nur sehr geringe Kaliumkonzentrationen vorlagen (kleiner
50 mM).
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Abbildung 3.19: BetP-Aktivitdat in Abhangigkeit der intrazelluliren Kaliumkonzentration:
kaliumvorbeladene C. glutamicum Zellen (DHPF+) (O;®), kaliumverarmte Zellen (DHPF-)(l;)
und kaliumtransportdefiziente Zellen (Acg/K/Akup ) (A). Die Werte sind aus denen in Abbilung
3.16-3.18 gezeigten Daten abgeleitet. Schwarze Symbole: Isoosmolare Bedingungen
(0,24 osmol/kg). Orange Symbole: Hyperosmolare Bedingungen (1,2 osmol/kg). Offene Symbole:
Es wurde extern kein RbCIl zugegeben. Geschlossene Symbole: Es wurden extern 2,5 mM RbCI
hinzugegeben.

Der Vollstandigkeit halber seien hier noch zwei auffallige Beobachtungen erlautert. Zum
einen fiel auf, dass die BetP-Aufnahmerate in K* vorbeladenen Zellen nicht stabil war,
wenn den Zellen kein externes Rubidium zur Aufnahme zur Verfigung stand (O). Hierfir
gibt es keine offensichtliche Erklarung. Im Prinzip ware es moglich, dass die DHPF+
Zellen Kalium verloren, weil sie zum Versuchsstart in K*-freiem Puffer verdiinnt wurden.
Der intrazellulare Kaliumgehalt nach Versuchsstart wurde nicht experimentell Uberpruft.
So kénnte das Absinken der BetP-Aktivitat direkt mit einem Absinken der internen K'-
Konzentration zusammen gehangen haben. Das scheint jedoch nicht plausibel. Denn
diese abnehmende BetP-Aufnahmerate wurde auch in den Acg/K/Akup Zellen beobachtet
(A), die ohnehin nur eine minimale interne K*-Konzentration hatten. Eine andere
mdgliche Erklarung ware, dass unter der doppelten Stressbelastung (Kaliummangel und
hyperosmotischer Schock) die Energetik der Zelle beeintrachtigt war und das fir die BetP-
Aktivitat bendtigte Natriumpotential absank. Eine direkte Beeintrachtigung des
Natriumpotentials durch den hyperosmotischen Schock konnte aber ausgeschlossen
werden, da Sorbitol und nicht NaCl fir die Einstellung der Osmolalitat des Schockpuffers
verwendet wurde. Aulerdem trat das Absinken der BetP-Aktivitat in den DHPF- Zellen
nicht auf (siehe [), obwohl auch hier Kaliummangel und hyperosmotischer Stress zu

gleich vorlagen. Die Erklarung fir das Absinken der BetP-Rate bleibt also offen.
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Der zweite auffallige Punkt war, dass die maximale BetP-Rate in DHPF+ Zellen immer
deutlich unter der maximalen BetP-Rate in DHPF- Zellen lag. Auch dies lasst sich nicht
genau erklaren. Ein direkter Zusammenhang mit Kalium erscheint unwahrscheinlich. Es
ist anzumerken, dass die BetP-Rate bei in Minimalmedium gezogenen Zellen immer
geringer ausfiel als bei in BHI-Medium kultivierten Zellen (vgl. Abschnitt 3.1), obwohl die
Expression gleich gut war. Die maximale BetP-Aktivitat betreffend gibt es hier also ein
prinzipiell unverstandenes Problem. Ein Vergleich der absoluten Raten scheint also nur
innerhalb derselben Kultur sinnvoll.

Trotz dieser beiden ungeklarten Effekte koénnen fir die Untersuchungen zur
Kaliumabhangigkeit der BetP-Aktivitdt in lebenden Zellen vier entscheidende Punkte
zusammengefasst werden: 1) Die osmotische Aktivierung von BetP in K'-gehungerten
Zellen korrelierte zeitlich mit der Aufnahme von Rb". 2) In K*-vorbeladenen Zellen war
BetP sofort nach Osmoschock voll aktiv. 3) In K'-verarmten Zellen war auch ohne
osmotische Stimulierung eine geringe BetP-Aktivitdt zu verzeichnen und unter
hyperosmotischen Bedingungen kam es hier bei klein bleibenden [K*];x zu einer geringen
BetP-Stimulierung. 4) Unter isoosmotischen Bedingungen konnte BetP durch hohe K-

Konzentrationen nicht aktiviert werden.
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4 Diskussion

Fir eine schnelle Stressantwort unter hyperosmotischen Bedingungen sind Bakterien mit
osmoregulierten Aufnahmesystemen fir kompatible Solute ausgestattet. Die Vereinigung
katalytischer Aktivitat mit sensorischen und regulatorischen Fahigkeiten im gleichen
Protein stellt hierbei einen besonders effektiven Regulationsmechanismus dar und wurde
bislang fir drei bakterielle Transporter nachgewiesen. Diese sind ProP aus E. coli, OpuA
aus L. lactis und BetP aus C. glutamicum (Racher et al., 1999; Ribenhagen et al., 2000;
van der Heide und Poolman, 2000b). Die Identifizierung der aktivierenden Stimuli ist
mittlerweile fUr alle drei Transporter gelungen (van der heide et al., 2001; Ribenhagen et
al., 2001; Culham et al., 2003; Wood, 2006), die genauen mechanistischen Vorgange bei
Detektion und Transduktion der aktivierenden Signale sind jedoch noch immer
weitgehend unverstanden.

In dieser Arbeit wurde der Regulationsmechanismus des Osmosensors und
Osmoregulators BetP aus Corynebacterium glutamicum untersucht. Nachdem durch
funktionale Rekonstitution in Proteoliposomen gezeigt worden war, dass BetP eine
erhdhte proteoliposomale Kaliumionenkonzentration als aktivierenden Stimulus detektiert
und so seine Transportaktivitat reguliert (Ribenhagen et al., 2001; Schiller et al., 2004a).
wurde in einem Projekt dieser Arbeit untersucht, inwiefern Kalium auch in lebenden Zellen
als BetP-Stimulus fungiert. Des Weiteren war im Vorfeld der Arbeit bekannt, dass die
cytoplasmatisch gelegene C-terminale Extension von BetP flir die Aktivitdtsregulation
essentiell ist und dass die Kopfgruppenzusammensetzung der BetP umgebenden
Membran den Regulationsmechanismus moduliert (Schiller, 2004). Hier wurde nun im
Detail analysiert, welche Bedeutung die a-helikale Konformation der C-terminalen
Doméane fur den BetP-Regulationsmechanismus hat und wie diese von der
Membranumgebung beeinflusst wird. Darlber hinaus wurde das Interaktionsverhalten der
C-terminalen Domane charakterisiert. Interaktionen der C-Domane mit der Membran oder
mit anderen Proteinbereichen kdnnten sowohl flr eine direkte Kaliumdetektion als auch
eine indirekte Signaltransduktionsdunktion von Bedeutung und so in den BetP-

Regulationsmechanismus eingebunden sein.

In vivo ist Kalium notwendig aber nicht hinreichend fiir die BetP-Aktivierung
Ein Osmosensor ist in der Lage osmotischen Stress selbststandig zu detektieren und
seine Aktivitat in Abhangigkeit des vorliegenden Stresses zu regulieren (Wood, 1999). Die

Beantwortung der Frage, welches Signal genau hierbei von einem Osmosensor
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wahrgenommen wird, ist entscheidend, um den Regulationsmechanismus eines
Osmosensors verstehen zu kdnnen. Samtliche bisher vorliegenden Erkenntnisse Uber die
von Osmosensoren detektieren Stimuli wurden durch Messungen im artifiziellen
Proteoliposomensystem gewonnen (vgl. Tabelle 1.3). Da jedoch in diesem System nicht
alle potentiellen Stimuli fir einen Osmosensor erfasst werden kénnen (wie zum Beispiel
der Turgor oder macromolecular crowding), stellt sich die Frage nach der Ubertragbarkeit
der Daten aus Proteoliposomenmessungen auf lebende Zellen. Dies ist bislang fiir keinen
Osmosensor gelungen. Die in vivo Verifizierung der in vitro gewonnen Erkenntnisse muss
langfristiges Ziel fir die Analyse aller Osmosensoren sein. Bei einem hyperosmotischen
Schock verandern sich im zellularen System normalerweise alle als Stimuli in Frage
kommenden Parameter synchron (Wood, 1999), deshalb missen Methoden etabliert
werden, die es erlauben, verschiedene Stimuli gezielt und separat voneinander zu
verandern. Des Weiteren missen genaue Messmethoden zur in vivo Quantifizierung der
als Reize in Frage kommenden Parameter zur Verfigung stehen. In dieser Arbeit wurde
ein erster Schritt in diese Richtung fur den Osmosensor BetP gemacht. In
Proteoliposomen wird BetP spezifisch durch Kaliumionen sowie durch Rb* und Cs’, die
einen ahnlichen lonenradius wie K* haben, aktiviert (Schiller, 2004a). Kalium erscheint
prinzipiell auch in vivo als Stimulus fir einen Osmosensor sinnvoll, denn zum einen ist
Kalium das dominierende Kation im Cytoplasma und wird durch das Schrumpfen der Zelle
unter hyperosmotischen Bedingungen sofort weiter konzentriert (Wood, 1999;
Botzenhardt, 2004), zum anderen wurde in verschiedenen Bakterien die aktive Aufnahme
von Kaliumionen als erste schnelle Antwort auf hyperosmotischen Stress nachgewiesen
(Epstein, 1986; Whatmore et al., 1990). Neben BetP ist allerdings bisher kein
Osmosensor bekannt, der in vitro spezifisch auf Kalium reagiert. Jedoch wurde fiir den
ABC-Transporter und Osmosensor OpuA aus L. lactis, der Uber eine erhohte interne
lonenstéarke aktiviert wird, beschrieben, dass dieser in Proteoliposomen durch K* starker
stimuliert wird als durch andere monovalente Kationen (Mahmood et al., 2006). Bereits
2001 wurde von Jung et al. ahnliches fir die Sensorhistidinkinase EnvZ des
Zweikomponentensystems EnvZ/OmpR  publiziert, welches in E.coli in die
Osmostressantwort involviert ist. Eine starkere Aktivierung durch K im Vergleich zu
anderen Kationen wurde auch fir den Osmosensor MirB aus C. glutamicum, ebenfalls
eine Sensorhistidinkinase, beschrieben (Moker et al., 2007a). Jedoch wurde von Méker et
al. gezeigt, dass die Sensorhistidinkinase DcuS aus E. coli, welche nicht in die
Osmostressantwort involviert ist, ebenfalls durch K* starker aktiviert wird als durch andere
monovalente Kationen. Daraus wurde postuliert, dass die in vitro beobachtete

kaliumabhangige Aktivierung von Zweikomponentensystemen keine physiologische
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Relevanz hat (Moker et al., 2007a). Diese Beobachtungen machen eine in vivo
Verifizierung der K*-spezifischen BetP-Stimulierung umso spannender.

