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Der Glycinbetain-Transporter BetP aus Corynebacterium glutamicum als Osmosensor

Unter hyperosmotischen Bedingungen transportiert der Glycinbetain-Transporter BetP aus
Corynebacterium glutamicum im Symport mit zwei Na'-lonen Glycinbetain in die Zelle.
Glycinbetain ist ein kompatibles Solut, das auch in hohen cytoplasmatischen Konzentrationen

zellulare Funktionen nicht beeinflusst und somit ideal geeignet, durch Akkumulation im
Zellinneren die Zelle vor einem Wasserverlust zu schitzen. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Reiz ermittelt, der unter hyperosmotischen Bedingungen die Aktivierung von BetP
verursacht. Durch einen hyperosmotischen Schock erhéht sich die Membranspannung der
Cytoplasmamembran sowie die Osmolalitéat, lonenstarke und Solut-Konzentration des die
Zelle umgebenden Mediums und des Cytoplasmas. Um die Frage nach dem BetP-aktivieren-
den Reiz zu klaren, wurde BetP isoliertEncoli-Phospholipid-Liposomen rekonstituiert und

in den resultierenden Proteoliposomen charakterisiert, wobei BetP in diesem reduzierten
System die gleichen osmosensorischen und osmoregulatorischen Eigenschaften aufwies wie
im zellularen System. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von BetP weder durch eine
Erhéhung der Membranspannung noch durch Veranderungen der externen Bedingungen noch
durch die absolute interne Osmolalitéat oder lonenstérke sondern ausschlie3lich durch die zum
jeweiligen Zeitpunkt vorliegende interne Konzentration ah Kder K-ahnlicher lonen
bestimmt wird. Zudem wurden Hinweise gefunden, dass die nun vorliegende Modellvor-
stellung der Aktivierung von BetP durch die internekonzentration auch auf die Situation

in Zellen Ubertragbar ist.



The Betaine Carrier BetP of Corynebacterium glutamicum as Osmosensor

Under hyperosmotic conditions the betaine carrier BetP of Corynebacterium glutamicum
transports betaine in symport with two sodium ions into the cell. Betaine is a compatible
solute that even in high cytoplasmic concentrations does not interfere with cellular functions
and is therefore an ideal candidate to protect the cell against dehydration by internal
accumulation. In this thesis the actual stimulus was determined which under hyperosmotic
conditions causes the activation of BetP. By a hyperosmotic shock the membrane strain of the
cytoplasmic membrane is changed as well as the osmolality, ionic strength and solute
concentration of the surrounding medium and of the cytoplasm. To answer the question which
stimulus activates BetP, BetP was isolated, reconstituted into E. coli phospholipid liposomes
and characterized in the resulting proteoliposomes. In this reduced system BetP showed the
same osmosensing and osmoregulatory characteristics as in cells. It was shown that activation
of BetP is neither determined by an increase of membrane strain nor by a change of the
external conditions nor by the absolute internal osmolality or ionic strength but only by the
internal concentration of potassium or potassium-like ions. In addition, hints were found that
the new concept of BetP activation by the internal potassium concentration may aso be

correct for the situation in intact cells.
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Abkilirzungen

Abkirzungen

AHT Anhydrotetracyclin

AP Alkalische Phosphatase

Amp® Resistenz gegen Ampicillin

AS Aminosaure

ATCC American type culture collection

atm Atmosphéarendruck

BCCT-Familie Betain-Cholin-Carnitin-Transporter-Familie
BCIP/NBT 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat / Nitro-Blau-Tetrazolium
BM 3-(N-Maleimidylpropionyl)-Biocytin
BSA Rinderserumalbumin

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DPG Diphosphatidylglycerin (Cardiolipin)
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA ‘enzyme-linked immunosorbent assay"
GB Glycinbetain

HABA 4-Hydroxy-Azobenzen-2-Carboxylsaure
kDa Kilo-Dalton

KGlu Kalium-Glutamat

Km Michaelis-Konstante

KP; Kalium-Phosphat-Puffer

LB-Medium Luria Bertani — Medium

LPR Lipid-Protein-Verhéltnis

Mes Morpholinoethansulfonsaure

mosm mmol/kg bzw. mosmol/kg

NaR Natrium-Phosphat-Puffer

osm mol/kg bzw. osmol/kg
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Bemerkungen

Bemerkungen

Um die osmotische Starke einer Lésung zu beschreiben, wird in der vorliegenden Arbeit der
Begriff ,Osmolalitat® verwendet. Osmolalitat beschreibt den osmotischen Druck einer
Losung in mol bzw. osmol geloste Solute pro kg Losung (kurz: osm). Demgegenuber
beschreibt die ,Osmolaritat, wieviel mol Solute pro Liter Losung gel6st sind (kurz: osM).
Wahrend die Osmolaritat berechnet aber nicht gemessen werden kann, kann die Osmolalitat
gemessen aber nicht berechnet werden. Die Osmolalitat kann nicht berechnet werden, weil sie
nicht nur durch die definierte Zahl der gelésten Solute in der Losung beschrieben wird,
sondern auch durch deren Grofl3e, Form und Ladung (Sweeney & Beuchat, 1993). In den
meisten Fallen ist die Osmolaritéat einer wassrigen Losung jedoch eine gute Anndherung zur

Osmolalitat.

Die vorliegende Arbeit wurde nach der seit dem 1. August 1998 gultigen Rechtschreibung

verfasst.



Einleitung

1 Einleitung

Die meisten auf der Welt existierenden Organismen oder zumindest Teile von ihnen sind im

Laufe ihres Lebens sehr unterschiedlichen osmotischen Bedingungen ausgesetzt. Sowohl pro-

als auch eukaryotische Organismen haben Strategien entwickelt, um zu verhindern, dass ihre

Zellen bei wechselnden osmotischen Bedingungen platzen oder austrocken. Um unter hypo-
osmotischen Bedingungen zu verhindern, dass Zellen platzen, lassen diese lonen oder
niedermolekulare Substanzen aus dem Zellinneren nach auf3en strémen. Unter hyperosmo-
tischen Bedingungen dagegen nehmen Zellen osmoprotektive Solute auf bzw. synthetisieren
diese. Damit Zellen die beschriebenen Mechanismen anwenden kénnen, mussen sie zwei
Fahigkeiten besitzen: 1. Reizwahrnehmung des hypo- bzw. hyperosmotischen Stresses
(Osmostresswahrnehmung) und 2. Vermittiung des Reizes zur Expression osmotisch

regulierter Gene und zur Aktivierung osmotisch regulierter Proteine (Osmoregulation).

1.1 Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum (friiher Micrococcus glutamicum) wurde 1957 von Kinoshitet

al. isoliert und charakterisiert. Phylogenetisch gehort die Gatongnebacterium innerhalb

der Gram-positiven Bakterien zur Untergruppe mit hohem GC-Gehalt. Diese umfasst neben
der groRen Gruppe der filamentdésen Actionomyceten u.a. auch Propionsaurebakterien und
coryneforme Bakterien (Madigast al., 1997). Coryneforme Bakterien haben eine stabchen-
bzw. keulenférmige (coryneforme) Gestalt, sind aerob und unbeweglich, bilden keine Sporen
aus und zeichnen sich durch eine ,schnappende” Zellteilung aus, d.h. die Zellen bleiben kurz
vor der eigentlichen Teilung noch seitlich miteinander verbunden. Zur Gattung
Corynebacterium zahlen neben Bodenbakterien auch humanpathogene Arten wie z.B.
C. diphtheriae und pflanzenpathogene Arten wie z.B. michiganense und C. fascians.

C. glutamicum ist dagegen ein apathogenes Bodenbakterium und zeichnet sich dadurch aus,
dass es Aminosauren, wie z.B. Glutamat und Lysin in die Umgebung exkretiert. Daher hat
C. glutamicum eine hohe biotechnologische und industrielle Bedeutung, da Glutamat als
Geschmacksverstarker in der Lebensmittelindustrie und Lysin als Futtermitteladditiv in der
Tiermasthaltung verwendet wird. Die weltweite jahrliche Produktion der beiden wichtigsten
durch C. glutamicum fermentativ hergestellten Aminosauren betragt zur Zeit 1.000.000

Tonnen L-Glutamat und 350.000 Tonnen L-Lysin (Kramer, personliche Mitteilung).
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1.2 Osmotische Eigenschaften von Zellen

Bakterien- und Pflanzenzellen sind darauf angewiesen, dass das Zellvolumen und der Zell-
turgordruck, d.h. der Druck, den die Cytoplasmamembran gegen die Zellwand aufbaut, auf-

recht erhalten wird. Ein zu hoher Turgordruck fiihrt zum Bersten der Zelle, ein zu niedriger
Turgordruck beeintrachtigt den Metabolismus der Zelle und verhindert, dass sich die Zelle
teilen kann (Kempf & Bremer, 1998). Der Turgordruck von Gram-negativen Bakterien
betragt 1-5 atm, der von Gram-positiven Bakterien 15-25 atm (Poolman & Glaasker, 1998).
Erniedrigt sich die Osmolalitdt des die Zelle umgebenden Mediums wird die Zelle hypo-
osmotisch gestresst, erhéht sich die Osmolalitat wird sie hyperosmotisch gestresst. Aufgrund
der Semipermeabilitat der Zellmembran folgt den beschriebenen Bedingungen ein Wasserein-
strom in die Zelle hinein bzw. ein Wasserausstrom aus der Zelle heraus. Mathematisch lasst
sich dieser Sachverhalt folgendermal3en beschreiben: Mit steigender Osmolalitat sinkt das
WasserpotenziaM,, = Potenzial des Lésungsmittels) einer Losung, wahrend das osmotische
Potenzial W, = Potenzial der geldsten Solute, zum Wasserpotenzial komplementar) steigt.
Bei geeigneter Verdinnung ergibt sich nach Van't Hoff fir das osmotische Potenzial folgende

vereinfachte Beziehung:

W =R.-T-3C

wobei R die allgemeine Gaskonstante, T die absolute Temperatur und C die Konzentration
der gelésten Teilchen darstellt. Da unter physiologischen Bedingungen die zellinterne
Osmolalitat hoher ist als die externe Osmolalitat, wirkt der oben beschriebene Turgordruck
dem einstromenden Wasser entgegen. Demnach erfolgt kein Wasserstrom, wenn sich

Turgordruckpotenzial,) und osmotisches Potenzial ausgleichen:

WennLPn - L|J|o : dannLPW =0
Zellen sind in der Lage, unter verschiedenen osmotischen Bedingungen das Zellvolumen und

den Zellturgordruck zu regulieren. Dabei wird zwischen der Osmoregulation bei hypoosmo-

tischem und hyperosmotischem Stress unterschieden.
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1.3 Osmoregulation unter hypoosmotischen Bedingungen

Sinkt die Osmolalitaét des umgebenen Mediums, sind Bakterien einem hypoosmotischen
Stress ausgesetzt. Dies fuhrt zu einem Wassereinstrom in die Zelle, der abhangig vom
Potenzialgefalle sehr massiv sein kann. Um den drohenden Zellvolumenanstieg, der das
Bersten der Zelle zur Folge hatte, zu verhindern, schleust die Zelle lonen und niedermoleku-
lare Substanzen aus, so dass das osmotische Potenzial innerhalb der Zelle erniedrigt wird. Der
diesbeziglich am besten untersuchte Organismésdsérichia coli. Unter hypoosmotischen
Bedingungen schleudt. coli relativ unspezifisch Solute aus, hélt jedoch Solute wie z.B.
Alanin, Lysin, Arginin und Sucrose vollstandig zurick (Schlesteal., 1993). InC. gluta-

micum ist der Efflux von z.B. K-lonen und Glutamat unter hypoosmotischen Bedingungen
gering und stattdessen findet ein sehr spezifischer Efflux der kompatiblen Solute Glycinbetain
und Prolin statt (Rufferét al., 1997). Kompatible Solute sind organische Molekiile, die auch

in sehr hohen cytoplasmatischen Konzentrationen die zellularen Funktionen, im speziellen die
Enzymaktivitéaten, nicht beeinflussen und daher fir die Osmoregulation der Zelle besonders
gut geeignet sind (Yanceyal., 1982; Wood, 1999).

Sowohl inE. coli als auch inC. glutamicum wird die Exkretion zellinterner Solute durch
mechanosensitive Kanéle vermittelt, die unter hypoosmotischen Stressbedingungen durch
Veréanderungen der Membranspannung gedffnet und damit aktiviert werden (Bedigr

1992). InE. coli sind drei Gruppen von mechanosensitiven Kanalen beschrieben, die sich in
Bezug auf die GroRRe ihrer Leitfahigkeit unterscheiden (Bewmieal., 1996). Auch in

C. glutamicum sind zwei mechanosensitive Kanéle charakterisiert worden, denen der
spezifische Efflux von Glycinbetain und Prolin sowie ein geringer Efflux von Kationen
zugeschrieben werden (Ruffettal., 1997; Rufferet al., 1999; Nottebrock, 2000).

1.4 Osmoregulation unter hyperosmotischen Bedingungen

Bakterien sind einem hyperosmotischen Stress ausgesetzt, wenn die Osmolalitat des
umgebenen Mediums steigt und so dessen Wasserpotenzial sinkt. Die Folge ware ein
massiver Wasserausstrom aus der Zelle, wenn die Zelle nicht geeignete Schutzmechanismen
entwickelt hatte. Da Proteine fur ihre Funktion eine Hydrathille benétigen, wirde ein hoher
Wasserverlust der Zelle den Metabolismus beeintréachtigen sowie das Wachstum und die
Teilung der Zelle verhindern (Wiggins, 1990; Wood, 1999). Die Zelle schiitzt sich vor einem

Wasserverlust, indem sie als unmittelbare Reaktion auf einen hyperosmotischen Stress

-3-
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K*-lonen und/oder kompatible Solute aufnimmt, wobei das unter Bakterien am weitesten
verbreitete kompatible Solut Glycinbetain ist. Dartiberhinaus sind die meisten Organismen
auch in der Lage, kompatible Solute zu synthetisieren. Die Osmostressantwort einiger halo-
philer Archaea beschrankt sich darauf, bis zu 5 M KCI in der Zelle zu akkumulieren (Martin
etal., 1999).

Am besten untersucht ist die Osmoregulatio&.iooli. Unter hyperosmotischen Stressbedin-
gungen nimmeE. coli in einer ersten schnellen Osmostressantwbiioiien auf, akkumuliert

im Cytoplasma Glutamat als'¥Gegenion und schleust Protonen und Putrescin aus der Zelle
(Munro et al., 1972; Epstein, 1986; Dinnbiet al., 1988). In einer zweiten Phase ersetzt die
Zelle einen GroRteil der eingeschleusténlénen, indem kompatible Solute, wie z.B. Glycin-
betain, Prolin und Ectoin (Abbildung 1) aus der Umgebung aufgenommen werden. Weitere

N ]
Hz~N—CHx 4 . @ :
s o C\ - N Y C/C\N o
@] H 3
CH 2 H
3 O- _
o
(Glycin)Betain Prolin Ectoin

Abbildung 1: Beispiele kompatibler Solute. Die abgebildeten kompatiblen Solute kénnen @n
glutamicum bei hyperosmotischem Stress aufgenommen werden.

von E. coli aufgenommene kompatible Solute sind Prolinbetain, Taurin und Cholin, wobei

letzteres in der Zelle zu Glycinbetain umgewandelt wird (Grothe et al., 1986; Sutherland

et al., 1987; Csonka, 1989). In dieser Phase werden aul3erdem osmoregulierte Gene wie z.B.
proP, proU, kdpFABC undbetT exprimiert. Wenn der Zelle kein Glycinbetain oder Prolin zur
Verfligung steht, isk. coli auRerdem in der Lage, Trehalose als osmoprotektive Substanz
de novo zu synthetisieren (Dinnbiegt al., 1988; Stsm & Kaasen, 1993). Der bezuglich der
zellularen Osmostressantwort am besten untersuchte Gram-positive OrganisBaes | ist

subtilis (Kappeset al., 1996; Kappes & Bremer, 1998; Kempf & Bremer, 198)subtilis
zeichnet sich dadurch aus, ein breites Spektrum an kompatiblen Soluten aufnehmen zu
kénnen. Die Aufnahme mindestens zwolf verschiedener osmoprotektiver Substanzen erfolgt
durch funf unterschiedliche Aufnahmesysteme, die sich stark beziglich ihrer Substrat-
spezifitat unterscheiden. Drei der Transporter gehoéren der Klasse der ABC-Transporter an,
wahrend zwei zu den sekundaren Transportern zéhlen. Der sekunda@ydiabetain-

Transporter OpuD weist eine hohe Ahnlichkeit zu BetPCGagutamicum auf.
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Wird C. glutamicum einem hyperosmotischen Stress ausgesetzt, werden, falls vorhanden, die
kompatiblen Solute Glycinbetain, Ectoin und Prolin aus der Umgebung aufgenommen.
AulRerdem istC. glutamicum unter hyperosmotischen Bedingungen in der Lage, Prolin und
Trehalose zu synthetisieren, um so das osmotische Gleichgewicht der Zelle aufrecht zu
erhalten. Wahrend Prolin nur in der Wachstumsphase synthetisiert wird, wird Trehalose
vorwiegend in der stationdren Phase synthesisiert. Die Zelle synthetisiert erheblich weniger
Prolin, wenn der Zelle externes Glycinbetain zur Verfiigung steht (Rénsch, 2000). Die
osmoregulierte Aufnahme von kompatiblen Soluten, die gegenlber deren Synthese bevorzugt

wird, wird durch vier Aufnahmesysteme vermittelt (Abbildung 2). Die sekundaren Trans-

Glycinbetain 2 Na

BetP

EctP

Glycinbetain
. Na Ectoin
Ectoin
Glycinbetain ?
Prolin

Lch

ProP
H  Prolin
Ectoin

Abbildung 2: Osmoregulierte Transportproteine in C. glutamicum. Die abgebildeten sekundaren
Transportsysteme nehmen unter hyperosmotischen Bedingungen kompatible Solute auf. Die Spezifitat
fur die Substrate und das Cosubstrat sind abgebildet. Die Substratspezifitdt von LcoP ist erst teilweise
charakterisiert.

porter BetP, EctP und ProP und wahrscheinlich auch der erst kirzlich entdeckte Transporter
LcoP (vorlaufige Bezeichnung; Steger, personliche Mitteilung) nehmen kompatible Solute im
Symport mit lonen auf. Die Spezifitat der Transporter ist dabei sehr unterschiedlich. Wahrend
BetP sehr spezifisch Glycinbetain transportiert, weisen EctP und ProP eine niedrigere
Substratspezifitat auf, kbnnen aber mehrere kompatible Solute aufnehmen. EctP transportiert
sowohl Ectoin als auch Glycinbetain und Prolin, wahrend ProP spezifisch fur Prolin und
Ectoin ist (Petert al., 1996; Petert al., 1998b). LcoP ist noch nicht ndher charakterisiert,
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jedoch ist bereits bekannt, dass dieser Transporter Glycinbetain, Ectoin und méglicherweise
auch weitere kompatible Solute transportiert; au3erdem gehért LcoP genauso wie BetP und
EctP zur Betain/Cholin/Carnitin-Transporterfamilie (Anhang 4). Nachdem die beschriebenen
vier Transporter sowie das osmotisch nicht regulierte Aufnahmesystem fir Prolin PutP in
C. glutamicum deletiert wurden, konnte keine Aufnahme kompatibler Soluten mehr nachge-
wiesen werden (Steger, personliche Mitteilung). Dies spricht dafiir, dass keine weiteren
osmoregulierten Aufnahmesysteme fur kompatible Solu@ ghutamicum existieren.

1.5 Der Glycinbetain-Transporter BetP aus C. glutamicum

Es wurde gezeigt, dasS. glutamicum Glycinbetain im Symport mit zwei Ndonen
aufnimmt, wobei der Transport Uber ein hochaffines sekundéares Transportsystem vermittelt
wird (Farwick et al., 1995). AnschlieRend wurde ein Gen d&usglutamicum isoliert, das
sequenziert sowie molekularbiologisch und biochemisch untersucht wurde @Pedky

1996). Die Untersuchungen zeigten, dass das isolierte Gen den beschrieb&@yciNa
betain-Transporter codiert, weshalb das Genprodukt BetP (Betain-Permease) genannt wurde.
Laut Computer-Topologievorhersage (R@stal., 1995) besteht BetP aus zwo6lf Trans-
membrandomanen, die durch externe bzw. cytoplasmatische Schleifen miteinander verbunden
sind, sowie einer N- und C-terminalen Extension (Abbildung 3). BetP besteht aus 595 Amino-
sauren und hat ein Molekulargewicht von 64,2 kDa. Dgi\¥ert fur N& liegt bei 4,1 mM,

der fur Glycinbetain bei 8,6 uM, wahrend die maximale Aufnahmerate bei 110 nmol Glycin-
betain/(mirmg Zelltrockengewicht) liegt (Petet al., 1996). Aul3erdem kann die Zelle durch

BetP Glycinbetain bis zu einem extrem hohen Gradienten vi#f fin/ex) akkumulieren
(Farwick et al., 1995). Neben der Regulation auf Aktivitdtsebene (s.u.) wird BetP auch auf
Expressionsebene reguliert. BetP wird zwar auf einem Basallevel konstitutiv exprimiert, ist
aber durch hyperosmotische Bedingungen mindestens 20-fach induzierbar (Fetralick

1995; Kramer, personliche Mitteilung). Die Regulation auf Aktivitatsebene kann durch
Variation der extern vorliegenden Osmolalitat untersucht werden. Messun@erglutami-

cum zeigten, dass BetP ohne Zugabe von osmotisch wirksamen Substanzen zum externen
Medium nicht aktiviert wird, wahrend eine Erhéhung der extern vorliegenden NaCl- bzw.
Sorbitol-Konzentration zu einer Glycinbetainaufnahme durch BetP fuhrt @eter1996).
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Abbildung 3: Sekundarstruktur-Topologiemodell von BetP.Die Topologievorhersage wurde mit

dem Computerprogramm PHDThtm (Rost et al., 1995) durchgefiihrt. Die N- und C-terminalen Exten-
sionen des Proteins sind nach dieser Vorhersage zum Cytoplasma gerichtet. Die membrandurch-
spannenden Transmembrandomanen sind von |-XII durchnummeriert. Positiv geladene Aminoséauren
sind schwarz, negativ geladene weild dargestellt.

Erste Hinweise darauf, dass fur die Wahrnehmung des Osmostresses durch BetP (Osmo-
sensing) bzw. fur dessen Aktivierung (Osmoregulation) keine Interaktion mit anderen
Proteinen au<. glutamicum notwendig ist, wurden durch eine heterologe Expression des
betP-Gens in E. coli gewonnen, da die kinetischen Parameteg,-\Yerte, Wna fUr
Glycinbetain), die inE. coli gemessen wurden, den Daten &uglutamicum sehr ahnlich

waren. Unterschiede fanden sich jedoch beziglich der Osmoregulation. Wahrend das
Osmolalitatsoptimum, also die externe Osmolalitéat, bei der das Aktivitatsmaximum erreicht
wurde, inC. glutamicum bei 1350 mosm lag, lag dieseBncoli bei 600 mosm (Petet al.,

1996). Um einen eventuellen Einfluss der Extensionen von BetP auf die Osmoregulation des
Proteins zu untersuchen, wurden diese auf molekulargenetischer Ebene teilweise oder ganz
deletiert und das Osmolalitatsoptimum der rekombinanten Proteine bestimmt. Eine Deletion
der N-terminalen Domane fuhrte zwar zu einer Verschiebung des Osmolalitdtsoptimums zu
hoheren Osmolalitatswerten, aber die Aktivitatsregulation war dennoch vorhanden. Eine

Deletion der C-terminalen Domane fiihrte dagegen zu einer Deregulation von BetP, das heil3t
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das Protein nahm unabhangig von der extern angelegten Osmolalitat Glycinbetain auf, so dass

es auch unter nicht-hyperosmotischen Bedingungen aktiv war éPekerl998a).

1.6 Mdgliche Reize zur Wahrnehmung von hyperosmotischem Stress

Unter hyperosmotischen Stressbedingungen ist die Zelle einer Reihe von Einflissen
ausgesetzt, die sich sowohl auf die Cytoplasmamembran als auch auf das externe Medium
und das Cytoplasma beziehen (Wood, 1999). Eine oder mehrere der stattfindenden
Veranderungen werden von osmoregulierten Membranproteinen wahrgenommen — diesem
»,Osmosensing“-Prozess folgt entweder die direkte Aktivierung des Proteins oder die
Weitergabe des Signals an ein Rezeptorprotein. Es ist sehr wenig dartber bekannt, welcher
durch hyperosmotische Bedingungen hervorgerufene Reiz von osmoregulierten Membran-
proteinen detektiert wird. In den letzten Jahren und Jahrzehnten wurden viele dafur in Frage
kommenden Reize diskutiert (Csonka & Hanson, 1991; Poolman & Glaasker, 1998; Wood,
1999), jedoch gibt es kaum experimentelle Daten, die belegen, welcher dieser Reize von den
Proteinen wahrgenommen wird. Im folgenden werden die am meisten diskutierten Reize, die
aus theoretischen Betrachtungen heraus fur den ,Osmosensing“-Prozess entscheidend sein
koénnten, aufgefihrt.