Bezlglich einer osmotisch induzierten K'-Aufnahme gibt es in C. glutamicum
widerspriichliche Ergebnisse. Es gibt sowohl Hinweise auf die Akkumulation von K* als
auch auf die Akkumulation von Na® als unmittelbare hyperosmotische Stressantwort
(Guillouet und Engasser, 1995; Wolf et al., 2003). Die gesamte Kaliumhomdostase sowie
Kaliumtransportprozesse sind in C. glutamicum noch nicht im Detail verstanden. Es
konnte jedoch konnte kirzlich gezeigt werden, dass C. glutamicum in der Lage ist, in
kaliumfreiem Medium eine begrenzte Zeit zu wachsen, sodass sich hierbei die interne
Kaliumkonzentration von normalerweise 250-300 mM auf circa 20-50 mM verringert.
Aulerdem wurden zwei Kaliumaufnahmesysteme genetisch identifiziert und deletiert.
Hierbei handelt es sich sehr wahrscheinlich um einen passiven Kaliumkanal, codiert durch
cgl/K, und um einen Kup-verwandten Kalium/Protonen Symporter (Becker, 2007). Die
Doppelmutante AcglK/Akup hatte nach Kultivierung in K*freiem MMI-Medium interne K-
Konzentrationen von unter 10 mM (Becker, 2007). Mit dieser Doppelmutanten und der K*-
freien Kultivierungsmethode fur den Wildtyp standen nun erstmals Mittel zur Verfugung,
um die BetP-Akivitat bei verschiedenen Kaliumkonzentrationen in vivo zu untersuchen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zusétzlich radiochemische Transportmessungen mit **Rb*
etabliert, wodurch es moglich war, Veranderungen des intrazellularen Kaliumgehaltes
unter verschiedenen Bedingungen zu verfolgen. Hierbei wurde angenommen, dass die
Aufnahme von *Rb* der K*-Aufnahme gleichgesetzt werden kann, da von allen bekannten
K*-Aufnahmesystemen nur der Kdp-Transporter zwischen K* und Rb* diskriminieren kann
und in C. glutamicum kein Kdp-System vorhanden ist (Stumpe et al., 1996; Schrader et al.
2000; Becker, 2007). Die durchgeflihnrten Messungen wiesen nicht auf eine osmotisch
induzierte Akkumulation von K* hin, denn in allen Messungen war der Import von Rb*
unter iso- und unter hyperosmotischen Bedingungen vergleichbar. Weil C. glutamicum
weder ein Trk- noch ein Kdp- noch ein Ktr-System zur Kaliumaufnahme besitzt, welche in
E. coli und B. subitilis osmoabhangig aktiviert werden (Epstein et al., 2003; Holtmann et
al., 2003), stellt sich also die Frage, ob eine K*-Akkumulation tGiberhaupt bei C. glutamicum
in die Osmostressantwort involviert ist. Diese Problematik wurde aber in dieser Arbeit
nicht weiter verfolgt, da die Untersuchung einer osmotisch induzierten K*-Akkumulation
nicht im direkten Focus der Arbeit lag.

Die  Untersuchung der  BetP-Aktivierung bei unterschiedlichen internen
Kaliumkozentrationen lieferte verschiedene Hinweise darauf, dass die BetP-Aktivierung
auch in vivo von Kalium abhangt. In Zellen, die in Anwesenheit von Kalium kultiviert

worden waren, war BetP unmittelbar nach einem hyperosmotischen Schock voll aktiv.
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Flammphotometrische Messungen belegten, dass diese Zellen zum Zeitpunkt vor der
Applikation des osmotischen Schocks eine interne Kaliumkonzentration von etwa 150 mM
hatten, welche sich durch osmotisches Schrumpfen unmittelbar nach dem Schock auf
circa 200 mM erhéhen sollte. Die Berechnung der Konzentration erfolgte hierbei auf Basis
der in einer friiheren Arbeit bestimmten Umrechnungsfaktoren fiir das interne Zellvolumen
unter isoosmotischen und hyperosmotischen Bedingungen (Botzenhardt, 2004). Stand
diesen Zellen zum Start des Experimentes externes Rb* zur Verfiigung, so wurde dieses
aufgenommen. Dies konnte durch radiochemische Transportmessungen belegt werden.
Durch diese Erhéhung der internen Rb*/K*-Konzentration wurde aber die BetP-Aktivitat
nicht weiter stimuliert. Eine Konzentration von 200 mM K" reichte also fir die volle BetP-
Aktivierung aus. Interessanterweise verlief die BetP-Aktivierung ganz anders, wenn
kaliumverarmte Zellen (DHPF-) osmotisch geschockt wurden und hierbei extern Rb* zur
Aufnahme zugegeben wurde. Hier war die BetP-Rate zunachst gering und stieg dann
Uber einen Zeitraum von drei Minuten signifikant an. Diese Aktivierung korrelierte mit
einem durch Rb’-Aufnahme bedingten Anstieg der Rb*/K*-Konzentration von 25 auf
knapp 300 mM. Dies erscheint zunachst als Widerspruch zu der Beobachtung, dass in K*-
vorbeladenen Zellen die BetP-Aktivitat oberhalb von 200 mM nicht weiter anstieg. Hierfur
kénnen aber leichte Ungenauigkeiten in der Volumenberechnung die Ursache sein. Der
ungefahre Schwellenwert zur Aktivierung lag in den DHPF- Zellen bei 150-200 mM.
Ungefahr in diesem K*-Konzentrationsbereich wird BetP auch in Proteoliposomen aus
E. coli Lipiden aktiviert. Bei einem Gehalt von 50% DOPG in den Liposomen, also in einer
C. glutamicum ahnlichen Lipidumgebung, fallt die Aktivierungsschwelle in vitro allerdings
etwas hoher aus (Ribenhagen, 2001).

Die Tatsache, dass die Zunahme der BetP-Aktivitat in den K*-verarmten Zellen direkt mit
der Aufnahme von Rb* zusammenhangen musste, kann auch durch die Beobachtung
belegt werden, dass diese Aktivierung nicht auftrat, wenn den geschockten Zellen kein
externes Rubidium zur Verfigung stand oder wenn die identische Messung mit der
AcglK/Akup Mutante durchgefiihrt wurde, die kein Rb* aufnehmen konnte. Fir den
Osmosensor ProP aus E. coli, der in vitro nicht durch Kalium, sondern Uber seinen
Hydratationsstatus aktiviert wird, wurde interessanterweise berichtet, dass die ProP-
Aktivitat in vivo ebenfalls von der externen Kaliumverfligbarkeit abhangt. Diese
Abhangigkeit wurde aber dadurch begrindet, dass Kalium bei osmotischem Stress fur die
Aufrechterhaltung der Protonenmotorischen Kraft (PMK) und somit fur die Energetisierung
des H'-Prolin-Symportes bendtigt wird (Meury et al., 1994; MacMillan et al., 1999; Wood,
2006). Da BetP das Natriumpotential und nicht die PMK als treibende Kraft nutzt, kann

diese Erklarung nicht auf BetP Ubertragen werden. Es scheint unwahrscheinlich, dass das
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Natriumpotential bei hyperosmotischen Stress und gleichzeitigem Kaliummangel
beeintrachtigt wird, trotzdem sollte dies kinftig noch experimentell Gberprift werden. Eine
Beeintrachtigung des Na'-Potentials in C. glutamicum unter hyperosmotischen
Bedingungen bei gleichzeitiger Kaliumverfugbarkeit konnte bereits ausgeschlossen
werden (Botzenhardt, 2004).

Diese Daten belegten also zunachst, dass die BetP-Aktivierung in ganzen Zellen direkt
von einer hohen internen K'-Konzentration abhangt. Allerdings konnte eine diese nicht
alleine fur die BetP-Aktivitat ausreichend sein. Denn sowohl in K*-veramten als auch in
K*-vorbeladenen DHPF-Zellen war die *Rb’-Aufnahmerate unter isoosmotischen und
hyperosmotischen Bedingungen fast identisch. So wurden in beiden Kulturen auch unter
isoosmotischen Bedingungen interne K*-Konzentrationen von tiber 200 mM erreicht, bei
denen BetP unter hyperosmotischen Bedingungen voll aktiv war. Unter isoomotischen
Bedingungen war BetP hier aber inaktiv. Dies impliziert die Frage, ob neben Kalium ein
weiterer Faktor fur die BetP-Aktivierung bendtigt wird.

Bemerkenswert war auch der Vergleich des BetP-Verhaltens in K*-vorbeladenen und K*-
verarmten Zellen unter isoosmotischen Bedingungen, wenn extern kein Rb*/K* vorhanden
war. In den K*-vorbeladenen Zellen war BetP génzlich inaktiv, wahrend der Transporter in
K'-verarmten Zellen eine sehr schwache Transportaktivitidt zeigte. Diese musste
kaliumunabhangig sein, denn die interne K*-Konzentration betrug hier nur etwa 20 mM, in
den K'-vorbeladenen Zellen aber 150 mM. Im Rahmen der Untersuchungen zum
Kaliumtransport in C. glutamicum wurde ein Modell vorgeschlagen, nachdem das
Bakterium unter Kaliummangelbedingungen verstarkt Ammonium aufnimmt, um den
lonenhaushalt der Zelle zu regulieren (Becker, 2007). Die NH,"-Konzentration wurde zwar
nicht experimentell nachgewiesen, aber Ammonium war unter den gegebenen Anzucht
Bedingungen neben Na® das einzige in hohen Mengen verfligbare Kation und Natrium
kann auf Grund seiner Toxizitat als akkumuliertes Ersatzion ausgeschlossen werden. Es
ware mdglich, dass die BetP-Basisaktivitat in diesen Zellen durch eine erhéhte NH," -
Konzentration ausgelost wird. Eine BetP-Aktivierung durch NH,", welches einen ahnlichen
lonenradius besitzt wie K*, konnte zwar in Proteoliposomen nicht direkt nachgewiesen,
aber auf Grund seiner pH beeintrachtigenden Eigenschaft auch nicht eindeutig
ausgeschlossen werden (Ribenhagen, 2001). In beiden kaliumverarmten Kulturen (DHPF
ohne Kalium angezogen und AcglK/Akup), das heilt bei geringen internen
Kaliumkonzentrationen (kleiner als 50 mM), trat unter hyperosmotischen Bedingungen
eine leichte BetP-Stimulierung auf. Es ware mdglich, dass diese Basisstimulieng durch die
Konzentrierung des akkumulierten K*-Ersatzions NH," zu Stande kommt oder aber dass

ein anderer K*-unabhangiger Faktor BetP hier geringfligig stimuliert.
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Ist Kalium nun auch in vivo der Stimulus fiir die BetP-Aktivierung? Die komplexen Effekte
lassen sich in drei Aussagen zusammenfassen (siehe Tabelle 4.1): 1) Bei geringen
internen K*-Konzentrationen tritt eine geringe osmostressinduzierte BetP-Stimulierung
auf. 2) Ein hyperosmotischer Schock flhrt nur dann zur vollen BetP-Stimulierung, wenn
eine  hohe interne Kaliumkozentration vorliegt. 3) Bei ahnlich  hohen
Kaliumkonzentrationen unter isoosmotischen Bedingungen wird BetP nicht stimuliert. In
logischer Konsequenz bedeutet dies: Kalium ist notwendig aber nicht hinreichend fiir die
BetP-Stimulierung. Neben Kalium muss es also noch einen zweiten BetP-aktivierenden
Faktor geben, der in vivo unter hyperosmotischen Bedingungen auftritt. Dies kdnnte die
schon seit langen diskutierte Frage erklaren, warum BetP in Proteoliposomen bei K'-
Konzentrationen aktiv ist, welche der physiologischen K*-Konzentration in nicht osmotisch
geschockten Zellen entspricht. Allerdings ist hier zu berlcksichtigen, dass ein Grofteil
des zellularen Kaliums (in E. coli knapp 60%) nicht frei, sondern gebunden an

Makromolekile vorliegt (Stumpe et al., 1996).

Tabelle 4.1: Korrelation der BetP-Aktivitit mit der intrazelluliren K'-
Konzentration unter isoosmolaren und hyperosmolaren Bedingungen. Die
Aktivitaten in % beziehen sich auf die unter der jeweiligen Anzuchtbedingung (das
heif’t mit oder ohne Kalium) maximal erreichte BetP-Aktivitat. Symbolik flr interne

Kaliumkonzentrationen: + 2150mM; ++2200mM ; -<50mM; 1: Anstieg der
Rate/Konzentration im Verlauf des Experimentes auf den angegebenen Wert/Bereich.
Zellen ...osmolar [K'] int BetP-Aktivitit [%]

DHPF (K*-vorbeladen) iso +0++ 0
hyper ++1 100
DHPF (K*-verarmt) iso - 4 5120
hyper - 20
hyper - T4+ 514100
AcglK/Akup (K*-verarmt)  iso - 5
hyper - 20

Welche Faktoren kommen als zweiter in vivo Stimulus in Frage? Prinzipiell missen die
Parameter in Erwagung gezogen werden, die im Proteoliposomensystem nicht erfasst
wurden. Als ein Stimulus, der Uber das Cytoplasma auf BetP ibertragen wiirde, kdme hier
macromolecular crowding in Frage (Garner und Burg, 1994). Die Effekte von
Makromolekilen auf Proteine kdnnen in artifiziellen Systemen nur schwer imitiert werden.

Eine Madglichkeit stellt jedoch die Verwendung von langkettigen Polethylenglykolen
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(PEGSs) dar, welche im Falle von BetP aber nicht getestet wurden. Die Osmosensoren
MtrB und ProP konnten in Proteoliposomen durch PEGs aktiviert werden. In beiden Fallen
wurde letztlich der Hydratationsstatus der Proteine als Stimulus postuliert (Culham et al.,
2000; Wood, 2006; Moker et al., 2007b). Dies kann fir BetP jedoch ausgeschlossen
werden, da verschiedene Osmolyte sowie unterschiedliche lonen nicht stimulierend auf
BetP wirkten, die alle auch den Hydratationsstatus von BetP beeinflussen (Ribenhagen,
2001). Wahrscheinlicher erscheint es, dass der zweite unbekannte BetP-Stimulus direkt
Uber die Membran auf den Transporter Ubertragen wird. Hier kdme der reduzierte Turgor
oder die durch osmotisches Schrumpfen hervorgerufene laterale Membranspannung in
Frage. Der Einfluss des Turgors wurde bislang auf Grund seiner schwierigen Messbarkeit
fur kaum einen Omsosensor untersucht. Jedoch konnte kurzlich fur die Sensorkinase
KdpD Uber die Bestimmung des Cytoplasmavolumens ein reduzierter Turgor als Stimulus
ausgeschlossen werden (Hamann et al., 2008). Die Membranspannung ist als Stimulus
fur mechanosensitive Kanale bekannt (Sukharev et al., 2002; Jeon und Voth, 2008). Zwar
konnte in Proteoliposomen ausgeschlossen werden, dass BetP durch Schrumpfen der
Liposomen aktiviert wird (Ribenhagen, 2001), jedoch sind die mechanischen Verhaltnisse
in der Liposomenmembran auf Grund der fehlenden Zellwand im in vitro System anders
als in vivo. Es existieren verschiedene Hinweise darauf, dass die Membran einen direkten
Einfluss auf die BetP-Aktivierung hat. So wirkte das Lokalanasthetikum Tetracain,
welches die intrinsische Membranspannung verandert, stimulierend auf BetP (Steger,
2002). AuRerdem wird fiir die Kéalteaktivierung von BetP, welche K'-unabhéngig ist, der
Membranzustand als BetP-Stimulus diskutiert (Ozcan et al., 2005, 2007).
Interessanterweise wurde in diesem Zusammenhang kirzlich beobachtet, dass ein
erhohter Anteil an ungesattigten Fettsauren in der C. glutamicum Membran neben der
Kalteaktivierung auch die Osmoregulation von BetP stéren kann (Henrich, 2008). Alles in
allem scheint es also plausibel, dass der zweite putative Stimulus bei der
osmoabhangigen Aktivierung Uber die Membran auf BetP Ubertragen werden koénnte,
womit erstmalig Anhaltspunkte fur  eine Uberschneidung der BetP-
Aktivierungsmechanismen unter Kaltestress und osmotischem Stress existieren.

Die These, dass es in Zellen neben Kalium einen zweiten osmotischen Stimulus fiir BetP
gibt, wirft die Frage auf, warum BetP dann in Proteoliposomen nur durch Kalium stimuliert
werden kann. Da nicht quantitativ eingeschatzt werden kann, wann BetP in Liposomen zu
100% aktiviert ist, ware es denkbar, dass es sich bei der dort erfassten Stimulierung nur
um eine Basisstimulierung handelt, die sich bei zusatzlicher Applikation des zweiten

Stimulus noch weiter erhohen wirde.
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Die Glltigkeit des hier postulierten Modells fur einen zweiten BetP-Stimulus steht und fallt
mit der Richtigkeit des nach Botzenhardt 2004 eingeschatzten cytoplasmatischen
Volumens unter iso- und hyperosmotischen Bedingungen, auf dessen Grundlage die
internen Kaliumkonzentrationen berechnet wurden. Sollte das Schrumpfen des
Cytoplasmas signifikant unterschatzt worden sein, so wirden sich die unter hyper- und
isoosmotischen Bedingungen auftretenden K*-Konzentrationen nicht Gberschneiden und
Kalium kénnte durchaus als einziger Stimulus postuliert werden. Generell wird in der
Literatur mehrfach beschrieben, dass sich das Zellvolumen bei hyperosmotischem Stress
signifikant verandert. Das Ausmal} sowie der zeitliche Verlauf der Volumenanderungen
variieren jedoch stark je nach Organismus und Versuschbedingungen (Blumwald et al.,
1983; Baldwin et al., 1988; Ronsch et al.,, 2003). Des Weiteren muss beachtet werden,
dass sich bei E. coli die Zellgrolke unter Kaliummangelbedingungen generell verringert
(Hamann et al., 2008). Hinweise hierauf gibt es auch fur C. glutamicum Zellen (Martin
Follmann, personliche Mitteilung). Das hier vorgeschlagene Modell muss also kuinftig
durch zuverldssige Volumenmessungen verifiziert werden, die im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr durchgefiihrt werden konnten. Prinzipiell sind die hier vorgelegten Daten aber
schon zum jetzigen Zeitpunkt aus zweierlei Hinsicht hochinteressant. Einerseits konnte
gezeigt werden, dass die BetP-Aktivierung prinzipiell auch in lebenden Zellen von Kalium
abhangt, wodurch fir einen Osmosensor erstmals in vitro gewonnene Daten in vivo
verifiziert werden konnten. Andererseits bringt die mdgliche Existenz eines zweiten
Stimulus vollkommen neue Aspekte in das Modell fir den BetP-Regulationsmechanismus
vor allem unter dem Gesichtspunkt, dass die BetP-Aktivierung unter Kalte- und unter

Osmostress in vivo durch einen ahnlichen Mechanismus ausgeldst werden kdnnten.

Proline in der C-terminalen a-Helix storen die BetP-Aktivitdtsregulation

BetP reguliert seine Aktivitat in Abhangigkeit von hyperosmotischem Stress. Sowohl in
vitro Daten als auch die in dieser Arbeit vorgelegten in vivo Daten belegen, dass BetP
hierzu Uber cytoplasmatisch gelegene Proteinbereiche die Kaliumkonzentration als MafR
fur den osmotischen Stress detektiert (Ribenhagen et al., 2001; Schiller et al, 2004a).
Durch verschieden lange Deletionen der cytoplasmatischen C-terminalen Domane war im
Vorfeld dieser Arbeit gezeigt worden, dass diese Domane in die Kaliumsensorik des
Carriers involviert ist (Schiller et al., 2004b). Eine spezifische Kaliumbindestelle konnte
jedoch nicht identifiziert werden. Es wurde kurzlich berichtet, dass eine C-terminale
Deletion bei dem BetP Ortholog aus E. coli, BetT, interessanterweise ebenfalls zum
Verlust der osmoregulatorischen Eigenschaften des Transporters fuhrt (Tendervik und
Strem, 2007). Gleiches ist auch fur EctP aus C. glutamicum bekannt (Steger, 2002). Eine
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regulatorische Funktion der C-Extension scheint also in der BCCT-Familie konserviert zu
sein. Details zu den Regulationsmechanismen von BetT und EctP sind aber anders als fur
BetP nicht bekannt.

Die C-terminale BetP-Extension umfasst die Aminosaurereste 546-595 und ist
Uberwiegend positiv geladen. Sowohl in silico Strukturvorhersagen als auch erste
rontgenkristallographische Daten implizieren, dass die C-Extension ungefahr im Bereich
der Aminosaurereste 550-590 eine a-Helix ausbildet (Ressl, personliche Mitteilung; in
silico Strukturvorhersage Anhang 6.3). a-Helices kénnen durch Proline destabilisiert
werden, weil ein Prolin auf Grund seiner sekundaren Aminogruppe nicht die typischen
Wasserstoffbriicken Uber sein Stickstoffatom mit der vier Positionen upstream gelegenen
Aminosaure ausbilden kann und es durch seine zyklische Struktur weniger flexibel ist als
andere Aminosauren. In einer a-Helix verursacht ein Prolin somit einen Knick um etwa 26°
(Barlow et al., 1988). In natlrlichen a-Helices fungiert ein solcher Knick haufig als
strukturgebendes Element in Transmembrandomé&nen von Transportern zum Beispiel fur
die Ausbildung der Transportpore. Aulerdem kann die cis-frans Isomerisierung der
Peptidbindung des Prolins mit der N-terminalen Nachbaraminosaure
Konformationsénderungen flr den Transportprozess vermitteln (Deber und Therien,
2002). Die kunstliche Einfuhrung von Prolinen in a-Helices kann hingegen eine funktional
wichtige Proteindynamik stéren. So wird flr eine humane Hexokinase beschrieben, dass
durch die Einfuhrung eines Prolins in die a-Helix, welche die katalytische und die
regulatorische Domane miteinander verbindet, die Signaltransduktion zwischen den
beiden Domanen verhindert wird (Tsai, 2007).

Fir die a-helikale C-terminale BetP Domane wurde im Vorfeld dieser Arbeit beobachtet,
dass die Einfihrung eines Prolinrestes in einer vorderen und einer mittleren Position der
Domane den gleichen Effekt auf die BetP-Regulation auslost, wie eine Deletion. Hieraus
wurde abgeleitet, dass die a-helikale Konformation oder die relative raumliche
Orientierung der C-Extension fir die Wahrnehmung der Kaliumkonzentration wichtig sind
(Schiller et al., 2006). Nachdem also erste BetP-Prolinmutanten auf eine Bedeutung der
C-terminalen a-Helix fir die BetP-Regulation hingewiesen hatten, wurde in dieser Arbeit
der Effekt des Helixbrechers Prolin innerhalb der BetP-C-Domane detailliert untersucht. In
dem hier durchgefiihrten Mutagenese-screening wurden siebzehn Aminosaurereste der
C-Extension zwischen den Positionen E555 und R582 systematisch durch Prolin ersetzt.
In silico Strukturanalysen belegten, dass diese Proline die Ausbildung einer a-Helix im
unmittelbar oberhalb der Prolinsubstitution gelegenen Bereich stéren. Sollte die
Kaliumsensorik oder Signaltransduktion von der relativen raumlichen Ausrichtung der C-

Domane abhangen, so war es denkbar, dass sich Regulationseffekte im Abstand von vier
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Resten periodisch wiederholen wirden, je nachdem auf welcher Seite der Helix das
eingefiihrte Prolin positioniert ist und in welche Richtung die Domane dementsprechend
abgelenkt wird (Sekundarstrukturvorhersagen und helical wheel siehe Anhang 6.3, 6.4).
Die funktionale Charakterisierung der Prolinvarianten in E. coli Zellen ergab, dass die
Varianten E555P bis K575P nicht osmotisch reguliert waren. Die Transportraten lagen auf
Hohe der Basisaktivitat der C252T Kontrolle und nahmen mit zunehmender externer
Osmolalitat leicht ab. Durch Messungen bei externen Osmolalitaten unterhalb von 0,24
osmol/kg konnte eine Stimulierung im niederosmolaren Bereich ausgeschlossen werden,
die sich unter Standardbedingungen zwischen 0,24 osmol/lkg und 0,4 osmol/kg
angedeutet hatte. Ebenso flihrten weiter C-terminal gelegene Substitutionen (R576P,
L578P, A580P) zu BetP-Varianten, die keine typische Regulation, sondern nur eine
marginale osmotische Stimulierung zeigten. Die Variante R582P war hingegen normal
osmotisch reguliert. Im vorderen und zentralen Bereich der putativen a-Helix storte der
Helixbrecher Prolin also den osmoregulatorischen Mechanismus des Transporters,
wahrend dieser Effekt abgeschwacht wurde beziehungsweise verschwand, wenn das
Prolin naher in Richtung des C-Terminus rickte. In diesen Trend reiht sich auch die im
Vorfeld dieser Arbeit charakterisierte Prolinmutante R584P ein, welche normal
osmoreguliert war (Ott, 2005). Eine periodische Wiederholung von Effekten, Uber die im
Vorhinein spekuliert worden war, gab es nicht.