Osmoregulierte Membranproteine konnten in der Lage sein, Veranderungen des Turgor-
drucks, d.h. den Unterschied zwischen dem extra- und intrazellularem osmotischem Potenzial,
der fur den Anpressdruck der Cytoplasmamembran gegen die Zellwand veantwortlich ist,
wahrzunehmen (Csonka & Hanson, 1991). Eine weitere vieldiskutierte Moglichkeit ist der
direkte Einfluss von physikalischen Veranderungen der Membran auf ein osmoreguliertes
Membranprotein unter hyperosmotischen Bedingungen. Erfahrt eine Zelle hyperosmotischen
Stress, erhdht sich aufgrund der Volumenverringerung der Zelle die Membranspannung der
Cytoplasmamembran, d.h. die Phospholipide und die Proteine innerhalb der Membran werden
zusammengedrangt. Eine Erhéhung der Membranspannung koénnte zu einem erhdhten
lateralen Druck der Phospholipide auf die Membranproteine fihren, was wiederum zu einer
aktivierenden Konformationsanderung des Proteins fuhren kdnnte (Cantor, 1999). Aul3erdem
wurde diskutiert, dass moglicherweise die Kruimmung der Cytoplasmembran, die durch einen
hyperosmotischen Schock verandert wird, von den Proteinen wahrgenommen wird. (Wood,
1999). Des Weiteren konnte die Zusammensetzung der Phospholipidmembran die ,,Osmo-
sensing“-Eigenschaften eines Proteins beeinflussen. Neben der Lange ihrer Fettsaureketten
unterscheiden sich Phospholipide in ihren Kopfgruppen, die je nach Grol3e und Ladung unter
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anderem den Hydratisierungszustand und die Ladungsdichte bzw. das Oberflachenpotenzial

der Membranoberflache beeinflussen (Shimaaila., 1992).

Ein weiterer, vor allem in den letzten Jahren vieldiskutierter mdglicher Stimulus fir Osmo-
sensorproteine ist ,makromolekulares Crowding“. Darunter wird die kollektive Einwirkung
von Makromolekllen (geldst oder als Strukturelement vorliegend) auf zelluldare Prozesse
verstanden. Obwohl Makromolekile (vor allem Proteine) nur schwach und unspezifisch mit
Osmosensorproteinen wechselwirken konnen, konnte dieser Effekt physiologische Wirkung
haben, weil Makromolekile rund 50% des cytoplasmatischen Volumens einnehmen (Garner
& Burg, 1994; Minton, 1997). Dartberhinaus kdénnten osmoregulierte Membranproteine in
der Lage sein, die Osmolalitat oder lonenstarke, die im Cytoplasma oder im umgebenen
Medium vorliegt, wahrzunehmen bzw. deren Differenz oder Gradient zwischen beiden Seiten
der Membran. Letztendlich ware es auch mdglich, dass osmoregulierte Membranproteine die
Konzentration eines bestimmtes Soluts, wie z.B. lonen oder kompatible Solute, auf einer oder

beiden Seiten der Membran wahrnehmen kénnen.

1.7 Vortelle des Proteoliposomen-Systems

Bereits seit Uber 30 Jahren werden Proteoliposomen verwendet, um vor allem Membran-
proteine detailliert untersuchen zu kénnen (z.B. Hirklal., 1972; Kramer & Klingenberg,

1977; Schneider & Altendorf, 1987; Cornelius, 1991). Fur die Herstellung von Proteolipo-
somen gibt es verschiedene Mdglichkeiten — bei allen bekannten Rekonstitutionsverfahren
wird gereinigtes Protein eingesetzt und mit Phospholipiden gemischt, wobei sich in einem
noch nicht ndher bekannten Prozess Proteoliposomen ausbilden (Rigaud1995). In

dieser Arbeit wurde isoliertes BetP mit einem auf Detergenzien beruhenden Verfahren
rekonstituiert (Abbildung 4). Die BetP-Molekille lagen nach deren Isolierung in Detergenz-
Micellen eingebettet vor und wurden mit unilaminaren Liposomen, in die sich ebenfalls
Detergenzmolekiile eingelagert hatten, gemischt. Durch den schrittweisen Entzug der

Detergenzien entstanden ohne weiteren Einfluss von auf3en Proteoliposomen.
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Proteinin
Detergenz-
Micellen

Entzug der
Detergenzien
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Abbildung 4: In dieser Arbeit verwendete Strategie des funktionellen Einbaus von BetP in
Liposomen.

Es gibt zahlreiche Vorteile des Proteoliposomen-Systems gegeniber dem zellularen System.
Die Umgebung eines in die Cytoplasmamembran eingebauten Membranproteins ist sehr
komplex, so dass bei der Bewertung von Untersuchungen eines Membranproteins in intakten
Zellen mogliche Interaktionen mit anderen Bestandteilen der Cytoplasmamembran und mit
cytoplasmatischen und periplasmatischen Proteinen berlcksichtigt werden missen. Dies
macht es unmaoglich zu bewerten, ob fur die Ausibung der Funktion das einzelne Protein
ausreichend ist oder ob fir dessen Funktion Wechselwirkungen mit anderen Bestandteilen der
Zelle notwendig sind. Bei Untersuchungen an Proteinen, die in Liposomen rekonstituiert
wurden, konnen die Ergebnisse direkt auf die Funktion des Proteins zurtckgefihrt werden.
Die einzigen Parameter, die die Funktion des Membranproteins beeinflussen, sind die
Phospholipidumgebung und das Innen- und AulRenmedium. Ein weiterer wichtiger Vorteil
von Funktionsstudien in Proteoliposomen ist, dass sowohl die Phospholipidumgebung als
auch die Zusammensetzung des Lumens der Proteoliposomen und die Zusammensetzung des
externen Mediums beinahe beliebig variiert werden kénnen. Dies macht es mdglich, die
Funktion und die Eigenschaften eines Membranproteins sehr detailliert zu untersuchen.
Dariiberhinaus ist das Proteoliposomensystem ideal fur osmoregulierte Membranproteine
geeignet, da fast alle oben beschriebenen durch hyperosmotischen Stress hervorgerufenen

Reize in diesem System untersucht werden kénnen.
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1.8 Zid der Arbeit

Wahrend die Osmostresswahrnehmung und -regulation unter hypoosmotischen Bedingungen
relativ gut untersucht ist, war zu Beginn dieser Arbeit nur sehr wenig tber die Osmostress-
wahrnehmung und -regulation unter hyperosmotischen Bedingungen bekannt. Daher war es
Ziel dieser Arbeit, den Reiz, den eine Zelle unter hyperosmotischen Bedingungen wahrnimmt,
zu identifizieren und zu beschreiben. Ein geeignetes Objekt, um dieses Ziel zu verfolgen, war
der unter hyperosmotischen Bedingungen aktivé/®lgicinbetain-Transporter BetP aus
Corynebacterium glutamicum. Dazu war es erforderlich, das Protein heterolo§.icoli zu
exprimieren und mit Hilfe einer Affinitdtschromatographie zu isolieren, um es dann in
Liposomen zu rekonstituieren und die Rekonstitutionsmethode zu optimieren. Anschliel3end
sollte BetP im Proteoliposomen-System charakterisiert und dessen ,Osmosensing“- und
Osmoregulations-Eigenschaften untersucht werden. Im Mittelpunkt der Untersuchungen sollte
dabei die Suche nach dem unmittelbaren Reiz stehen, der fir die Aktivierung von BetP
verantwortlich ist. Dabei sollte BetP als Modellprotein dienen, da fir noch kein anderes

osmoreguliertes Membranprotein der aktivierende Reiz identifiziert werden konnte.

-11 -



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

Fir die Kultivierung vonE. coli wurde in der Regel LB-Medium (1% NacCl, 1% Trypton,
0,5% Hefeextrakt; Sambroo& al., 1989) verwendet. Fur die Herstellung von LB-Agar-
platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5% Agar zugesetzt. Fur Dauerkulturen
wurde eine UN-Kultur mit 50% Glycerin versetzt und sowohl bei —20°C als auch bei —80°C
gelagert.

Als Minimalmedium wurde ein Citrat-Phosphat-Puffer (pH 6,0), basierend aufeRalke
(2000) verwendet: 9,16 g/l NaHRC3,55 g/l Citrat, 1 g/l (NE).SOy, 0,1 g/l MgSQ, 25 mg/l
FeSQ, 5 mg/l Thiamin, 0,2% Glukose. Diesem wurde sowohl eine 100-fach konzentrierte
Vitaminldsung als auch eine 1000-fach konzentrierte Spurenelementelésung zugesetzt. Die
Vitaminlésung setzte sich wie folgt zusammen: 1080 mg/l Pyridoxin-HCI, 300 mg/I Nicotin-
saure, 72 mg/l Ca-Pantothenat, 56 mg/l Inosit, 22 mg/l Folsdure, 20 mg/l Nicotinamid,
16 mg/l p-Aminobenzoat, 8 mg/l Thiamin, 2,2 mg/l Biotin, 2 mg/l Riboflavin. Die Spuren-
elementelésung enthielt: 200 mg/l CeC100 mg/l NiC}, 100 mg/l MnC}, 70 mg/l ZnC},

50 mg/l Na(NH),MoQO,4, 20 mg/l CuC). Zur Kultivierung desE. coli-Stammes MKH13
wurde dem Medium auf3erdem 0,004% Arginin, Isoleucin und Valin zugesetzt.

Zur Selektion auf plasmidvermittelte Ampicillin-Resistenz wurde den Medien 50 pg/ml

Carbenicillin zugesetzt.

2.2 Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 1 aufgefiihrt, die verwen-

deten Plasmide in Tabelle 2.

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme.

E. coli-Stamm Genotyp Referenz

DH5amer endAl supE44 thi-14" recAl gyrA96 relAl | Grant et al., 1990
deoR A(lacZYA-argF) U169 @80dlacZAM15
mecrA A(mrr hsdRMS merBC)

MKH13 araD39 (argF-lac) U169 rel A51 rps150 Kempf & Bremer, 1995
flbB5301 deoC ptsF25 A(putPA)101
A(proP)2 A(proU)
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Tabelle2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid Resistenz Genotyp / Klonierung Referenz
pASK-IBA5 Amp" Expressionsvektor Skerra, 1994
pASK-IBA5-betP | AmpR pASK-IBAS5 mit betPinder | Rubenhagest al., 2000

Bsal/HindIl1-Schnittstelle

(N-terminal: Strep-tagll)
pAcll AmpR PASK-IBA5-betP C252T diese Arbeit

(Cys-freies Protein)
pAcll S4C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll S61C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll D82C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll S89C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll L127C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll E161C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll R392C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll S516C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll S545C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll R595C Amp pAcll mit Codonaustausch diese Arbeit
pAcll CO-Del. Amf PCR: 52 AS deletiert diese Arbeit
pAcll C2-Del. Amf PCR: 23 AS deletiert diese Arbeit
pAcll C3-Del. Amf PCR: 12 AS deletiert diese Arbeit
pASK-IBA3 Amp® Expressionsvektor Skerra, 1994
pASK-IBA3-betP | AmpR pPASK-IBA3 mit betP in der |diese Arbeit

Bsal/HindllI-Schnittstelle

(C-terminal: Strep-tagll)

2.3 Molekularbiologische M ethoden

2.3.1 Plasmidisolierung aus E. cali

Die Praparation von Plasmiden erfolgte aus 3 ml einer LB-Ubernachtkultur nach der Methode
der alkalischen Lyse (Birnboim & Doly, 1979). Hierfiir wurde das GMXicro Plasmid Prep

Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Freiburg) nach Angaben des Herstellers angewendet.

Dabei wurde nach Lyse der Zellen und Abtrennung der denaturierten, nicht-léslichen Zell-

bestandteile der Uberstand mit Hilfe von Saulen aus Glasfibermatrix aufgearbeitet. Die

negativ geladene Plasmid-DNA wurde vom positiv geladenen S&ulenmaterial gebunden und
andere Zellbestandteile wurden in mehreren Waschschritten entfernt. Die DNA wurde

anschliefRend mit #Dpiges VON der Saule eluiert.
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2.3.2 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur in vitro-Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten
verwendet (Mulliset al., 1986). Dazu wurden zwei genspezifische Starter-Oligonukleotide
(,sense" und ,antisense” Oligonukleotide; MWG Biotech AG, Ebersberg) verwendet, die den
zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierten. Ein wiederholter Zyklus aus DNA-Dena-
turierung, Oligonukleotid-Anlagerung und Kettenverlangerung der Oligonukleotide mit
Taq DNA-Polymeras® (DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticus; Roche Diagnostics,
Mannheim) fuhrte zur exponentiellen Vermehrung der DNA-Strange. Fur die Amplifizierung
der DNA wurden die PCR-Gerate GeneAhPCR System 9700 (PE Applied Biosystems,
Weliterstadt) oder Thermocycler Progene (thermo-DUX, Wertheim / Main) verwendet. Ein
typischer 20 pul PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung: 10 ng Plasmid-DNA, je
50 pmol ,sense” und ,antisense* Oligonukleotide (Tabelle 3), je 10 nmol dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 2 ul 10-fach PCR-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim; 10 mM
Tris/Cl (pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM Mg@) und 1 UnitTag DNA-Polymeras®. Fir die

PCR wurde folgendes Temperaturprofil verwendet, wobei die Synthesegegeschwindigkeit der
Tag-Polymerase circa 1000 Basen/min betrug:

Denaturierung: 94°C 2 min

30 Zyklen: 94°C 30s Denaturierung
40-55°C 30s Oligonukleotid-Anlagerung
72°C 1 min Polymerisierungsreaktion.

2.3.3 Ortsgerichtete Mutagenese

Fur die Anwendung der ortsgerichteten Mutagenese (Métlar., 1978), d.h. der Anderung
eines Codons, die im Genprodukt zum Austausch einer Aminosaure fuhrt, wurde in vielen
Fallen eine Zweischritt-PCR durchgefuhrt. Dazu wurden u.a. Oligonukleotide sowohl in
,sense”- als auch ,antisense“-Richtung verwendet, die sich in einem Codon von der Matri-
zen-DNA unterscheiden (Tabelle 3). Im ersten PCR-Schritt wurden zwei DNA-Strange mit
Hilfe jeweils eines verandernden und einem weiteren Oligonukleotid hergestellt, wobei die
verandernden Oligonukleotide den gleichen DNA-Bereich abdeckten, einmal in ,sense“- und
einmal in ,antisense“-Richtung. Im zweiten PCR-Schritt wurden jeweils 0,05 pl der
gereinigten DNA-Fragmente der beiden PCR-Reaktionen als Matrizen-DNA sowie die beiden

zuvor eingesetzten nicht verandernden Oligonukleotide verwendet.
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Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Ausgetauschte Nukleotide sind durch

kleine Buchstaben dargestellt; veranderte Codons, die im Genprodukt einen AS-Austausch
verursachen, sind fett dargestellt; Restriktionserkennungsstellen sind unterstrichen; die ausgeschaltete
Pstl-Restriktionserkennungsstelle ist durchgestrichen.

Oligonukleotid Sequenz (5'-3)

RBS/ Start-s CGA GGG CAA AAA ATG CCT AGC TGG

BetP-Strep/His 1 GC GCC GAG ACC ACT ACA TCT GAC CC

BetP-Strep/His 2 AAG CTT CTA TCG ACG CTT CCC

C-Strep s AAA AAG GGT CTC AA ATG ACT ACA TCT GAC CCA AAT CC
C-Strep as TCA CAG GGI' CTC CEC GCT TCG ACG CTT CCC CGC GCC AC
BamHI-a TCT GGT GIG GGC AAG GGG ATC CAG TAC CTC TCC

BamHI-b GGA GAG GTA CTG GAT CCC CTT GCC CAC ACC AGA

EcoRV-b GGA GCG GCC ACG GGA TAT CCG TGC CAA GAA CAT TCC
Bam-Loop10a ACC TCT GCT GAC TCT GGA TCC ACC GIC ATG GGC

C252Ts GEC ACG GCA acT TCC CTT GGC CIT GGI GCC +FG-CAG
C252Tas CFGCGAa GCC ACC AAG GCC AAG GGA Agt TGC CGT GCC
SACs GGC GCC GAG ACC ACT ACA TgT GAC CCA AAT

S61Cs CTT AAC TGG Tgc GIC ATC GIT

S61Cas AAC GAT GAC gcA CCA GIT AAG

D82Cs GGA TTC AAA tgT AGC TTT ACC

D82Cas GGI' AAA GCT Aca TTT GAA TCC

S89Cs AAC TTT GCT tGI TCT GCG TTG

S89Cas CAA CGC AGA ACa AGC AAA GIT

L127Cs ACG ATT CCC Tgc GGC CGC ATT

L127Cas AAT GCG GCC gcA GCG AAT CGT

E161Cs GGA ACC ACA tgt CCT TTA ACC

E161Cas GGI' TAA AGG aca TGI GGTI' TCC

747s ACC TTG CAT CCA TGG GCT ATC

R392Cs TCC CGT GGC t GC TCC ATC CGT

R392Cas ACG GAT GGA GCa GCC ACG GGA

S516Cs AAT GCC TTG t GC AAC TTG CAA

S516Cas TTG CAA GIT GCa CAA GGC ATT

S545Cas CTC ACG GTA CTC GAG GTA GAT CAC ATC ATT GCa TAA GIC
R595Cas TCA CAG GIC AAG CTT CTA aCa ACG CTT CCC

CO-delete-as AAA AAA AAA AAG CTT CTA GIC CTT GAC TAA CGC AAA CAT
C2-DELas AAA AAA AAA AAG CTT CTA GTG AAC ACG ACG TTC ACG G&C
C3-DELas AAA AAA AAA AAG CTT CTA GCG TCG CTT TGC AGC CAG TTC
2040as CAG TAG CGG TAA ACG GCA GAC
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2.34 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten zur Restriktion oder Ligation wurden diese zunachst
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dies erfolgte in Gelen aus 0,8% Agarose (w/v) oder
4% Nu-SiévE&-Agarose (w/v; FMC BioProducts, Rockland, USA), die jeweils in TAE-Puffer

(40 mM Tris, 40 mM Essigsaure, 1 mM EDTA; pH 8,2) gelost wurden. Mit Hilfe des
QlAquick” Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) wurden die DNA-Fragmente aus den
Agarosegelen isoliert, wobei die Durchfiihrung nach dem Protokoll des Herstellers erfolgte.

2.3.5 Restriktion, Modifikation und Ligation von DNA

Die Standard-DNA-Techniken wurden nach der Methode von Sambebat. (1989)
durchgefiihrt. Die Restriktionen von PCR-Fragmenten oder Vektor-DNA wurden nach
Angaben des Herstellers der Restriktionsenzyme durchgefihrt (Roche, Mannheim).
Dephosphorylierungen zur Verhinderung der Religation linearisierter Vektor-DNA wurden
mit alkalischer Phosphatase aus Garnelen (Roche, Mannheim) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Ligationen wurden mit dem Ready-To-G®4-DNA-Ligase-Lyophilisat
(Amersham Pharmacia, Freiburg) durchgefinhrt.

2.3.6 Transformation von kompetenten E. coli-Stdmmen

Fur die Transformation von Plasmid-DNA wurden kompetente ZellenEdenli-Stamme
DH5amer und MKH13 bendétigt, wobei der Stamm MKH13 fur Messungen der Glycinbetain-
und Serinaufnahme eingesetzt wurde. DkBr wurde mit einem Ligationsansatz transfor-
miert (2.3.5), MKH13 mit bereits vervielfaltigten Plasmiden (2.3.1).

2.3.6.1 Transformation von kompetent&ncoli DH5amcr-Stammen

Fur die Herstellung kompetenter Zellen wurde die Methode von Irebual. (1990)
eingesetzt. Dafur wurden 250 ml SOB-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,4% NacCl,
10 mM MgCh, 2,5 mM KCI) mit 1 ml einer tber Tag gewachsenen Kultur angeimpft und
Uber Nacht bei RT und 200 Upm geschlittelt bis eingy§Idn circa 0,6 erreicht wurde. Die
Zellen wurden zentrifugiert (2000 g, 10 min, 4°C), in eiskaltem TB-Puffer (10 mM Pipes
(pH 6,7), 250 mM KCI, 55 mM MnGJ 15 mM CaCJ) gewaschen und in 20 ml TB-Puffer
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(4°C) resuspendiert. 1,4 ml DMSO wurden portionsweise hinzugegeben, bevor die nun kom-
petenten Zellen in Aliquots abgefllt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C
gelagert wurden. Zur Transformation wurden 200 pl der kompetenten Zellen auf Eis
aufgetaut, 4-12 ul des Ligationsansatzes (2.3.5) hinzugegeben und fur 30 min bei 4°C
inkubiert. Die Zellen erhielten fir 30 sec einen Hitzeschock (42°C), bevor sie wieder auf Eis
gestellt wurden. Zu dem Ansatz wurden 800 pl SOC-Medium (SOB-Medium, 0,36%
Glukose) hinzugegeben und fur 1 h bei 37°C geschiittelt. Die Zellen wurden zentrifugiert, in
100 pl des Uberstandes resuspendiert, auf LB-Agarplatten (50 pg/ml Carbenicillin)

ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.6.2 Transformation von kompetent&ncoli MKH13-Stammen

Fur die Herstellung der kompetenten Zellen wurde die Methode von Gituag (1989)
eingesetzt. 10 ml LB-Medium wurden mit einer UN-Kultur 1:100 angeimpft und bei 37°C
und 125 Upm bis zu einer Q& von circa 0,4 geschuttelt. Pro Transformationsansatz wurde

1 ml abgenommen, der fir 10 min bei 2000 g (4°C) zentrifugiert wurde. Das Sedimente
wurde in 100 pl TSS (LB-Medium, 10% PEG, 5% DMSO, 50 mM Mp@suspendiert,
bevor 1 pl Plasmid (2.3.1) hinzugegeben und der Ansatz fir 30 min bei 4°C inkubiert wurde.
900 pl SOC-Medium wurden hinzugegeben und fur 1 h bei 37°C geschuttelt. 100 pl des
Ansatzes wurden auf LB-Agarplatten (50 pg/ml Carbenicillin) ausgestrichen und tber Nacht
bei 37°C inkubiert.

2.3.7 Sequenzierung von DNA und Sequenzanalyse

Die Sequenzierreaktion wurde nach der Kettenabbruchmethode von 8aalgi977) mit
Modifikationen nach Zimmermanat al. (1990) durchgefuhrt. Bei der hier beschriebenen
Methode wurden die Sequenzierprodukte Uber die ddNTPs mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Die Reaktion wurde mit Hilfe des ABI PRISMBig Dye Reaction Terminator

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) nach dem Protokoll des Herstellers
ausgefuhrt. Die Sequenzierungsprodukte wurden kapillarelektrophoretisch mit Hilfe der
automatischen Sequenzierapparatur ABI PRISM 310 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)

getrennt und detektiert.
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2.4 Allgemeine analytische M ethoden

24.1 Protein-Konzentrationsbestimmungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in der Regel nach der Methode von
Bradford (1976) durchgefiuhrt. Fir die Bestimmung des Proteingehalts der Proteoliposomen
wurde die Amido-Schwarz-Methode (Schaffner & Weissmann, 1973) angewendet, da bei
dieser Methode die im Ansatz enthaltenen Lipide die Konzentrationsbestimmung nicht
beeinflussen. Zum Erstellen von Eichreihen wurde BSA verwendet.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden 12,5%-ige SDS-
Polyacrylamidgele (Laemmli, 1970) verwendet. Die Proteine wurden vor dem Auftrag auf das
Gel mit 4-fach konzentriertem Probenpuffer (20% Glycerin, 8% SDS, 400 mM Tris/Cl
(pH 6,8), 10 mM EDTA, 100 pMs-Mercaptoethanol, Bromphenolblau) versetzt. Der direkte
Nachweis der Proteine in den Gelen erfolgte je nach aufgetragener Proteinmenge mittels
Silberfarbung (Blumet al., 1987) oder Coomassie-Brillant-Blau-Farbung (Sambreiod.,

1989).

24.3 Westernblot-Analyse

Zum immunologischen Nachweis der Proteine mit Antikdrpern wurde die Methode von
Towbin et al. (1979) verwendet. Die Ubertragung der Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel
auf eine PVDF-Membran wurde mit desami-dry-Blotverfahren (Kyhse-Andersen, 1984)
durchgefiihrt. Die Blockierung von freien Bindungsstellen auf der Membran erfolgte mit
3% BSA in Waschpuffer (100 mM Tris/Cl (pH 7,5), 9% NaCl). Der anschlieRende
immunologische Nachweis von BetP erfolgte entweder mit Streptavidin-AP-Konjugat
(1:5000; BioRad, Minchen) oder Avidin-AP-Konjugat (1:2500; BioRad, Minchen). Der
kolorimetrische Nachweis erfolgte durch die Reaktion der alkalischen Phosphatase mit
BCIP/NBT (Sigma Fast-Tabletten, Sigma, Steinheim) in Farbelésung (100 mM Tris/Cl
(pH 7,5), 100 mM NacCl, 5 mM Mgg). Die Reaktion wurde durch Zugabe von Stopreagenz
(0,8% NacCl, 0,02% KCI, 0,025% KRO,, 0,2% NaHPQO,, 0,75% Tritriplex 1l EDTA,

pH 7,2) gestoppt.
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2.4.4 Bestimmung der Osmolalitat

Zur Bestimmung der Osmolalitat eines Puffers oder Mediums wurde ein Osmometer (Osmo-
mat 030; Gonotec, Berlin) nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Standard wurden
150 mM NaCl (300 mosm) verwendet.