Die in E. coli gewonnen Daten des Prolin-scannings implizierten zunachst, dass die
korrekte Konformation der C-terminalen a-Helix bis zur Position L578 die Voraussetzung
fur eine funktionierende Kaliumdetektion respektive Signaltransduktion ist. Diese These
wurde Uberprift, indem innerhalb der C-terminalen a-Helix Aminosauresubstitutionen
vorgenommen wurden, welche laut in silico Vorhersage die Struktur nicht stéren (siehe
Anhang 6.3). Die osmoregulatorische Analyse der Varianten in E. coli Zellen ergab, dass
sowohl die Einflihrung, als auch die Eliminierung oder Umkehrung von Ladungen im
zentralen Bereich der putativen Helix (Positionen E555, A564 und R568) die BetP-
Regulation in gleicher Weise storten, wie der Helixbrecher Prolin. Gleiches war auch im
Vorfeld fir Substitutionen in der Position E572 beobachtet worden (Schiller, 2004). Im
Gegensatz dazu beeintrachtigen Nicht-Prolinsubstitutionen in den peripheren Bereichen
die BetP-Regulation weniger stark als Prolinsubstitutionen (Y550A; R576A und R576E)
(Oftt, 2005). Aus den Daten kann somit postuliert werden, dass die BetP-Regulation von
einer intakten a-Helix in den auflieren Bereichen der C-Extension abhangt. Im zentralen
Bereich genigt hingegen die ungestdrte Struktur der a-Helix nicht, sondern hier scheint

vielmehr die durch die Aminosauresequenz vorgegebene Feinstruktur essentiell zu sein.
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Die Regulation des Osmosensors ProP aus E. coli wird ebenfalls durch ein C-terminales
a-helikales Strukturmotiv beeinflusst. Bei ProP vermittelt die C-Extension die
Homodimerisierung des Transporters Uber die Ausbildung eines antiparallelen coiled-coil
Motives. Hierdurch wird die Aktivierungsschwelle von ProP vermindert. Die Dimerisierung
kann hier durch die Eliminierung einer einzigen Ladung (R488l) gestort werden (Culham
et al., 2000, Hillar et al., 2005; Tsatskis et al., 2008). Fiir BetP belegen 2D- und 3D-
Kristalle, dass der Transporter ein Homotrimer bildet (Ziegler et al., 2004; Tsai, et al.,
2007, Christine Ziegler, personliche Mitteilung). Da zur Herstellung der 2D-Kristalle die C-
terminal deletierte BetP-Variante AC45 verwendent wurde (Tsai et al., 2007), kann eine C-
Domane vermittelte Oligomerisierung flir BetP ausgeschlossen werden. Somit ist es nicht
moglich, dass Regulationsdefekte der C-terminalen Mutanten mit einer veranderten
Oligomerisierung von BetP zusammenhangen. Die Tatsache, dass die C-Doméne nicht
direkt in die Trimerisierung des BetP-Proteins involviert ist, erlaubt ihr eine hohe

Flexibilitat, die fur eine regulatorische Funktion benétigt wird.

Die negativen Kopfgruppen der Membranlipide stabilisieren die korrekte

Konformation der C-Domane

Die Cytoplasmembranen von E. coli und C. glutamicum unterscheiden sich deutlich
bezlglich ihrer Kopfgruppenzusammensetzung. Wahrend die C. glutamicum Membran zu
100% negativ geladene Kopfgruppen besitzt (40% PG; 35% CL; 25% PIl), machen die
negativ geladenen Phospholipide in der E. coli Membran nur einen Anteil von 20% (PG +
CL) aus. 80% der Phospholipide sind hier ungeladen (PE) (Ozcan et al., 2007,
Romantsov et al., 2007). Diese unterschiedlichen Membranzusammensetzungen haben
einen groRen Effekt auf die BetP-Regulation. So verschiebt sich im Vergleich zu E. coli
Zellen in C. glutamicum der Schwellenwert zur BetP-Aktivierung zu hoheren
Osmolalitaten (Peter et al., 1998a). AuRerdem wurde beobachtet, dass verschiedene
BetP-Varianten mit Aminosauresubstitutionen in der Position E572 nur in E. coli nicht aber
in C. glutamicum Zellen dereguliert waren. Mittels Proteoliposomen konnte gezeigt
werden, dass diese Effekte direkt mit dem hohen PG-Anteil in der C. glutamicum
Membran zusammenhangen, denn durch Erhéhung des PG-Anteils in Proteoliposomen
aus E. coli Lipiden zeigte BetP eine verminderte Sensitivitdt gegenuber osmotischem
Stress (Schiller et al., 2006). In dieser Arbeit konnte zusatzlich bewiesen werden, dass
das negativ geladene Phospholipid DOPS qualitativ den gleichen Effekt auf die
Regulation von BetP auslibt wie DOPG. Hierdurch wurde belegt, dass die in vivo

beobachteten Membraneffekte nicht spezifisch mit Phosphatidylglycerolkopfgruppen
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zusammenhangen, sondern prinzipiell auf die negativen Ladungen der C. glutamicum
Membranlipide zurtickzuflihren sind.

Auf Grund dieser Daten konnten nun die beiden Organismen E. coli und C. glutamicum
als screening-Systeme flr unterschiedliche Membranumgebungen verwendet werden. So
wurde im nachsten Schritt untersucht, ob die C-terminalen Mutanten sensitiv auf die
Membranumgebung reagierten. Die Charakterisierung in C. glutamicum Zellen ergab,
dass sowohl Prolinvarianten als auch die Nicht-Prolinvarianten mit Substitutionen im
zentralen Bereich der C-Extension in der nativen Membranumgebung nicht oder nur
schwach osmoreguliert waren (A564P, R565P, V569P, A564K, A564D). Diese Mutanten
verhielten sich in C. glutamicum also ahnlich wie in der E. coli Membran. Dies war anders
fur Nicht-Prolinsubstitutionen im vorderen Bereich der C-Doméne. So war die Variante
Y550A, welche in E. coli nur schwach osmoreguliert war, im homolgen BetP-Organismus
voll stimulierbar. Hier war die native Membranumgebung offensichtlich forderlich flr einen
funktionierenden Regulationsmechanismus des Transporters. Gleiches wurde beobachtet,
wenn der negativ geladene Rest E555 durch ein neutrales Alanin ersetzt wurde. Eine
Ladungsumkehrung in dieser Position (E555R) hatte hingegen in beiden
Membranumgebungen einen nachhaltigen Effekt auf die BetP Regulation. Mdglicherweise
beeintrachtigte hier ein verandertes elektrostatisches Verhalten der C-Doméne die BetP-
Regulation. Besonders interessant war das Regulationsverhalten der beiden Varianten
K575P und R576P, in denen der Prolinaustausch im hinteren Bereich der putativen a-
Helix lag. Diese waren in E. coli Zellen gar nicht oder nur sehr schwach osmoreguliert,
wahrend sie in C. glutamicum Zellen voll stimulierbar waren. Im hinteren Bereich der a-
Helix konnten also auch durch Proline ausgeléste Regulationsdefekte durch die native
Membranumgebung aufgehoben werden, somit war die Grenze zwischen regulierten und
nicht regulierten Prolinmutanten deutlich in N-terminaler Richtung verschoben.

Die Effekte C-terminaler Aminosauresubstitutionen auf die BetP-Regulation sind in
Abbildung 4.1 nochmals schematisch zusammengefasst. Um das Bild zu komplettieren
sind sowohl die Daten aus dieser Arbeit als auch Daten aus Schiller, 2004, und Ott, 2005,
bertcksichtigt. Auch wenn das Mutagenese-scanning nicht lickenlos durchgefiihrt wurde,
lassen sich in der Gesamtheit der Daten im Wesentlichen drei Tendenzen erkennen: 1) In
beiden Membranumgebungen kénnen Prolinsubstitutionen die BetP-Regulation in einem
breiteren C-terminalen Bereich stéren als Nicht-Prolinsubstitutionen. 2) Der Bereich, in
dem Nicht-Prolinsubstitutionen die Regulation beeintrachtigen, beschrankt sich in C.
glutamicum auf einen schmaleren Bereich als in E. coli Zellen. 3) Die Region, in der ein
Prolin den Regulationsmechanismus stort, ist in C. glutamicum Zellen im Vergleich zu

E. coli Zellen C-terminal deutlich verkurzt.
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Abbildung 4.1: Schematische Ubersicht der Effekte von Aminosiuresubstitutionen auf die
BetP-Regulation. Oben: Aminosauresequenz der C-terminalen Doméne (+/- = Ladungen der
Aminosaurereste bei pH 7,5). Der mit dem Programm 3DPSSM vorhergesagte a-helikale Bereich
fur die wildtypische C-Doméane ist blau bzw. dunkelgrau unterlegt. Farbcode fiir Regulationseffekte:
rot = nicht osmotisch reguliert; orange = schwach osmotisch reguliert; griin = normal reguliert; E. c.:
Regulationsverhalten in E. coli MKH13 Zellen; C. g.: Regulationsverhalten in C. glutamicum. Die
Daten fur Y550P; E572P/K/C/D; R584P sowie fur den AAA-scan entstammen den Arbeiten
Schiller, 2004 und Ott, 2005.

Was kann hieraus fur den BetP-Regulationsmechanismus abgeleitet werden? Zum einen
hangt der Mechanismus der direkten Kaliumdetektion oder die Weiterleitung des
aktivierenden Kaliumsignals Uber die C-terminale Domane nicht ausschlie3lich von der
intakten a-helikalen Struktur der Doméane ab. Im zentralen Bereich muss auch ihre
Feinstruktur erhalten bleiben. Des Weiteren hebt die native Membranumgebung in E. coli
auftretende Regulationsdefekte auf, welche durch Substitutionen in peripheren Bereichen
der putativen a-Helix ausgelést wurden. Dieser Effekt ist bei Prolin-Substitutionen im
hinteren Bereich der Helix (K575P, R576P) besonders deutlich ausgepragt. Diese
Beobachtungen stitzen die Hypothese, dass eine direkte Interaktion zwischen den
umgebenden Membranlipiden und der C-Extension in den BetP-
Aktivierungsmechanismus involviert ist. Die C. glutamicum Membran ist im Gegensatz zur
E. coli Membran offensichtlich in der Lage, die korrekte, fiir eine funktionierende
Regulation bendtigte Konformation der C-Domane zu stabilisieren. Da die Kopfgruppen
der C. glutamicum Membran und die C-Doméane entgegengesetzt geladen sind, ware es
denkbar, dass in C. glutamicum eine verstarkte elektrostatische Interaktion zwischen der
C-Doméne und den Lipiden die Domane besser in ihrer ,wildtypischen“-Position fixiert
wird und den Kaliumstimulus korrekt detektieren beziehungsweise weiterleiten kann, auch
wenn ein der Helixbrecher Prolin eingefiihrt wurde. Die Betrachtung der
Ladungsverteilungen in der C-Extension macht deutlich, dass der Schwerpunkt des
positiven Ladungsiberschusses eher im hinteren Bereich der Helix liegt

(s. Abbildung 4.1). Es kann spekuliert werden, ob dies die Ursache dafir ist, dass in
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diesem Bereich der Einfluss negativ geladener Membranlipide auf die BetP-Regulation
(K575P; R675P) besonders stark ist.

Ein Einfluss der Lipidumgebung auf die Regulation wird auch fir andere Osmosensoren
berichtet. So zeigen genau wie BetP sowohl ProP aus E. coli als auch OpuA aus L. lactis
eine erhohte Aktivierungsschwelle bei steigendem Anteil negativ geladener Phospholipide
(van der Heide et al., 2001; Tsatskis et al., 2005; Romantsov et al., 2008). Im Falle der
Sensorhistidinkinase MtrB aus C. glutamicum wurde hingegen der gegenteilige Effekt,
namlich die Verminderung der Aktivierungsschwelle in Abhangigkeit von POPG, gezeigt
(Moker, 2006). Zudem wurde bei dem ABC-Transporter OpuA auch die
membranabhangige Regulation einer C-terminalen Mutante beobachtet. Der Osmosensor
OpuA detektiert sehr wahrscheinlich mit seiner C-terminalen CBS-Domane der ATPase
Untereinheit die interne lonenstarke. Hier flhrte die Deletion des anionischen C-
terminalen Fortsatzes zu einer OpuA-Variante, die in einer PG-reichen Membran eine
hohere Aktivierungsschwelle besal} als in einer PG-armen Membran (Biemans-Oldehinkel
et al., 2006b). Anders als bei den C-terminalen BetP-Varianten kann der Membraneffekt
hier aber einfach Uber eine veranderte Nettoladung der mutierten C-Domane begriindet.
Ebenso wird flr ProP aus E. coli spekuliert, dass die C-terminale a-helikale coiled-coil
Domane direkt von Membranlipiden beeinflusst wird. So verhindert hier eine Mutation des
coiled-coil Motives die Co-Lokalisation des Transporters mit Cardiolipin, wodurch die
Cardiolipin bedingte Erhéhung der Aktivierunsgsschwelle fir ProP verschwindet
(Romantsov et al, 2008). Eine spezifische Co-Lokalisation mit bestimmten
Membranlipiden kann flr BetP im Prinzip ausgeschlossen werden. Zum einen treten in
der C. glutamicum Membran anders als bei E. coli keine lokalen cluster bestimmter Lipide
auf (Mileykovskaya und Dowhan, 2000; Marc Bramkamp, personliche Mitteilung), zum
anderen scheint eine Co-Lokalisation deshalb nicht sinnvoll, weil in C. glutamicum

ohnehin alle Lipide negativ geladen sind (Ozcan et al., 2007).

Die C-terminale Domane interagiert mit Lipidoberflachen

Die Ergebnisse der C-terminalen Mutagenesestudien sprechen also dafur, dass in den
Mechanismus der osmostressabhangigen Aktivierung von BetP eine Interaktion der C-
terminalen BetP-Extension mit Membranlipiden involviert ist. Die beobachteten
membranabhangigen Effekte auf das Regulationsverhalten C-terminaler BetP-Varianten
kénnen jedoch eine solche Interaktion nur indirekt belegen. Daher wurde im Rahmen
dieser Arbeit das Interaktionsverhalten der isolierten C-Extension mit verschiedenen
Lipidoberflachen mittels Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (SPR) direkt

analysiert. Durch die SPR-Studien konnte gezeigt werden, dass die isolierte C-Domane
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sowohl mit reinen ungeladenen als auch negativ geladenen Lipidoberflachen interagiert.
Zur quantitativen Beschreibung der Interaktionen wurden die Dissoziationskonstanten Ky
indirekt durch Gleichgewichts-Affinitats-Analyse bestimmt. Der ermittelte Ky Wert fir eine
reine DOPE/DOPC Oberflache lag bei 7,96 uM. Mit steigendem Anteil an negativ
geladenem DOPG im DOPE/DOPC-Gemisch nahm die Affinitdt der C-Domane zur
Lipidoberflache zu (1/3 DOPG: Ky4= 5,89 uM; 2/3 DOPG: K4= 3,32 uM). Dies zeigt, dass
elektrostatische Interaktionen zwischen der C-Doméane und den Lipiden entscheidend in
den Interaktionsmechanismus involviert sind. Die Beobachtung, dass die C-Domane aber
auch mit der ladungsneutralen DOPE/DOPC-Oberflache belegt, kénnte implizieren, dass
neben elektrostatischen auch andere Krafte (zum Beispiel polare Wechselwirkungen) eine
Rolle spielen. Da aber keine Referenzoberflache gefunden wurde, mit der die C-Domane
nicht interagierte, kann nicht eindeutig ausgeschlossen werden, dass die Interaktion mit
der DOPE/DOPC-Oberflache unspezifisch war. Es ware interessant zu testen, ob BetP in
reinen DOPE/DOPC Liposomen aktiv beziehungsweise reguliert ist oder ob eine
elektrostatische Interaktion mit den Lipidkopfgruppen obligatorisch fiir die BetP-Regulation
ist. So wurde fir den OpuA Transporter gezeigt, dass dieser in reinen DOPE/DOPC
Liposomen nicht aktiviert werden kann (van der Heide et al., 2001).

Uberraschenderweise fiel die Affinitat der C-Doméne zur Oberflache aus E. coli Lipiden
mit einem Kyg-Wert von 11,9 uM geringer aus als jene zur ladungsneutralen DOPE/DOPC-
Oberflache, obwohl hier etwa 20% der Kopfgruppen negativ geladen sein sollten
(Herstellerangaben, Avanti, USA). Moglicherweise wird das Interaktionverhalten der E.
coli Lipide Proteinverunreinigungen in dem natirlichen Lipidextrakt so verandert, dass ein
direkter Vergleich mit Lipidoberflachen aus synthetischen Peptiden nicht sinnvoll ist. Das
Experiment mit der E. coli Oberflache hat aber insofern eine Aussagekraft, als dass es
belegt, dass die C-Domane prinzipiell mit E. coli Membranlipiden interagieren kann.
Zusammenfassend untermauern die SPR-Daten die Idee, dass eine direkte Interaktion
zwischen der C-Domane und den Membranlipiden bei der BetP-Regulation eine Rolle
spielt. Der Einfluss der Membranumgebung auf die Regulation C-terminaler Mutanten
konnte somit direkt durch C-Domane-Lipid-Kontakte ausgeldst werden. Die Beobachtung,
dass die Affinitdt der C-Domane zu den Oberflachen mit steigendem PG-Anteil der Lipide
zunimmt und dass zugleich in einer PG-reichen Membranumgebung mehr Kalium zur
BetP-Aktivierung benétigt wird als in einer PG-armen Membran (Schiller et al., 2006),
spricht fur eine direkte Detektion von Kalium Uber die C-Domane. Hierzu passt ein bereits
frher vorgeschlagenes Modell fur den BetP-Regulationsmechanismus, wonach die
Interaktion der C-Domane mit Lipiden bei der BetP-Aktivierung durch Kalium geldst wird
(Burger, 2002; Schiller, 2004). Die Ablésung der C-Extension von den Lipidoberflachen
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durch erhohte K*-Konzentrationen konnte in dem isolierten SPR-System allerdings nicht
nachgewiesen werden. Hierzu koénnten aber zukinftig Experimente mit dem
rekonstituiertem Gesamtprotein und photoaktivierbaren Lipid-cross-linkern unter
verschiedenen Kaliumbedingungen neue Informationen liefern (Gubbens et al., 2007).

Ein elektrostatischer Schaltmechanismus wird auch fir verschiedene andere
Membranproteine berichtet. So wird flir den Osmosensors OpuA vorgeschlagen, dass die
elektrostatische Interaktion zwischen der C-terminalen CBS-Domane und negativ
geladenen Membranlipiden bei der Aktivierung durch eine erhdhte interne lonenstarke
aufgehoben werden. In diesem Fall wurde die C-Domane-Lipidinteraktionen durch Co-
Zentrifugation der isolierten Domane mit Liposomen abgeschatzt (Biemans-Oldehinkel et
al., 2006b). Ebenso wird fir die Sensorhistidinkinase KdpD aus E. coli spekuliert, dass die
elektrostatische Interaktion eines argininreichen Motivs in der cytoplasmatischen C-
terminalen Domane mit negativ geladenen Phospholipidkopfgruppen direkt in den
Regulationsmechanismus involviert ist (Jung und Altendorf, 1998; Stallkamp et al., 1999;
Zimmann et al., 2007). Spitzer und Poolman (2005) leiten unter anderem aus der
Beobachtung, dass elektrostatische Krafte osmosensorische Schaltmechanismen
vermitteln, sogar ein generelles Modell fUr eine funktionale elektrochemische Struktur des

Cytoplasmas ab.

Die C-Domane interagiert mit bestimmten cytoplasmatischen Proteinbereichen

Sowohl die Daten aus C-terminalen Mutagenesestudien als auch SPR-Daten zur
Interaktion der C-Domane mit Lipidoberflachen lassen ein Modell zu, nachdem die C-
Domane zusammen mit den Lipiden direkt als Kaliumsensor fungiert. Trotzdem konnte
bisher keine spezifische Kaliumbindestellte in der Domane definiert werden. Von daher ist
es auch denkbar, dass eine Kaliumbindestelle zusammen mit anderen Proteinbereichen
ausgebildet wird. Interaktionen der C-Doméne mit anderen Proteinbereichen kénnten aber
nicht nur in die Detektion, sondern auch in die Transduktion des Kaliumsignals
eingebunden sein. Die Rolle der cytoplasmatischen Proteinschleifen war bislang nur
punktuell durch einige Aminosauresubstitutionen in den Schleifen untersucht worden.
Hierbei war aber kein Hinweis auf eine Funktion dieser Proteinbereiche in der BetP-
Regulation gefunden worden (Ott, 2005). In dieser Arbeit wurden peptide arrays
verwendet um nach mit der C-Domane interagierenden BetP-Regionen zu suchen. Diese
in vitro Methode wird haufig verwendet um Epitope fiir Antikérper zu identifizieren
(Reineke et al., 1999). Jedoch konnten auch komplexe Protein-Protein Interaktionen damit
analysiert werden wie zum Beispiel die Substratbindestelle eines signal recognition

particle aus Arabidopsis thaliana (Groves et al., 2001).
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Mittels peptide array Experimenten konnte hier gezeigt werden, dass die an GST-
fusionierte C-Domane mit synthetischen Peptiden interagiert, die ausgedehnten
Bereichen verschiedener cytoplasmatischer Proteinbereiche entsprechen. Diese waren
die Schleifen 2, 4 und 8 sowie der membranstandige Bereich der N-terminalen BetP-
Extension und der C-Extension selbst. Die Beobachtung, dass die Interaktionen der C-
Domane mit den Peptiden nicht durch hohe Kaliumkonzentrationen beeinflusst werden
konnte, konnte ein Hinweis darauf sein, dass diese eher in den Mechanismus der
Signaltransduktion als in die direkte Kaliumdetektion involviert sind.