245 Bestimmung der internen K*-Konzentration

Um die K'-Konzentration im Zellinneren voR. coli-Zellen zu bestimmen, wurde 1 ml der
Zellen unter Verwendung einer Mehrfachfiltrationsanlage (HOlzel, Doérfen) auf einen
Zellulose-Mischester-Filter (0,45 pum PorengréRe; Millipore, Eschborn) gefiltert. Um die
Zellen aufzuschlieRen, wurde der Filter mit 0,1% CTAB fir 15 min bei RT inkubiert und
mehrmals gevortext. AnschlieBend wurde dié-Konzentration des Uberstands mittels
Atomemissionsspektroskopie in einem Flammenphotometer (Elex 6361, Eppendorf, Ham-
burg) bestimmt. Um zu bestimmen, welcher Anteil der extern vorliegendéonkn in die
Zellen aufgenommen wurde, wurde auRerdem die GesarbKzentration in der Zell-
suspension bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit 0,1% CTAB aufgeschlossen und so
verdinnt, dass die 'KKonzentration unter 100 uM lag. Auch hier erfolgte die Bestimmung
der K'-Konzentration mittels Atomemissionsspektroskopie. Die interfiddhizentration
wurde auf der Grundlage berechnet, dass eing;0n 3 einem Zelltrockengewicht von

1 mg/ml entspricht (Bakker & Mangerich, 1981) und das cytoplasmatische Volumen bei
1,6 pul/mg Trockengewicht liegt (Raeal., 2000).
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2.5 Biochemische M ethoden

25.1 Membranpréparation

Fur die Praparation von Plasmamembranen k&tiR-exprimierenderk. coli-Zellen wurde
LB-Medium (50 pg/ml Carbenicillin) mit einer UN-Kultur 1:30 angeimpft und bei 37°C und
125 Upm geschdttelt. Bei einer @pvon circa 1,5 wurde die Kultur mit 200 pug/l AHT (IBA,
Gottingen) induziert und mindestens drei weitere Stunden geschuttelt. Alle folgenden Schritte
wurden bei 4°C durchgefuhrt. Die Zellen wurden zentrifugiert und mit 100 mvPKfrer

(pH 7,5) gewaschen, wobei als Proteasehemmer 1 mM Pétaiiioehringer, Mannheim)
eingesetzt wurde. Die Zellen wurden mit einer ,French Press" (2-3 Durchgange;
SLM Amincao®, Rochester, USA) bei einem Druck von 20.000 psi aufgeschlossen. Nachdem

die Zelltrtmmer abzentrifugiert wurden, wurden die Membranen bei 200.000 g fur 1 h sedi-
mentiert. Die Membranen wurden mit dem oben aufgefihrten Puffer gewaschen, in 1 ml

Puffer pro Liter Zellkultur resuspendiert und bei —80°C gelagert.

2.5.2 Isolierungvon Strep-BetP mit der StrepTactin®-Affinitatschromatographie

Als Voraussetzung zur die Isolierung von BetP wurde das Srep-tag®ll—-Peptid (NH-
WSHPQFEK-COOH; IBA, Gdéttingen; Schmidt al., 1996) an den N-Terminus des Proteins
fusioniert. Bei der Reinigung von Strep-BetP wurde ausgenutzt,ttapstag®ll mit hoher
Spezifitat an StrepTacfinVoss & Skerra, 1997) bindet und mit Desthiobiotin wieder eluiert

werden kann.

Alle im folgenden beschriebenen Schritte wurden bei 4°C durchgefihrt. Zur Solubilisierung
von E. coli- Plasmamembranen (2.5.1) wurde in der Regel 1 ml der Membranen mit
folgenden Reagenzien zweifach verdiinnt, so dass eine Endkonzentration von 50;mM KP
(pH 8,0), 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA erreicht wurde. AnschlielBend wurde das Detergenz
Dodecylmaltosid (Roche, Mannheim) tropfenweise unter Rihren bis zu einer Konzentration
von 2% hinzugegeben und der Ansatz fur 30 min inkubiert, bevor das Solubilisat bei 90.000 g
fur 20 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde mit Puffer K (50 mM-R{fer

(pH 8,0), 200 mM NacCl, 8,6% Glycerin, 1 mM EDTA) vierfach verdinnt, um zum Schutz
des Saulenmaterials die Detergenzkonzentration zu verringern.

Das Saulenmaterial (mit StrepTaétibeladene Sepharose; IBA, Gottingen) wurde mit Puffer

K* (Puffer K, 0,1% Dodecylmaltosid) &aquilibriert. Das verdunnte Solubilisat wurde auf die
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aquilibrierte Saule aufgetragen, wobei die Durchflussrate auf circa 200 pl/min eingestellt
wurde. Anschlielend wurde die Saule mit Puffer K* gewaschen (2-3-faches Saulenvolumen).
Das an der Saule gebundene Protein wurde mit Puffer K* (Puffer K', 5 mM Desthiobiotin)
eluiert, wobei sich der Hauptteil des gereinigten Proteins im zweiten Elutions-Saulenvolumen
befand. Die Elutionsfraktionen mit den héchsten Proteinkonzentrationen wurden sofort fur die
Rekonstitution verwendet oder bei —20°C gelagert. Zur Regeneration der Séule wurde das
Desthiobiotin mit circa funf Saulenvolumen 1 mM HABA (in Puffer K) verdrangt und

anschlieBend das StrepTaCtiMaterial mit circa zwei Saulenvolumen Puffer K gewaschen.

2.5.3 Praparation von Liposomen

Zur Herstellung von Liposomen wurde lyophilisiertes Pulver von E. coli polar total lipid

extract (Avanti Polar Lipids, Inc., USA), L-a-Phosphatidylcholin, L-a-Phosphatidylglycerin

(jeweils aus Eigelb; Sigma, Steinheim) oder Mischungen dieser Lipide in 100 mM KP,

(pH 7,5), 2 mM B-Mercaptoethanol unter Zugabe von 1,5% (w/v) n-Octyl-B-D-Glucopyra-

nosid (Calbiochem, Bad Soden) gel6st und bei RT geruhrt. Dabei wurde eine Lipidkonzen-
tration von 20 mg/ml eingestellt. Die Lipidsuspension wurde in Dialyseschlauche (Durch-
messer: 6 mm; PorengroRe: 2,5 nm; Serva, Heidelberg) gefillt und gegen mindestens dem
20-fachen Volumen 100 mM KRpH 7,5), 2 mMpB-Mercaptoethanol unter leichtem Ruhren

bei RT dialysiert. Der Puffer wurde dreimal nach jeweils 4-5 h gewechselt. Die dialysierten
Lipide wurden aliquotiert und bei —80°C gelagert.

25.4 Tribungsmessung

1 ml E. coli-Liposomen (circa 0,5 — 2 mg/ml Lipid) wurde durch circa 10-maliges Extrudieren
durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengrof3e von 400 nm (LFLM-400; Milsch,
Laudenbach) zu unilaminaren Liposomen einheitlicher Grol3e geformt. Bei dem hierzu
verwendeten Extruder handelte es sich um einen LiposofBastc von der Firma Avestin

Inc. (Ottawa, Kanada). Zur Verhinderung der erneuten Ausbildung von multilaminaren
Strukturen wurden alle folgenden Schritte bei RT durchgefuhrt. Die optische Dichte der
Liposomensuspension wurde im Photometer bei 600 nm bestimmt. Durch sukzessiven Zusatz
einer 20%-igen (v/v) Triton X-100-Lésung konnte die zunehmende Solubilisierung der
Liposomen bis hin zur vollstandigenixed micelles-Bildung tber die Abnahme der optischen

Dichte verfolgt werden.
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25.5 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 circa zehnmal extrudiert (PorengroRRe:
400 nm). Die extrudierten Liposomen wurden fir 10 min unter leichtem Schitteln bei RT mit
0,5% Triton X-100 (v/v; entspricht 1 pl/mg Lipid) behandelt; dies fuhrte zu einer 15%-igen
Solubilisierung der Liposomen (Abbildung 6). Gereinigtes Strep-BetP wurde mit den solu-
bilisierten Liposomen gemischt, wobei, wenn nicht anders angegeben, ein Lipid-Protein-
Verhaltnis (LPR) von 30:1 (w/w) eingestellt wurde. Zur Abreicherung des Detergenz wurde
direkt anschlieBend der Ansatz mit x mg Biobeads (NaRgewicht; BioRad, Minchen;
X = eingesetzte pl Triton X-10(® + eingesetzte ug DodecylmaltositiD) zweimal fir je 1 h

bei RT und einmal mit der doppelten Menge Biobeads tUber Nacht bei 4°C inkubiert, wodurch
der Einbau des Proteins in die Liposomen gewahrleistet wurde. Nach Abtrennung der
Biobeads wurden die Proteoliposomen zentrifugiert (400.000 g, 20 min, 15°C), zweimal mit
100 mM KR (pH 7,5) gewaschen, im gleichen Puffers resuspendiert (circa 400 pl/mg einge-
setztes Protein), aliquotiert und bei —80°C gelagert.

25.6 Synthesevon **C-Glycinbetain

Die Glycinbetain-Synthese erfolgte nach der Methode von Landfald #n3tt986). Die
Reaktion wurde in einem Volumen von 500 pl Gber Nacht bei 37°C durchgefiihrt und durch
Zugabe von 80 ul 0,7 M Perchlorsaure abgestoppt. Der Reaktionsansatz enthielt 250 ul
14C-CholinCl-Lésung (1,85 MBq; spez. Aktivitat: 2,0 GBg/mmol; Amersham, Braunschweig)
und 250 ul 100 mM NaKpH 8,0), in dem 30 Units Cholinoxidase aAlsaligenes sp. (Sig-

ma, Steinheim) gelést waren. Die Reinigung des synthetisiéi@lycinbetains erfolgte

mittels Kationenaustauscher-Saulen (Dowex 50W), die durch Waschen mit 1 M HCI in die
protonierte Form gebracht wurden. Der Reaktionsansatz wurde auf die Saulen gegeben und
das*C-Glycinbetain mit 2 M NHOH eluiert. Das Eluat wurde in einem Geschwindigkeits-

Vakuum-Konzentrierer (Eppendorf, Hamburg) getrocknet und in 2,@l&lifgenommen.
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2.5.7 Radiochemische Transportmessungen
2.5.7.1 Messungen der Glycinbetain-Aufnahme in Proteoliposomen

Ein Aliquot Proteoliposomen wurde, wenn nicht anders angegeben, mit 100 mM KP; (pH 7,5)

auf ein Volumen von 500 pl aufgeftllt, dreizehnmal extrudiert, mit dem gleichen Puffer auf
ein Volumen von 3 ml aufgefillt und zentrifugiert (400.000 g, 20 min, 15°C). Aufgrund
dieser Prozedur war es moglich, den internen Puffer frei zu wahlen, da der verwendete Puffer
wahrend des Extrudierens in die Proteoliposomen gelangt. Die Proteoliposomen wurden in
einem geringem Volumen resuspendiert und nie niedrigeren Temperaturen als 15°C
ausgesetzt.

Zur Messung der Transportaktivitat von BetP wurde ein externer Puffer verwendet, der in der
Regel entweder 20 mM NafpH 7,5), 25 mM NaCl oder 100 mM Tris/Mes (pH 7,5), 15 mM
NaCl enthielt. In der Regel wurde die jeweils gewiinschte Osmolalitat dieses Puffers mit
NaCl, Sorbitol oder Prolin eingestellt. Wahrend einer typischen Transportmessung wurden
500 pl externem Puffer 15 pMC-Glycinbetain und 0,1 uM Valinomycin zugesetzt. Zum
Starten der Reaktion wurden dem Ansatz, der bei RT gerihrt wurde, 2,5 pl Proteoliposomen
hinzugefugt. Jeweils 200 pl des Ansatzes wurden nach 5 und 10 sec abgenommen und auf
einen Zellulose-Mischester-Filter (0,22 um PorengrofRe; Millipore, Eschborn) gegeben und
mit Hilfe einer Mehrfachfiltrationsanlage (Hoefer, Pharmacia Biotech) gefiltert. Der Filter,
auf dem die Proteoliposomen adsorbiert wurden, wurde mit 2,5 ml 100 mM LiCl gewaschen,
mindestens 1 h mit 3,8 ml Szintillationsflissigkeit (Rotiszint ecoplus, Roth, Karlsruhe)
inkubiert, bevor in einemB-Strahlen-Zahlgerat (Beckman, Minchen) die Menge der
aufgenommenen Radioaktivitdt bestimmt wurde. Zur Bestimmung der Gesamtradioaktivitat
des Reaktionsansatzes wurden 100 ul direkt mit Szintillationsflissigkeit inkubiert und dessen
Radioaktiviat bestimmt. Alle im Ergebnisteil angegebenen Transportraten sind, wenn nicht

anders angegeben, Durchschnittswerte aus mindestens zwei unabhangigen Messungen.