Interessanterweise belegen vorlaufige réntgenkristallographische Daten fir das BetP-
Trimer, dass im Kristall die C-terminale Doméane eines BetP-Monomers in direkter
Nachbarschaft zu den Schleifen 2, 4, und 8 des benachbarten Monomers positioniert ist.
Zudem koénnen im Kristall auch C-Domane-C-Domane Kontakte beobachtet werden. Eine
Aussage Uber die Nachbarschaft zwischen C-Domane und N-Domane ist an Hand der
aktuellen Daten noch nicht moglich (Susanne Ressl, personliche Mitteilung). Auch wenn
die Rontgenstrukturdaten nur eine fixierte BetP-Konformation wiedergeben, kann hiermit
belegt werden, dass die im isolieten System der peptide arrays beobachteten
Interaktionen auch in vivo moglich sind und somit eine Funktion im Mechanismus der
BetP-Regulation haben kdnnen. Besonders interessant erscheint hier die Interaktion der
C-Domane mit Schleife 8, da dieser Proteinbereich in der Familie der BCC-Transporter
hochkonserviert und vermutlich in den Substrattransport involviert ist (Peter et. al, 1996;
Kappes et al., 1996). Es kann spekuliert werden, dass eine solche Interaktion flr die
Transduktion des aktivierenden Signals benétigt wird. Fir den Ammonium-Transporter
Amt 1;1 aus Arabidopsis thaliana wurde gezeigt, dass hier eine allosterische frans-
Aktivierung zwischen den Monomeren des Homotrimers (ber die cytoplasmatische C-
terminale Domane vermittelt wird (Loqué et al., 2007). Ein ahnlicher Mechanismus ware
auch fur BetP denkbar.

Die Hinweise auf einen Regulationsmechanismus, in dem die mittels peptide arrays
identifizierten C-Domane-Interaktionspartner von Bedeutung sein konnten, sollten durch
eine unabhangige Methode Uberprift werden. Dazu wurden Kompetitionsexperimente in
Proteoliposomen durchgefiihrt. Auf Grund der Ubereinstimmung mit existierenden
resonant mirror Daten wurden fiir diese Experimente Schleife 4 und 8 (Burger, 2002) und
dariiber hinaus die N-Doméane ausgewahlt. Es wurde Uberprift, inwiefern ein zehnfach
molarer Uberschuss an Peptiden gegeniber dem BetP-Potein im Lumen der
Proteoliposomen die Aktivitdtsregulation von BetP beeinflussen kann. Dabei konnte
gezeigt werden, dass ein Uberschuss an Peptid, welches der Schleife 8 oder dem

membranstandigen Teil der N-Doméane entspricht, die Osmoregulation von BetP erheblich
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beeintrachtigt. Das BetP-Regulationsprofil beschrieb hier keine sigmoidale Optimumkurve
mehr, sondern die BetP-Aktivitat blieb im Bereich externer Osmolalitaten von 0,4-
1,0 osmol/kg konstant. Im Gegensatz hierzu hatte die Gegenwart des Schleife-4-Peptides
keinen Einfluss auf die BetP-Regulation. Die Signifikanz der beobachteten Effekte konnte
durch Negativkontrollen belegt werden. So hatten Peptide mit der Sequenz von Schleife
10 und der random-Sequenz von Schleife 8 keinen Einfluss auf die BetP-Regulation. Die
Ergebnisse der Kompetitionsexperimente kdnnen so interpretiert werden, dass die
zugegeben Peptide mit der C-Domane des BetP-Proteins interagieren und so mit der
normalerweise innerhalb des Proteins stattfindenden Interaktion, also zwischen C-
Domane und Schleife 8 oder N-Doméane, konkurrieren, wodurch der
Regulationsmechanismus gestort wird. Zwar kénnen diese in vitro Daten nur indirekt
Belege fir solche Interaktionen liefern, dennoch sind es erste Belege flir eine Beteiligung

weiterer cytoplasmatischer Proteinbereiche in den Mechanismus der BetP-Regulation.

Die Regulation N-terminal deletierter BetP-Varianten hangt von der

Membranumgebung ab

Zu Beginn dieser Arbeit gab es keine Hinweise auf eine direkte Funktion der N-terminalen
Domane in der BetP-Regulation. Diese cytoplasmatisch gelegene, 59 Aminosaurereste
lange und Uberwiegend negativ geladene Domane wurde als Modulator der BetP-Aktivitat
bezeichnet, da durch eine Deletion der Domane die Aktivierungsschwelle fir den
Transporter stark erhoht wurde (Peter et al., 1998a). Die Daten der peptide arrays sowie
die Kompetitionsexperimente lieferten jedoch erste Hinweise auf eine mogliche Funktion
dieser Domane fur die BetP-Regulation. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion der
N-Domane weiter analysiert, indem N-terminal verkurzte BetP-Varianten in verschiedenen
Membranumgebungen auf ihre osmoregulatorischen Eigenschaften untersucht wurden.
Interessanterweise ergaben diese Messungen, dass das Regulationsverhalten der BetP-
Varianten von der Membranumgebung abhangt. BetP-Varianten mit N-terminalen
Verklrzungen um 29 oder 53 Aminosauren waren in C. glutamicum Zellen, also in einer
Membranumgebung mit negativ geladenen Kopfgruppen, osmotisch reguliert, wobei die
Aktivierungsschwelle im Vergleich zur Kontrolle zu deutlich hdéheren externen
Osmolalitaten verschoben war. Diese Beobachtung stimmte somit mit existierenden
Daten fir andere BetP-Varianten mit N-terminalen Verkirzungen uberein (Peter et al.,
1998). Im Gegensatz dazu waren die N-terminalen BetP-Varianten erstaunlicherweise in
E. coli Zellen, also in einer ladungsarmen Membranumgebung, nicht osmotisch reguliert.
Eine solche membranabhangige Regulation war bislang nur flr BetP-Varianten mit C-

terminalen Aminosaureaustauschen beobachtet worden. Auf Grund der SPR-
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spektroskopischen Daten war in diesem Fall spekuliert worden, dass die Membraneffekte
durch direkte Interaktionen der C-Domane mit Lipiden zu Stande kommen. Diese
Mdglichkeit konnte fir die N-Domane ausgeschlossen werden, denn ein Peptid, welches
den N-terminalen Aminosaureresten 28-64 entsprach, interagierte in den SPR-
Messungen nicht mit Lipidoberflachen. Zudem fallt es schwer zu erklaren, wie ein Effekt
Uber eine direkte Interaktion der N-Domé&ane mit der Membran vermittelt werden soll, wenn
dieser Effekt auch bei einer kompletten Deletion der N-Domane auftritt. Wie kann also der
Einfluss der Membranumgebung auf die N-terminalen BetP-Varianten zu Stande
kommen? Die peptide array Daten hatten impliziert, dass C- und N-Doméane miteinander
interagieren. Einen weiteren Hinweis in diese Richtung lieferte ein SPR-Experiment. Hier
konnte beobachtet werden, dass die Gegenwart des N-Peptides die Interaktion der C-
Domane mit Membranlipiden reduzierte. Auf Grund der vorhandenen Informationen ware
ein Modell fur den BetP-Regulationsmechanismus denkbar, indem C- und N-Domane eine
funktionale Interaktion miteinander eingehen und der Einfluss der Membran auf N-terminal

deletierte BetP-Varianten indirekt tber die C-Domane vermittelt wird.

Ein neues Modell fiir den Regulationsmechanismus des Osmosensors BetP

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten zum Regulationsmechanismus des Osmosensors
BetP lassen sich in einem aktualisierten Modell zusammenfassen (Abbildung 4.2). Ohne
Stimulierung wird die a-helikale C-terminale Domane bendtigt um BetP in seiner inaktiven
Konformation (Abbildung 4.2A) zu fixieren. Die Position der C-Doméane wird hierbei Gber
elektrostatische Interaktionen der C-Doméane mit Membranlipiden sowie mit der N-
terminalen BetP-Domane definiert. Bei einem hyperosmotischen Schock wird BetP durch
zwei Stimuli aktiviert. Ein noch im Detail unbekannter Stimulus wird mdglicherweise direkt
Uber Wechselwirkungen mit der Membran auf den Transporter Ubertragen. Dies kdnnte
der gleiche Stimulus sein, der auch zur kaliumunabhangigen Kaltestimulierung von BetP
fuhrt (Ozcan et al., 2006). Der Zweite Stimulus ist die erhdhte interne
Kaliumkonzentration. Fur die Detektion des Kaliumstimulus gibt es drei Moglichkeiten.
1) Die Kaliumbindestelle wird von C-Domane zusammen mit anderen Proteinbereichen
definiert. 2) Kalium wird unabhangig von der C-Domane detektiert und die Information
Uber die C-Domane weitergeleitet. In beiden Fallen kommen Interaktionen der C-Doméane
mit den cytoplasmastischen Loops 2, 4, oder 8 in Frage. 3) Am wahrscheinlichsten ist es,
dass Kalium direkt Uber die C-Domane detektiert wird. Hierbei werden die Interaktionen
der C-Domane mit der N-Doméane moduliert und die mit den Lipiden aufgehoben

(Abbildung 4.2B). Kalium induziert letztlich eine Konformationsanderung der C-Domane.
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A Inaktives BetP-Protein

Periplasma
Cytoplasma -~

B Osmotisch stimuliertes BetP-Protein

Periplasma

Cytoplasma ~

Abbildung 4.2: Modell fir den Regulationsmechanismus des Osmosensors BetP.
(A) Inaktives BetP-Protein. Griine Pfeile: Die Position der C-Domane wird Uber Interaktionen mit
der N-Doméane sowie mit Membranlipiden definiert. (B) Osmotisch stimuliertes BetP-Protein. Ein
bislang unbekannter Reiz sowie die erhdhte K'-Konzentration 16sen die BetP-Aktivierung aus. Der
Kaliumstimulus wird direkt oder indirekt Uber die C-Doméne detektiert und induziert eine
Konformationséanderung der Domane, wodurch der gesamte Transporter in seine aktive
Konformation Ubergeht. Hierbei werden die Interaktionen der C-Doméane moduliert und die
Interaktion mit den Lipiden wird geldst (gestrichelte Pfeile). Das aktivierende Signal wird
moglicherweise Uber eine Interaktion der C-Domane mit dem konservierten loop 8 an das
katalytische Zentrum des Transporters weitergeleitet.

Diese ist erforderlich um den gesamten Transporter in seine aktive Konformation zu
versetzen. Das aktivierende Signal kénnte hierbei Gber eine Interaktion der C-Domane mit
loop 8 an die katalytische Einheit des Transporters weitergeleiet werden. Die Idee eines
C-Domaéane vermittelten Schaltmechanismus wird durch EPR-(electron-paramagnetic-
resonance)-Messungen unterstiitzt, bei denen eine kaliuminduzierte Mobiltat der C-

Domane beobachtet werden konnte. (Sascha Nicklisch, personliche Mitteilung). Auf
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Grund vorlaufiger Strukturdaten ist es wahrscheinlich, dass die Interaktionen der C-
Doméane mit anderen Proteinbereichen zwischen verschiedenen Monomeren stattfinden.
Die Interaktion mit Lipiden kénnte Uber eine laterale Flexibilitdt der C-Doméane vermittelt
werden.

Das Umschalten der C-Doméane vom ,Aus®- in den ,Ein“-Zustand ist schwerer, wenn mehr
negativ geladene Membranlipide vorhanden sind (Situation in C. glutamicum Zellen).
Dann ist die zur Aktivierung erforderliche Kaliumkonzentration héher. Gleiches tritt auf
wenn die N-Domane fehlt (Situation in AN-Mutanten). Es ist denkbar, dass die N-Doméane
mit den Lipiden um die Interaktion mit der C-Doméne konkurriert und den
Konformationswechsel erleichtert, indem sie die Interaktion der C-Domane mit den
Membranlipiden abschwacht. Zum Verlust der Osmoregulation kommt es, wenn der Anteil
an negativ geladenen Membranlipiden gering ist und zugleich die N-Domane deletiert ist.
Dann flhrt eine fehlerhafte Orientierung der C-Doméne dazu, dass der Kaliumstimulus
nicht mehr detektiert respektive weitergeleitet werden kann. Der Transporter ist dann in
einem Zustand geringer Aktivitdt fixiert. Die gleiche Situation tritt bei
Aminosauresubstitutionen im zentralen Bereich der C-terminalen Domane ein. Durch eine
festere Interaktion der C-Doméane mit PG-reichen Membranen wird die korrekte
Konformation der C-Domane stabilisiert. Daher kann die Regulation in C. glutamicum

Zellen aber schwerer durch Substitutionen gestért werden als in E. coli Zellen.

Ausblick

Die in Kirze erwartete Lésung der Roéntgenkristallstruktur des BetP-Proteins eréffnet
vollkommen neue Perspektiven fir die weitere Aufklarung des Regulationsmechanismus.
So kénnen detaillierte Informationen Uber die BetP-internen Kontakte der C-terminalen
Domane zusammen mit denen hier gewonnen Interaktionsdaten die Grundlage fir
gezielte Mutagenesestudien oder cross-linking Experimente bilden. Der Focus klnftiger
Projekte sollte aber auf biophysikalischen Methoden liegen, welche es erlauben, die im
Modell postulierte Dynamik der C-Domane bei der Aktivierung direkt zu untersuchen.
Hierzu sollte das laufende EPR-(electron-paramagnetic-resonance)-Projekt fortgefihrt
werden (Nicklisch, 2005). Aufierdem koénnten fluoreszenzspektroskopische Methoden
(fluorescence-resonance-energy-transfer) zur Anwendung kommen.

Ein zentrales und ausgesprochen spannendes Thema wird kinftig auch die weitere
Verfolgung der in vivo Untersuchungen zur Kaliumabhangigkeit der BetP-Stimulierung
sein. Die hier vorgelegten Daten mussen zunachst durch eine zuverlassige Bestimmung
des cytoplasmatischen Volumens verifiziert werden. In diesem Zusammenhang waére es

auch sehr interessant, BetP-Varianten, die in Proteoliposomen K*-unabhangig konstitutiv
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aktiv waren (zum Beispiel BetPAC25) in K*-verarmten Zellen zu charakterisieren (Schiller
et al., 2004b). Sollte sich bestatigen, dass es neben K'-einen weiteren Stimulus zur
osmotischen BetP-Aktivierung gibt, so wird dessen Identifizierung und Charakterisierung
die groRte Herausforderung sein. Hierzu sollte vor allem der kirzlich beobachtete Einfluss
des Fettsauremusters auf die BetP-Osmoregulation naher untersucht werden (Henrich,
2008).

Osmosensoren im Vergleich: Verschiedene Mechanismen fiir dieselbe Funktion?

Alle Osmosensoren, die in eine hyperosmotische Stressantwort eingebunden sind,
muassen in vivo unter denselben physiologischen Bedingungen aktiviert werden, namlich
dann, wenn die Zelle Wasser verliert. Aus der in vitro Charakterisierung verschiedener
Osmosensoren muss jedoch geschlossen werden, dass diese unterschiedliche Stimuli
unter hyperosmotischen Stressbedingungen detektieren. Dennoch zeigt ein direkter
Vergleich der drei am besten untersuchten Osmosensoren BetP aus C. glutamicum, ProP
aus E. coli und OpuA aus L. lactis interessante Gemeinsamkeiten in den
Aktivierungsmechanismen auf. Ebenso wie BetP werden sowohl der H*-Symporter ProP
als auch der ABC-Transporter OpuA uber ein cytoplasmatisches Signal stimuliert. Fir
ProP wurde beobachtet dass dieser sowohl durch verschiedene lonen als auch durch
nichtionische Solute und insbesondere durch langkettige Polyethylenglycole aktiviert wird
(Culham et al., 2003). Hier wurde postuliert, dass der Transporter (ber seinen
Hydratationszustand reguliert wird. Die von Wood (2006) vertretene These, dass durch
die verminderte Hydratation unter hyperosmotischen Bedingungen der Transportweg flr
die H'-lonen gedffnet wird, ist aber bislang nur Spekulation (Wood, 2006). OpuA wird wie
BetP auch durch eine erhdhte interne lonenkonzentration aktiviert. Die Stimulierung ist
hier jedoch im Gegensatz zu BetP nicht auf K*-lonen beschrankt (Schiller et al., 2004a),
sondern kann prinzipiell von verschiedenen lonen wie K*, Na*, Li* ausgeldst werden.
OpuA ist also ein Sensor fir die generelle interne lonenstarke, was auch durch die
Beobachtung gestitzt wird, dass zweiwertige Kationen effektiver wirken als einwertige
Kationen. Kirzlich wurde jedoch interessanterweise beobachtet, dass K' als
physiologisch relevantes Kation OpuA starker stimuliert als andere einwertige Kationen
(van der Heide et al., 2001, Mahmood et al., 2006). Obwohl die drei Transporter strukturell
nicht miteinander verwandt sind, ist interessanterweise in allen drei Fallen ihre
cytoplasmatische C-terminale Doméne in den Regulationsmechanismus involviert.
Sowohl fir BetP als auch fur OpuA, wird fur die jeweilige C-terminale Domane eine
direkte Sensorfunktion als mdglich erachtet, die aber in beiden Fallen nicht eindeutig
nachgewiesen ist (Biemans-Oldehinkel et al., 2006b; Schiller et al., 2004b, diese Arbeit).
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Lediglich im Falle von BetP konnten neben der C-Domane auch andere Proteinbereiche
identifiziert werden, die moglicherweise in die Regulation involviert sind (diese Arbeit). Da
ProP Uber seinen Hydratationszustand reguliert wird, muss im Protein keine spezifische
Sensordomane existieren. Die C-terminale Domane von ProP moduliert aber die
Regulation des Transporters, indem sie durch Dimerisierung Uber ein coiled-coil Motiv die
Aktivierungsschwelle fir ProP herabsetzt. Eine Verkirzung der Domane flihrt zum totalen
Verlust der ProP-Aktivitdt (Culham et al.,, 2000; Hillar et al., 2005). Eine weitere
Gemeinsamkeit der Aktivierungsmechanismen von ProP, BetP und OpuA liegt in der
Lipidabhangigkeit ihrer Aktivierungsschwellen. Fir alle drei Osmosensoren wird diese mit
steigendem Anteil an negativ geladenen Lipiden erhéht und in allen drei Fallen wird
angenommen, dass dieser Lipideffekt direkt Giber die C-terminale Domane vermittelt wird
(Schiller et al.; 2006, Biemans-Oldehinkel et al., 2006b; Romantsov et al., 2008).

Trotz Unterschiede in den Details weisen die Aktivierungsmechanismen von ProP, BetP
und OpuA also eine Reihe von Gemeinsamkeiten auf. Hierdurch ist die Frage
aufgekommen, ob die noch bislang noch lickenhaften Erkenntnisse nicht letztlich fur alle
Osmosensoren auf den gleichen Mechanismus hinauslaufen (Wood, 2006). Wie in dieser
Arbeit am Bespiel von BetP gezeigt wurde, kdonnte kunftig eine verstarkte in vivo
Charakterisierung von Osmosensoren noch einmal ganz neue Aspekte in diese

Diskussion einbringen.
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5 Zusammenfassung

Der sekundare Transporter BetP aus C. glutamicum vermittelt unter hyperosmotischen
Bedingungen die Aufnahme des kompatiblen Solutes Glycinbetain im Symport mit zwei
Natriumionen (Farwick, et al.1995). Neben seiner katalytischen Funktion besitzt BetP
auch sensorische und regulatorische Fahigkeiten (Ribenhagen et al., 2000). Mit Hilfe von
Proteoliposomen war gezeigt worden, dass der Transporter eine erhdhte interne K'-
Konzentration als Mal fir osmotischen Stress Uber cytoplasmatisch gelegene
Proteinbereiche detektiert und so seine Aktivitat steuert (Ribenhagen et al., 2001; Schiller
et al., 2004a). Zur Untersuchung, ob die Aktivierung von BetP auch in lebenden Zellen
von Kalium abhangt, wurde hier die BetP-Aktivitat in kaliumverarmten Zellen mit der BetP-
Aktivitat in kaliumsupplementierten Zellen verglichen. In K*-vorbeladenen Zellen war der
Transporter unmittelbar nach der Applikation eines hyperosmotischen Schocks voll aktiv.
Dagegen hing die BetP-Aktivierung in K'-verarmten Zellen von der Mdoglichkeit zur
Aufnahme von K* aus dem Medium ab. Radiochemische Transportmessungen mit 'Rb*
konnte belegten, dass der Verlauf der BetP-Aktivierung hier zeitlich direkt mit dem Anstieg
der intrazellularen K*-Konzentration korrelierte. Die in vitro beobachtete K*-Abhangigkeit
der BetP-Stimulierung konnte also in vivo verifiziert werden. Jedoch wurde beobachtet,
dass hohe interne K'-Konzentrationen nur dann zur BetP-Stimulierung fiihrten, wenn
zugleich ein hyperosmotischer Schock appliziert wurde. Hieraus muss gefolgert werden,
dass K" notwendig aber nicht hinreichend fiir die Aktivierung von BetP in vivo ist und dass
es in ganzen Zellen neben Kalium noch einen zweiten unbekannten Stimulus geben
muss, der bendtigt wird, um BetP osmotisch zu stimulieren.

Im Vorfeld dieser Arbeit war gezeigt worden, dass die cytoplasmatische C-terminale
Extension von BetP in den Mechanismus der K*-abhangigen BetP-Aktivierung involviert
ist. Durch ortsgerichtete Mutagenese innerhalb dieser Domane konnte hier gezeigt
werden, dass die Regulation von BetP von der ungestdrten a-helikalen Struktur an sich
und von der nativen Aminosduresequenz in einem zentralen Bereich der Domane
abhangt. Die osmoregulatorische Charakterisierung C-terminaler Prolinmutanten in
verschiedenen Membranumgebungen wies darauf hin, dass ein hoher Gehalt an negativ
geladenen Membranlipiden die korrekte, fur einen funktionierenden
Regulationsmechanismus benétigte Konformation der Domane stabilisiert. Eine direkte
Interaktion der C-Domane mit unterschiedlichen Lipiden konnte durch
Oberflachenplasmonresonanz-Messungen belegt werden. Die These, dass eine

Interaktion zwischen der C-Domane und den Membranlipiden unmittelbar in den

105



Zusammenfassung

Regulationsmechanismus von BetP involviert ist, konnte durch diese biochemischen und
biophysikalischen Daten somit belegt werden. AuRerdem wurden durch biochemische
Methoden cytoplasmatische Schleifen sowie die N-terminale BetP-Domane als mit der C-
Domane interagierende Bereiche identifiziert, welche sehr wahrscheinlich zusammen mit
der C-Extension in den Mechanismus der Kaliumdetektion oder in die Transduktion des
aktivierenden Kaliumsignals involviert sind. Eine Funktion der N-terminalen BetP-Domane
im Aktivierungsmechanismus von BetP konnte durch die Charakterisierung N-terminal
verklUrzter Varianten weiter untermauert werden. Aus denen im Rahmen dieser Arbeit
gewonnen Daten konnte ein neues Modell flir den Regulationsmechanismus des

Osmosensors BetP entwickelt werden.
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6 Anhang

6.1 Topologiemodell fur BetP
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Abbildung 6.1: Topologievorhersage fiir BetP mit Ubersicht der peptide array Ergebnisse.
Die innerhalb der BCCT-Familie konservierten Aminosaurereste sind mit * gekennzeichnet. Farbige
Buchstaben: Sequenzen der im peptide array mit der C-Domane interagierenden Bereiche.
Rot: Kernbereiche (in allen Wiederholungen positiv); orange: Randbereiche (nicht in allen
Wiederholungen positiv). Vorhersageprogramm: TMHMM 2.0 (modifiziert nach Sascha Nicklisch,

unveroffentlicht und Ribenhagen, 2001).
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6.2 Sequenzen zu peptide arrays

Im Folgenden sind die Aminosauresequenzen der Oligopeptide der peptide array-spots

angegeben. Die laufenden Nummern beziehen sich auf die spots, die in Reihen von links

nach rechts auf der Membran verlaufen.