2.5.7.2 Messungen der Glycinbetain-Aufnahme&incoli-Zellen

Zur Messung der BetP-Aktivitat iB. coli-Zellen wurde LB-Medium (50 pg/ml Carbenicillin)

mit einer UN-Kultur in einem Verhaltnis von 1:50 angeimpft, bei 37°C und 120 Upm bis zu
einer OBy von circa 0,5 geschiittelt, mit 200 pg AHT / Liter Zellkultur induziert und weitere

2 h geschuttelt. In der Regel wurden die Zellen mit 100 mM Tris/Mes (pH 7,5) gewaschen,
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bevor mit dem gleichen Puffer eine ODssp von circa 1 eingestellt wurde. Fir die Transport-
messung wurde 1 ml der Zellen circa 1 min bei 30°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von
10 mM Glukose zum Energetisieren der Zellen, bevor die Zellen durch Zugabe von 200 mM
NaCl hyperosmolar gestresst wurden. Nach circa einer Minute wurde die Substrataufnahme
durch Zugabe von 250 pMC-Glycinbetain gestartet. Wenn Sorbitol im externen Puffer
verwendet wurde, wurde nach folgender Prozedur verfahren: Die Zellen wurden in einem mit
LB-Medium isoosmotischen Puffer (100 mM Tris/Mes (pH 7,5), 330 mM Sorbitol, 10 mM
NaCl; 450 mosm) gewaschen, bevor mit dem gleichen Puffer eingy ®bn circa 30
eingestellt wurde. Fur die Transportmessung wurden 950 ul externer Puffer auf 30°C erwarmt
und 10 mM Glukose sowie 250 p¥C-Glycinbetain hinzugegeben.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl Zellen gestartet und nach 15, 30, 45 und 90 sec
wurden jeweils 200 ul der Zellsuspension auf Glasfaserfilter (Typ F, Millipore, Eschborn)
Uber eine Mehrfachfiltrationsanlage abfiltriert. Unmittelbar nach der Filtration wurden die
Filter mit 2 x 2,5 ml Waschlosung (500 mM Saccharose, 50 mM Mgt@kch Perroud &

Le Rudelier, 1985) gewaschen und die Proben mit 3,5 ml Szintillationsflissigkeit versetzt.
Die auf dem Filter verbleibende Radioaktivitat wurde in einfrStrahlen-Zahlgerat
bestimmt. Die Berechnung der Substrataufnahmerate erfolgte auf der Grundlage, dass eine

ODssp von 1 einem Zelltrockengewicht von 0,34 mg/ml entspricht.

2.5.7.3 Messungen der Substrat-AufnahmeEircoli-Zellen unter K-limitierenden
Bedingungen

Zur Messung der Glycinbetain- bzw. Serinaufnahme Eonoli-Zellen unter K-limitieren-

den Bedingungen wurde Minimalmedium (50 pg/ml Carbenicillin) mit 100 uM KCI und
125 mM NaCl versetzt und mit einer UN-Kultur 1:20 angeimpft, bei 37°C und 120 Upm bis
zu einer Ol von circa 0,3 geschuttelt, mit 200 pg AHT / Liter Zellkultur induziert und
weitere 2 h geschuttelt. Die Zellsuspension wurde in zwei Ansatze aufgeteilt, deren Zellen
jeweils abzentrifugiert wurden. Der erste Ansatz wurde mit 100 mM Tris/Mes (pH 7,5),
200 mM NaCl gewaschen, in dem gleichen Puffer resuspendiert und bis zur Transport-
messung auf Eis gelagert. Der zweite Ansatz wurde rirédem und mit 125 mM NacCl
versetztem Minimalmedium (500 mosm) gewaschen und in dem gleichen Puffer resuspen-
diert, wobei eine OBy zwischen 1 und 2 eingestellt wurde. Um eine schnelle Sedimentierung
der Zellen in einer Tischzentrifuge zu gewahrleisten, wurde die Zellsuspension in

2ml-ReaktionsgefaRe Uberfuhrt. Um einen Ausstrom der interfelorién aus der Zelle
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durch eine Verringerung der externen Osmolalitéat zu erreichen, wurden die Zellsedimente mit
verdinntem Minimalmedium (100 mosm) resuspendiert und so schnell wie mdglich
zentrifugiert, um eine Wiederaufnahme der-lgnen in die Zellen zu minimieren.
Anschlieend wurden die Zellsedimente mit noch starker verdinntem Minimalmedium
(20 mosm) resuspendiert und wieder so schnell wie moglich zentrifugiert. Die Zellen wurden
mit 100 mM Tris/Mes (pH 7,5), 200 mM NaCl resuspendiert und bis zur Transportmessung
auf Eis gelagert. Die Substrataufnahmemessung erfolgte jeweils mit 258Cp®lycinbetain
(2.5.7.2) bzw. 75 pM*C-Serin (Amersham Buchler International, Buckinghamshire, GB) bei
30°C, wobei die Zellen zuvor mit 10 uM Glukose energetisiert wurden. Der weitere Ablauf

der Substrataufnahmemessung erfolgte wie unter 2.5.7.2 beschrieben.

2.5.8 Bestimmung der Topologie von BetP
2.5.8.1 Bestimmung der Lokalisation der Extensionen von BetP durch ELISA

Um zu bestimmen, ob der N- bzw. C-terminale Bereich von BetP zum Cytoplasma oder zur
Zell-externen Seite gerichtet ist, wurde ein modifizierter ELISA (Burkovski, 1996) durch-
gefuihrt. Dabei wurden Sphéaroplasten oder invertierte Membranvesikel an Mikrotiterplatten
gebunden und die immunologische Reaktion des N- bzw. C-terminalen Strep-tagll mit
Streptavidin-AP-Konjugat nachgewiesen.

40 ml LB-Medium (50 pg/ml Carbenicillin) wurden mit einer UN-Kultur 1:40 angeimpft, bei
37°C und 125 Upm bis zu einer @pvon circa 0,5 inkubiert, die Synthese von BetP wurde
durch Zugabe von 200 pug AHT / Liter Zellkultur induziert und weitere 40-120 min
geschuttelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4°C), mit 650 mM Saccharose, 33 mM Tris/CI
(pH 8,0) gewaschen und im gleichen Puffer resuspendiert (80 ml/g Zellnassgewicht). Zu den
Zellen wurden 1/5 Volumen 100 mM EDTA zugegeben, bevor sie in zwei gleich grof3e
Ansatze aufgeteilt wurden. Zur Herstellung von Sphéaroplasten wurde der erste Ansatz fir
45 min bei RT mit 0,05 mg/ml Lysozym behandelt. Die Bildung der Spharoplasten wurde
lichtmikroskopisch Uberprtft. Zur Herstellung von invertierten Membranvesikeln wurden die
Zellen des zweiten Ansatzes in einem Eisbad mit Ultraschall behandelt (4 x 20 sec, Starke 5;
Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power Co, Danbury, USA). Von beiden Ansatzen
wurden Verdinnungen hergestellt, von denen je 200 ul in die Reaktionsraume einer
MaxiSorp-Immunoplatte (Nunc, Roskilde, Danemark) aufgetragen und fir 1 h bei RT inku-

biert wurden. Die freien Bindungsstellen der Reaktionsraume wurden mit 250 pl 3% BSA in
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Waschpuffer (10 mM Tris/Cl (pH 7,5), 0,9% NacCl) fur 1 h bei RT blockiert und funfmal mit
300 pl Waschpuffer gewaschen. Der anschlieBende immunologische Nachweis von BetP
erfolgte mit 200 ul Streptavidin-AP-Konjugat (1:5000 in Waschpuffer) Gber Nacht bei 4°C,
bevor die Reaktionsrdume finfmal mit je 300 pul Waschpuffer gewaschen wurden. Die
Inkubation mit einem Substrat der AP erfolgte mit 200 pl NPP-Lésung (1 mg/ml p-Nitro-
phenyl-Phosphat in 100 mM Glycin-NaOH (pH 10,4), 1 mM 2Zn@lmM MgCb; Sigma,
Steinheim) fiir 20-60 min. Anschliel3end wurde die Absorption bei 405 nm und damit die
Intensitat der Immunreaktion gemessen (1420 VICTOR multilabel counter; PerkinElmer Life
Sciences, Inc., USA). Die Berechnung der Anzahl der Sphéroplasten bzw. invertierten
Membranvesikel pro Reaktionsraum erfolgte auf der Grundlage, dass eigeVOD 1 circa

10° Zellen entspricht.

2.5.8.2 Messung der Zuganglichkeit der ,Einzelcystein-BetP-Proteine” flr thiolspezifische

Reagenzien in Zellen und invertierten Membranvesikeln

Die Zuganglichkeitsmessungen wurden nach der Methode vonefahg(1998b) durchge-

fuhrt. Dabei wurde untersucht, ob die Lage einer Aminosaure von BetP, die gegen Cystein
ausgetauscht wurde, auf der internen oder externen Seite der Membran liegt. Dazu wurden die
thiolspezifischen Reagenzien SM (4-Acetamino-4'-maleimidylstilben-2,2'-disulfonat) und
BM (3-(N-Maleimidylpropionyl)-Biocytin) verwendet. Wahrend SM membran-impermeabel
ist, ist BM membran-permeabel und lasst sich immunologisch mit Avidin-AP-Konjugat
nachweisen.

900 ml LB-Medium (50 pg/ml Carbenicillin) wurden 1:30 mit einer UN-Kultur angeimpft
und bei 37°C und 125 Upm geschuittelt. Beisg®on circa 1,5 wurde die Kultur mit 200 pg
AHT / Liter Zellkultur induziert und mindestens drei weitere Stunden geschuttelt. Die
abzentrifugierten Zellen (4°C) wurden mit 100 mM K@pH 7,5), 1 mM Pefabldc
(Proteasehemmer; Boehringer, Mannheim) gewaschen, in 3 ml des gleichen Puffers
resuspendiert und in drei gleich grof3e Ansatze aufgeteilt. Ein Ansatz wurde 30 min bei RT
mit 400 uM SM (Molecular Probes, Eugene, USA) inkubiert und zweimal mit dem gleichen
Puffer gewaschen. Alle drei Ansatze wurden zentrifugiert und die Zellsedimente bei —20°C
eingefroren. Die Zellen wurden mit je 3 ml 100 mM K®H 7,5), 2 mM Pefablc
resuspendiert und 4 x 20 sec (Starke 5) mit Ultraschall behandelt. Die Zelltrimmer wurden
abzentrifugiert und der Uberstand bei 400.000 g zentrifugiert (20 min, 4°C). Die Membran-

sedimente wurden mit 100 mM KfpH 7,5) gewaschen und in je 300 pl resuspendiert. Um
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auch die invertierten Membranvesikel mit SM zu behandeln, wurde ein weiterer der drei
Ansatze 30 min bei RT mit 400 uM SM inkubiert und mit 200 mM (P! 7,5) gewaschen.

Mit allen drei Ansatzen wurde das in die Zellmembran eingebaute Strep-BetP gereinigt
(2.5.2) und aliquotiert bei —20°C gelagert. Die Proteine wurden fur 30 min bei RT mit
200 uM BM (Molecular Probes, Eugene, USA) inkubiert, bevor eine SDS-PAGE und ein
Westernblot mit dem Avidin-AP-Konjugat (1:2500) durchgefiihrt wurde, mit dessen Hilfe
eine Reaktion eines Einzel-Cystein-BetP-Proteins mit BM nachgewiesen werden konnte.

2.5.8.3 Messung der Zuganglichkeit der ,Einzelcystein-BetP-Proteine” flr thiolspezifische

Reagenzien in Proteoliposomen

10-50 pl Proteoliposomen (2.5.5) aHs coli-Lipiden und ,Einzelcystein-BetP-Proteinen*
wurden mit 200 mM KP(pH 7,5) auf 500 pl aufgefullt, extrudiert, zentrifugiert (400.000 g,

20 min, 15°C), in 100 pl des gleichen Puffers resuspendiert und in zwei gleich grol3e Ansatze
aufgeteilt. Der erste Ansatz wurde mit 100-400 uM SM fiur 5-30 min inkubiert, 50-fach mit
100 mM KR (pH 7,5) verdiunnt, zentrifugiert und in 500 pl des gleichen Puffers resuspen-
diert, wahrend der zweite Ansatz auch auf 500 pul aufgefullt wurde. Beide Ansatze wurden mit
200 uM BM (in DMSO gel6st) fur 30 min inkubiert, wobei die Endkonzentration von DMSO
bei 1% lag. Die Anséatze wurden 5-fach mit 100 mM K 7,5) verdiinnt, zentrifugiert und

in je 10 pl des gleichen Puffers resuspendiert. Nach Zugabe von 3,5 pl 4-fach konzentrierten
Probenpuffers (2.4.2) erfolgte eine SDS-PAGE mit anschlielendem Westernblot, wobei das

Avidin-AP-Konjugat verwendet wurde.

2.5.8.4 Immunologische Zuganglichkeit von Strep-tagll in Proteoliposomen mit ELISA

Unilaminare Proteoliposomen als coli-Lipid und Strep-BetP wurden auf eine Protein-
konzentration von 25, 100 bzw. 300 ng/ml verdiinnt. Jeweils die Halfte von jeder Verdiinnung
wurde mit 1 pl bzw. 3 pl Triton X-100 / mg Lipid inkubiert, um die Proteoliposomen zum
Teil bzw. vollstandig zu solubilisieren. Je 200 pl der Verdinnungen wurden in die
Reaktionsraume einer MaxiSorp-Immunoplatte aufgetragen und fur 1 h bei RT inkubiert. Der
weitere methodische Ablauf erfolgte wie unter 2.5.8.1 beschrieben.

-27 -



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Expression, Reinigung und Rekonstitution von
Strep-BetP

Eine funktionelle Untersuchung von membranstandigen Transportproteinen in Proteolipo-
somen ist umso erfolgreicher und genauer, je hdoher die gemessenen Substrataufnahmeraten
unter optimalen Bedingungen sind. Deshalb war es fur Funktionsuntersuchungen von BetP im
rekonstituierten System notwendig, mdglichst viel funktionsfahiges BetP-Protein zu syntheti-
sieren und reinigen. Das isolierte Protein sollte nach Mdglichkeit nicht mit anderen Proteinen
verunreinigt sein, um deren mogliche Einflisse auf die Funktionsuntersuchung von BetP
auszuschlielBen. Wahrend der Rekonstitution des isolierten Proteins gab es schliel3lich
zahlreiche Variationsmoglichkeiten zur Optimierung der Methode, wobei zu bedenken ist,
dass fur jedes neu zu rekonstituierende Membranprotein die optimalen Rekonstitutions-

bedingungen neu bestimmt werden missen (Rigaald 1995).

3.1.1 Heterologe Expression von Strep-BetP in E. coli DH5amcr

Zur Reinigung von BetP wurde der Expressionsvektor pASK-IB&®-konstruiert (Ronsch,
personliche Mitteilung). In diesem Vektor is&tP an seinem 5'-Ende mit der codierenden
Sequenz des Strep-tagll ligiert, so dass ein BetP-Protein synthetisiert wird, das N-terminal
Uber einen Linker aus vier Aminosauren mit Strep-tagll fusioniert ist. Strep-tagll ist ein
Peptid aus acht Aminosauren, das die spezifische Bindung von Strep-BetP an StrepTactin
ermoglicht. DasstrepbetP-Gen in pASK-IBASbhetP steht unter Kontrolle der Promotor/
Operator-Region desetA-Resistenzgens, die durch Anhydrotetracyclin induziert werden
kann.

Durch die erfolgreiche heterologe Expression sapbetP in E. coli DH5amcr knickte die
Wachstumskurve nach Zugabe des Induktors im Vergleich zum Stamm, der den Vektor
pASK-IBA5 enthielt, deutlich ab (Daten nicht gezeigt). Da die Temperatur, bei der Zellen
angezogen werden, haufig Einfluss auf die Einbaurate von Proteinen in die Membran hat,
wurden die Zellen sowohl bei 30°C als auch bei 37°C angezogen. Durch einen immunolo-
gischen Nachweis der in die Cytoplasmamembran eingebauten Strep-BetP-Proteine konnte

mit Hilfe des Streptavidin-AP-Konjugats festgestellt werden, dass bei beiden Temperaturen

-28 -



Ergebnisse

gleich viel Strep-BetP in die Membran eingebaut wurde (Daten nicht gezeigt). In der Folge
wurden die Zellen immer bei 37°C angezogen. Da sich die kinetischen und osmoregulato-
rischen Eigenschaften von Strep-BetP im Vergleich zu BetP nicht voneinander unterschieden

(Morbach, personliche Mitteilung), konnte Strep-BetP zur Charakterisierung des Proteins in
Liposomen verwendet werden.

3.1.2 Optimierung der Reinigung von Strep-BetP mit der StrepTactin-
Affinitatschromatographie

Strep-BetP synthetisierende E. coli-Zellen (DH5amer pASK-IBA5-betP) wurden mit einer

.French Press” oder Ultraschall aufgeschlossen, die Membranen isoliert und mit Dodecyl-

maltosid solubilisiert. Die Isolierung von Strep-BetP erfolgte Uber eine Séule aus StrepTactin-
Sepharose, an das Strep-BetP spezifisch bindet. Die Bedingungen wahrend der Membran-
solubilisierung und Isolierung von Strep-BetP wurden optimiert in Bezug auf Reinigungs-

erfolg und Transportaktivitat des anschlieBend in Liposomen rekonstituierten Strep-BetP.
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Abbildung 5: Isolierung von Strep-BetP. Der Nachweis der Proteine bzw. von Strep-BetP erfolgte
anschlieBend an eine SDS-PAGE entweder mittels einer Silberfarbung (Spur 1-6) bzw. spezifisch mit
dem Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat (Spur 7). Spur 1: Induzierte Zellen (15 pg Protein),
Spur 2: Membranvesikel (15 pg), Spur 3: Solubilisierte Membranproteine (15 pg), Spur 4: Durchlauf
(15 pg), Spur 5: Letzte Waschfraktion (0,1 g), Spur 6 und 7: Elutionsfraktion (1ug).

-29.-



Ergebnisse

Tabelle 4: Durchgefiihrte Optimierungen wahrend der Reinigung und Rekonstitution von Strep-
BetP. Als Kriterium wurden die erzielten Glycinbetain-Aufnahmeraten in Proteoliposomen ver-

wendet, wobel jeweils nur die Aufnahmeraten innerhalb eines Optimierungsschrittes miteinander

verglichen wurden. Die fir weitere Messungen gewahlten Werte sind fett gedruckt.

Optimierungen der Getestete Variationen Bemerkungen
Rekonstitution und (in Klammern: relative
Transportmessungen GB-Aufnahmerate)

Detergenz wahrend der Dodecylmaltosid (100%)
Solubilisierung und Triton X-100 (70%)

Proteinreinigung

Glyceringehalt wahrend der | 0% (70%) Die ungeraden Glycerinkonzen-

Solubilisierung und 8,6% (100%) rationer) ﬂgggeg‘t s ;’lvj“;‘]'gm't

Proteinreinigung 17,2% (40%) gearbeitet wurde.

Verwendete Triton X-100 — | 0,25 pl/mg Lipid (50%) |Mit 1 pl/mg Lipid Triton X-100
Menge fur die Teilsolubilisie: 0,5 pl/mg Lipid (100%) |wurden hohere Proteineinbauraten
rung der Liposomen vor der| 1,0 pl/mg Lipid (95%) in die Liposomen erzielt als mit

Rekonstitution (Abbildung 6 0,5 ul/mg Lipid Triton X-100.
Lipid-Protein-Verhaltnis 20:1 (100%) Um weniger Protein einsetzen zu
(LPR) 30:1 (100%) mussen, wurde ein LPR v@0:1

100:1 (25%) verwendet.
Valinomycinkonzentration |0 uM (15%) Um Uber einen langeren Zeitraum
wahrend der 0,1 uM (30%) eine_konstante Glycinbetain-
Transportmessung 0,125 uM (40%) Aufnahme messen zu kénnen,

0,25 uM (60%) wurden0,1 uM Vainomycin

0,5 uM (100%) eingesetzt.

Bei der Auswahl des Detergenz wahrend der Solubilisierung der Membranen und der Protein-
reinigung wurde gezeigt, dass die Verwendung von Dodecylmaltosid gegentber Triton X-100
zu héheren Transportaktivitatsraten fuhrte (Tabelle 4).

Im Laufe der Optimierung der Proteinreinigung wurden neben Strep-BetP anfangs auch
unspezifische Proteine mit angereichert. Da eine hohe Salzkonzentration wahrend der
Reinigung eine unspezifische Bindung von Proteinen an das S&aulenmaterial vermindert,

wurde Strep-BetP in der Folge in Anwesenheit von 200 mM NaCl isoliert. Der Erfolg der
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Reinigung von Strep-BetP ist in Abbildung 5 dokumentiert. Pro Liter Zellkultur konnten

1,3 g Zelltrockengewicht erzielt werden, aus denen circa 600 pug Strep-BetP isoliert werden
konnten; dies entsprach circa 3% der Membranproteinmenge. Die maximale Proteinkonzen-
tration, die im Eluat der StrepTactin-Saule erzielt werden konnte, lag bei 3,2 mg/ml.

Zur weiteren Optimierung der Solubilisierung und Proteinreinigung wurde der Glyceringehalt
wahrend dieser Schritte variiert. Es wurde gezeigt, dass ein Glyceringehalt von 8,6% in den
verwendeten Puffern zu hdheren Transportaktivitatsraten fiihrte als ein Glyceringehalt von
0% oder 17,2% Glycerin (Tabelle 4).

Die Konzentration von Dodecylmaltosid wahrend der Proteinreinigung hatte entscheidenden
Einfluss auf die Lagerfahigkeit des isolierten Strep-BetP. Wurde Strep-BetP nach der
Reinigung in Anwesenheit von 0,1% Dodecylmaltosid eingefroren, zeigten die Proteo-
liposomen die gleiche Transportaktivitdit wie Proteoliposomen, die mit zuvor nicht
eingefrorenem Strep-BetP rekonstituiert wurden. Wurde Strep-BetP jedoch in Anwesenheit
von nur 0,04% Dodecylmaltosid eingefroren, konnte nach der Rekonstitution keine

Transportaktivitat der Proteoliposomen mehr beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.3 Optimierung der Rekonstitution von Strep-BetP in E. coli-Liposomen

Ein entscheidendes Kriterium zur Optimierung der Rekonstitution von Membranproteinen ist
das Ausmald der Teilsolubilisierung der Liposomen vor der Rekonstitution (Reyald

1995). Deshalb wurden Tribungsmessungen durchgefuhrt, in deresh-Liposomen mit

Triton X-100 sukzessiv solubilisiert wurden (Abbildung 6). Es wurde gezeigt, dass eine Teil-
solubilisierung der Liposomen mit 1 pl/mg Lipid Triton X-100 fir die Rekonstitution optimal
war. Eine Teilsolubilisierung der Liposomen mit 0,5 pl/mg Lipid Triton X-100 ergab zwar
leicht hbhere Transportaktivitatsraten, dennoch wurde 1 pl/mg Lipid Triton X-100 eingesetzt,
weil mit dieser Konzentration héhere Proteineinbauraten erzielt wurden (Tabelle 4).

Ein oft sehr entscheidenes Kriterium fir eine erfolgreiche Rekonstitution ist das Lipid-
Protein-Verhaltnis (LPR; w/w). Fur BetP erwiesen sich vergleichsweise niedrige LPRs von
20:1 oder 30:1 als gunstigstes Verhaltnis (Tabelle 4). In allen folgenden Versuchen wurde mit
einem LPR von 30:1 gearbeitet, da hier weniger Protein eingesetzt werden musste als bei
einem LPR von 20:1. Nach erfolgter Rekonstitution konnten in den Proteoliposomen circa

75+ 20% des eingesetzten Proteins nachgewiesen werden.
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Abbildung 6: Trilbungsmessung mitE. coli-Liposomen. Die Grafik veranschaulicht die Solubili-
sierungsintensitat durch Zugabe verschiedener Mengen Triton X-100. In der Regel wurde fir die

Rekonstitution 1 ul Triton X-100 pro mg Lipid eingesetzt; dadurch wurden die Liposomen zu 15%
solubilisiert (senkrechter Balken).