50AGMGIGLMFYGTTETP?P

Reihe 1

51 GIGLMFYGTTETPLTFEF

1MTTSDPNPKPIVETDA
2 SDPNPKPIVEDAOQTPE
SINPKPIVEDAQPEOQTIT
4 PIVEDAQPEOQITATE

52 LMFYGTTEPLTTFYRN

53 YGTTEPLTFYRNGVP

54 TEPLTFYRNGVZPGHD
50 LTFYRNGVPGHDEHN

SEDAQPEQITATETETLA

56 YRNGVPGHDEUHNVGYV

6 QPEQITATEETLAGTLL

57 GVPGHDEHNVGVAMS

70 I TATEELAGLTLENTP
8ATEELAGLTLENPTNL

58 GHDEHNVGVAMSTTM

59 EHNVGVAMSTTMEFHW

9ELAGLLENPTNLEGHK
10 GLLENPTNLEGKLAD

60 VGVAMSTTMFHWTTLH

6l AMSTTMFHWTTLHZPWA

I 1 ENPTNLEGEKILADAETE

62 TTMFHWTLHPWATIYA

12 TNLEGKLADAEEETTI

63 FHWTLHPWATIYATIVG

I3EGKLADAEEETITITLESG

64 TLHPWAIYAIVGLATI

144 LADAEEEIILEGETDT

65 PWAIYAIVGLAIAYS

ISAEEEIILEGETDTOQAS

66 I YAIVGLAIAYSTTFR

16 EI I LEGEDTOQASLNW
17 LEGEDTQASLNWSVTI

67 IVGLAIAYSTEFRVGR

68 LAIAYSTFRVGREKOQL

IS8 EDTQASLNWSVIVPA

69 AY ST FRVGREKOQLTLS S

19 0ASLNWSVIVPALVI

70 TFRVGRKQLLSSAFYV

20LNWSVIVPALVIVLA

77 VGRKQLLSSAFVPLTI

21 SVIVPALVIVLATVYV

72 KQLLSSAFVPLTIGEHK

22 VPALVIVLATVVWGTI

73 LSSAFVPLIGEZ KGAE

23 LVIVLATVVWGTIGTFK

74 AFVPLIGEEKGAEGWTL

24 VLATVVWGIGFKDSTEF

2 TVVWGIGFKDSFTNF

Reihe 3

20WGI GFKDSFTNFAS S

75 PLIGEKGAEGWLGKTL

27 GFKDSFTNFASSALS

7 GEKGAEGWLGEKTLTITDTI

286DS FTNFASSALSAVYV

77T GAEGWILGEKILIDTITLATI

29 TN FASSALSAVVDNTL

7 GWLGKLIDILATITIAT

30 ASSALSAVVDNLGWA

79 GKLIDILAITIATVEG

31 ALSAVVDNILGWAFTITL

80 IDILAIIATVEFGTAZC
8l LAIIATVFGTACSTLG

32 AVVDNLGWAFILFGT

33 DNLGWAFILFGTVEFYV

82 IATVFGTACSLGLGA

34 GWAFILFGTVFVFEFFTI

83 VFGTACSLGLGALQOQTI

355 P ILFGTVFVFFIVVI

84 TACSLGLGALOQIGAG

36 FGTVFVFFIVVIAAS

85 SLGLGALQIGAGLSA

37 VFVFFIVVIAASKEG

86 LGALQIGAGLSAANTI

87 LOIGAGLSAANTITIETD

Reihe 2

88 GAGLSAANTITIEDPSD

38 FFIVVIAASKFGTTIR

89 LSAANIIEDPSDWTTI

39 VVIAASKFGTIRLGR R

90 ANITIEDPSDWTTIVGI

40 AASKFGTIRLGRTIDE

91 IEDPSDWTIVGIVSYV

41 K FGTIRLGRTIDEHATPE

92 PSDWTIVGIVSVLTTL

42 TI RLGRIDEAPET FRT

93 WTIVGIVSVLTLAFTI

43 LGRIDEAPETFRTVSW

94 VGIVSVLTLAFTITFSA

44 TDEAPEFRTVSWISM

95 VS VL TLAFIFSATISG

455 APEFRTVSWISMMEFA

9¢ LT LAFIFSAISGVGK

46 FRTVSWISMMFARAGM
47 V SWISMMFAAGMGTIG

97 AF I FSAISGVGKGIQOQ

98 F SAISGVGKGIOQYTLS

48 T SMMFAAGMGIGLMEF

99 I SGVGKGIQYLSNAN

49 MFAAGMGIGLMEFYGT
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Reihe 5

I1I00VGKGIQYLSNANMVL

149 HALPGGQIMGIIAMTI

10l GIQYLSNANMVILAAL
102 YLSNANMVLAALTLATI

150 PGGQIMGIIAMILTLG

151 9 IMGIIAMILLGTTFEFF
152 GIIAMILLGTPFFTITS
153 AMILLGTFFITSADS

I3 NANMVLAALLATIZ FVEF

1004 MVLAALLAIFVEFVVG

I AALLAI FVFVVGPTV
1006 LAI FVFVVGPTVSIL

154 LLGTFFITSADSAST

IS5 TFFITSADSASTVMG
156 I TSADSASTVMGTMS

107 F VFVVGPTVSILNTLL

108 VVGPTVSILNLLPGS

157 ADSASTVMGTMSQHG
158 ASTVMGTMSOQHGOQTLE

109 P TVSILNLLPGSTIGN

110 SILNLLPGSIGNYTLS

159 VMGTMSQHGOQLEANK

111 NLLPGSIGNYLSNETF

160 TMSQHGQLEANEKWVT

161  HGQLEANEKWVTAAW

Reihe 4

12 QLEANEKWVTAAWGVA

112 PGSIGNYLSNFEFQMA
113 IGNYLSNFFQMAGRT
114 YLSNFFQMAGRTAMS

13 ANKWVTAAWGVATAA

164 WVTAAWGVATAATIGL
165 AAWGVATAAIGLTTLL

IIS NFFQOMAGRTAMSADG

166 G VATAAIGLTILLLSG

116 0 MAGRTAMSADGTAG

167 TAAIGLTILLLSGGDN
168 IGLTLLLSGGDNATLS

117 GRTAMSADGTAGETWL

118 AMSADGTAGEWLGSW

1S9 TLLLSGGDNALSNTLOQQ
170 LS GGDNALSNLOQNVT

11I9ADGTAGEWLGSWTTITF

I200TAGEWLGSWTTIFYWA
121l EWLGSWTIFYWAWWTI

17T GDNALSNLQNVTTIVA

172 AL SNLQNVTIVAATTEP

122 GSWTIFYWAWWTISWS

173 NLQNVTIVAATPEFLTF

123 TI FYWAWWTISWSZPEFEV

174 NVTIVAATPFLFVVI

124 YWAWWISWSPFVGME

17 I VAATPFLFVVIGLM

125 WWISWSPFVGMEFLAR
126 SWSPFVGMFLARTISR R
127 PF VGMFLARTISRGRS

176 ATPFLFVVIGLMEFA AL

177 FLFVVIGLMFALVKD
178 VVIGLMFALVEKDTLS SN
179 GLMFALVEKDILS SNDVTI

128GMFLARIGSRGRSTIRE

129 TARI SRGRSIRETFTIL

180 FALVKDLSNDVIYTLE

130 I SRGRSIREFILGVL

181 VKDLSNDVIYLEYRE

131 GRSIREFILGVLILVEP

182 LS NDVIYLEYREOQOR

132 IREFILGVLLVPAGV
133 FILGVLLVPAGVSTV

183 DVIYLEYREOQOQRENA

18 YLEYREQQRFNARTLA

134 GVLLVPAGVSTVWES

185 Y REQQRFNARTLARER

1355 LVPAGVSTVWEFSTITFG®G

136 AGVSTVWEFSIFGGTA

Reihe 6

137 STVWFEFSIFGGTATIVE

186 O O RFNARLARERRVH
187 FNARLARERRVHNEH

138 WFSIFGGTAIVFEESQOQN
139 I FGGTAIVFEQNGES

188 RLARERRVHNEHRIK KR

140 GTAIVFEQNGESTIWG

18S9 RERRVHNEHREKRETLA

141 I VFEQNGE SIWGDGA
142 EQNGE SIWGDGAAETE

IO RVHNEHREKRETLARAKR
199 NEHRKRELAAKRRRE

143 GESIWGDGAAEEOQLTF
144 TWGDGAAEEOQLVEFGLL

192 RKRELAAKRRREREKA

193 ELAAKRRRERIKASGA

145 DGAAEEQLFGLLHAL

194 AKRRREREKASGAGIK KR

146 AEEQLFGLLHALTPGG

I K RRRERKASGAGE KRR

1497 QLFGLLHALPGGOQIM
148 GLLHALPGGQIMGTITI
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6.3 Sekundarstrukturvorhersagen fiir C-terminale BetP-Varianten
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(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dpssm/).

Varianten
(A) Prolinvarianten. (B) Nicht-Prolinvarianten. Graues Feld, schwarze Ziffern: coiled; gelbes Feld,

sowie C-terminaler
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Abbildung 6.2: Sekundarstrukturvorhersage nach 3DPSSM fiir die C-terminale BetP-Doméne
Wildtyps

schwarze Ziffern: B-Faltblatt; blaues Feld, weil3e Ziffern: a-Helix, zunhemende Farbintensitat:

zunehmende a-Helix-Wahrscheinlichkeit; Ziffern 0-9: Wahrscheinlichkeit der vorhergesagten
Struktur fur jede Position; 0: gering; 9: hoch. Die Position mit dem Aminosaureaustausch ist jeweils

durch eine rote Ziffer angezeigt.
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Domidne des Wildtyps sowie C-terminaler Varianten (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

(A) Prolinvarianten. (B) Nicht-Prolinvarianten. Graues Feld, schwarze Ziffern: coiled; gelbes Feld,

schwarze Ziffern: B-Faltblatt; blaues Feld, weille Ziffern: a-Helix, zunhemende Farbintensitat:

zunehmende a-Helix Wahrscheinlichkeit; Ziffern 0-9: Wahrscheinlichkeit der vorhergesagten

Struktur fur jede Position; 0: gering; 9: hoch. Die Position mit dem Aminosaureaustausch ist jeweils
111

Abbildung 6.3: Sekundarstrukturvorhersage nach PSIPRED fiir die C-terminale BetP-
durch eine rote Ziffer angezeigt.



Anhang

6.4 Helical wheel Vorhersage fiir die C-terminale Doméane

L578 . R582
Y553

E585 A K575
RE67 g
RE74 ' - ; R586
: R568
KS81 | ces 561 AS79
A /
H570 | RS54 o,
_R565
E577 R583
R584 R562 R576

Abbildung 6.4: Helical wheel Vorhersage fiir die putative C-terminale a-Helix (nach 3DPSSM
die Aminosaurereste 553-586 umfassend). @: hydrophile Reste; ¢: hydrophobe Reste; Farbcode:
von griin (hydrophob) Gber gelb und orange nach rot (hydrophil). A: potentiell negativ geladene
Reste; . potentiell positiv geladene Reste. (www.rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.
cgi?sequence=ABCDEFGHIJLKMNOP&submit=Submit).
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