3.2 Charakterisierungvon Strep-BetP in Proteoliposomen

Um zu Uberprifen, inwiefern Strep-BetP in Proteoliposomen Uber die gleichen Eigenschaften
verfligt wie BetP inC. glutamicum bzw. E. coli, wurden dessen kinetischen und osmoregu-

latorischen Eigenschaften untersucht.

3.21 Glycinbetainaufnahme und Transportspezifitat von Strep-BetP in

Proteoliposomen.

Die GB-Aufnahmerate von Strep-BetP in Proteoliposomen liegt bei 1200 nmol GB / (min-mg

Protein) (Abbildung 7). Eine Linearitat der Aufnahmerate wurde nur innerhalb der ersten zehn
Sekunden beobachtet, weshalb bei folgenden Transportmessungen meistens nur die Glycin-
betainaufnahme nach funf und zehn Sekunden gemessen wurde. Der Nullwert fur die
GB-Aufnahmemessung wurde aus den Messpunkten nach finf und zehn Sekunden
extrapoliert, da der Nullwert nicht direkt gemessen werden konnte. Der ermittelte Nullwert
entsprach dem Wert, der ohne angelegtes elektrochemischd®otéazial (3.2.3) ermittelt
wurde. Die Linearitat der GB-Aufnahme wahrend der ersten zehn Sekunden konnte nur erzielt
werden, wenn zum Aufbau eines Membranpotenzials nicht mehr als 0,1 uM Valinomycin

zum Ansatz gegeben wurden (Tabelle 4).
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Abbildung 7: Glycinbetainaufnahme und Transportspezifitat von Strep-BetP in Proteolipo-
somen.Als externer Puffer wurde 100 mM Tris’'Mes (pH 7,5), 250 mM NaCl (600 mosm) verwendet,

der 15 uM eine$'C-markierten kompatiblen Soluts enthielt: Glycinbetain (ausgefiillte Kreise), Prolin
(Quadrate) oder Ectoin (leere Kreise). Als interner Puffer wurde 100 mMpKP7,5) (250 mosm)
verwendet.

Sowohl in C. glutamicum als auch in E. coli wurde eine sehr hohe Spezifitdt von BetP fur
Glycinbetain beschrieben (Farwioit al., 1994; Peter, 1998; Burger, 1999). Auch im
rekonstituierten System konnte die Spezifitdt von Strep-BetP fur Glycinbetain nachgewiesen
werden, da im Gegensatz zu Prolin und Ectoin nur Glycinbetain transportiert wurde
(Abbildung 7).

3.22 Ky-und Vmx-Werte fiir Glycinbetain und Na* in Proteoliposomen

Die Messungen zur Bestimmung der K- und Vme-Werte fiir Glycinbetain und Nasind in
Abbildung 8 und Tabelle 5 zusammengefasst. Die Ergebnisse zeigen, dass sigiV\tketd

der beiden Substrate nur wenig von denen in intakten Zellen unterscheiden:-\d&rt<tir
Glycinbetain liegt bei 3,6 UM und ist damit etwas niedriger als in intakten Zellen, der
Ky-Wert fir Nd liegt bei 15 mM und ist damit etwas hoher als in intakten Zellen. Die
geringen Unterschiede der kinetischen Eigenschaften von BetP in intakten Zellen und
Proteoliposomen bestéatigen, dass Proteoliposomen ein geeignetes Messsystem sind, um BetP

detailliert zu untersuchen.
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Abbildung 8: Kinetische Parameter von BetP in Liposomen. Bestimmung der K- und V o-Werte

fur Glycinbetain und Na(Tabelle 5). Als externer Puffer wurde 100 mM Tris/Mes (pH 7,5) mit
250 mM NacCl (A) bzw. 500 mM Sorbitol (B) verwendet. Die jeweils nebenstehenden Abbildungen
zeigen die dazugehdrigen Eadie-Hofstee-Plots der Datenpunkte.

Tabelle5: Vergleich der kinetischen Parameter von BetP in ganzen Zellen und Proteoliposomen.

Aufnahmesystem Ky (GB) in uM Vinax (GB) Kv (Na) in mM
C gumimmATo 1052 | qgune | LOmI | 4su0s
Poterd al, 1066) 128012 | oy | 61%12
?é?éiﬁ[igﬁzg?heor:ipide) 36+05 (mii?zorggngr(gt(/ain) 15,0+ 1.5

3.2.3 Abhéangigkeit der Transportaktivitat vom chemischen und elektrischen Potenzial

Die Transportaktivitat von BetP i@. glutamicum ist sowohl vom chemischen NRotenzial
als auch vom elektrischen Potenzial abhangig (Faretiek, 1995). Proteoliposomen stellen
ein ideales Messsystem fir eine detaillierte Charakterisierung dieser beiden Triebkrafte dar,

weil die Bedingungen auf beiden Seiten der Membran variiert werden konnen (Abbildung 9).
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So ist es zum Beispiel moglich, die Abhangigkeit vom chemischenPhenzial bzw.
elektrischen Potenzial separat voneinander zu untersuchen. Um die Abhangigkeit vom

chemischen NaPotenzial messen zu kénnen, wurde sowohl innerhalb als auch auRerhalb der

Proteoliposomen die 'KKonzentration konstant bei 175 mM gehalten, so dass kein

K*-Diffusionspotenzial (elektrisches Potenzial) aufgebaut werden konnte. DeBridient

uber der Membran wurde aufgebaut, indem die internekidazentration auf 1 mM einge-

stellt wurde und die &uRere NKonzentration zwischen 10 und 100 mM variiert wurde

(Abbildung 9A). Die Ergebnisse zeigen, dass die Aufnahme von Glycinbetain vom chemi-

schen N&Potenzial und unabhéngig vom elektrischen Potenzial getrieben werden kann.

Der Einfluss des elektrischen Potenzials wurde durch den Aufbau unterschiedlicher

K*-Diffusionspotenziale untersucht. Wahrend die’-Manzentration auf beiden Seiten der

Membran bei 50 mM und die interne’ 4Konzentration bei 175 mM gehalten wurde, wurde

die externe K-Konzentration zwischen 175 und 1,75 mM variiert. Dadurch wurde ein

K*-Diffusionspotenzial aufgebaut, das nach Zugabe désorophors Valinomycin die
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Puffers (pH 7,5) zwischen 100 und 1 mM variierte. Der externe Puffer wurde jeweils mit Sorbitol auf
eine Osmolalitdt von 500 mosm eingestellt. Da die in A und C beschriebenen Versuche nur unter
nicht-Na-sattigenden Bedingungen durchgefuhrt werden konnten, wurden deren Werte auf
Na'-sattigende Bedingungen umgerechnet, wobei defN&@") von 15 mM verwendet wurde. Alle
Versuche wurden in Anwesenheit von 0,1 M Valinomycin durchgefuhrt.
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Glycinbetainaufnahme angetrieben hat. Die GB-Aufnahmerate wurde gegen das berechnete
Nernst'sche Potenzial aufgetragen, wobei eine lineare Abhangigkeit zwischen 80 und 110 mV
beobachtet wurde (Abbildung 9B).

Um beide Triebkrafte zu kombinieren, wurde dér®radient konstant gehalten. Die interne
K*-Konzentration betrug 175 mM, die externe 5,5 mM; dies entsprach einem elektrischen
Potenzial von 90 mV. Der N&Gradient wurde variiert, indem die interne’Néonzentration

auf 1 mM eingestellt und die externe N€onzentration zwischen 10 und 100 mM variiert
wurde; dies entsprach einem chemischen Potenzial von 60 bis 120 mV (Abbildung 9C). Unter
diesen Bedingungen wurde der gleiche relative Anstieg der GB-Aufnahmerate beobachtet wie
bei der alleinigen Ausnutzung des chemischen Potenzials (Abbildénigyergleichzu C),

jedoch ausgehend von einer erheblich hoheren Basisaktivitat, verursacht durch die Triebkraft

des elektrischen Potenzials.

3.2.4 Einfluss der externen Osmolalitat auf die Aktivitatsregulation von BetP

Sowohl in C. glutamicum als auch in E. coli wurde gezeigt, dass die GB-Aufnahmerate durch
BetP von der Osmolalitat des umgebenden Mediums abhangig ist, wobei das Aktivitatsopti-
mum in C. glutamicum bei 1350 mosm und i&. coli bei 600 mosm lag (Petet al., 1996;
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Abbildung 10: Einfluss der externen Osmolalitdt auf die Aktivitatsregulation von BetP.Als

externer Puffer wurde 20 mM NaP, (pH 7,5), 25 mM NaCl (100 mosm) verwendet, der mit NaCl auf

eine Osmolalitat zwischen 100 und 1000 mosm eingestellt wurde. Als interner Puffer wurde 76 mM
KP; (pH 7,5) (200 mosm) verwendet, wobei die interneKiénzentration nach Zugabe der Proteo-
liposomen zum externen Puffer rechnerisch Werte zwischen 67,5 und 675 mM erreichte (vergleiche
Abbildung 17).
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Peter et al., 1998a). Messungen der GB-Aufnahmerate mit Proteoliposomen in Abhangigkeit
der externen Osmolalitat haben gezeigt, dass BetP auch in diesem reduzierten System als
Osmosensor und Osmoregulator arbeitet (Abbildung 10), wobei die maximale GB-
Aufnahmerate unter den hier gewéhlten Bedingungen bei 500 mosm erreicht wurde.

3.3 Eingrenzung der moglichen BetP-aktivierenden Reize

Sowohl in ganzen Zellen als auch in Proteoliposomen wurde gezeigt, dass die Aktivitats-
regulation von BetP von der externen Osmolalitdt abhangig ist (Retat., 1996;
Abbildung 10). Wenn die externe Osmolalitat erhoht wird, werden gleichzeitig zahlreiche
weitere Faktoren verandert, die alle fir den oder die BetP-aktivierenden Reiz(e) in Frage
kommen: Volumenverringerung der Proteoliposomen (erhdht gleichzeitig die Membranspan-
nung), Erhéhung der internen Osmolalitat, Erhéhung der internen lonenstarke, Erhéhung der
internen Kationenkonzentration, Erhohung der intern&iKénhzentration. Ein groRer Vorteil

des Proteoliposomensystems ist, dass die erwéhnten Parameter in diesem System isoliert
betrachtet werden konnen, wodurch es mdglich wird, den BetP-aktivierenden Reiz zu

ermitteln.

3.3.1 Einflussder Volumenverringerung der Proteoliposomen

Durch Anlegen eines hyperosmolalen Stresses wird, hervorgerufen durch einen sofortigen
Wasserausstrom, eine Volumenverringerung der Proteoliposomen verursacht. Um zu unter-
suchen, ob die dadurch verursachte Erhohung der Membranspannung der fir die Aktivierung
von BetP erforderliche Reiz ist, wurden Volumenverringerungen unter zwei verschiedenen
Bedingungen induziert. In der ersten Versuchsreihe wurde die anfangligh@i&entration

im Inneren der Proteoliposomen, d.h. diej-KBnzentration, die vor dem Anlegen des
hyperosmolalen Stresses vorlag, konstant gehalten. Durch Variation der externen Osmolalitat
konnten verschieden starke Volumenreduzierungen induziert und damit auch unterschiedliche
interne KR-Konzentrationen eingestellt werden. Im Gegensatz dazu wurden die Bedingungen
in der zweiten Versuchsreihe so gewahlt, dass nach der Volumenverringerung gleiche interne
KP;-Konzentrationen eingestellt wurden. Dies wurde durch die Wahl unterschiedlicher
anfanglicher interner KRKonzentrationen im Inneren der Proteoliposomen mdglich. Durch

diese Versuchsbedingungen lag die interng Kkdhzentration nach Anlegen des hyperosmo-
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Abbildung 11: Einfluss der Volumenverringerung der Proteoliposomen auf die Aktivitatsregula-

tion. Der interne Puffer der Proteoliposomen enthielt 76 mM KP; (Kreise; Daten aus Abbildung 10)

oder 76, 38, 25, 19 bzw. 15 mM KP, (Quadrate; anfangliche Osmolalitat: 200, 100, 67, 50 bzw. 40
mosm). Der externe Basispuffer enthielt 20 mM NaPl 7,5), 25 mM NaCl (100 mosm) und wurde

mit zusatzlichem NaCl auf eine Osmolalitdt von 200 mosm (Quadrate) oder zwischen 100 und 1000
mosm (Kreise) eingestellt.
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Abbildung 12: Aktivierung von BetP ohne Volumenverringerung der Proteoliposomen. Der

interne Basispuffer der Proteoliposomen enthielt 38 mM(KR 7,5; 100 mosm), der mit KGlu auf
anfangliche interne Osmolalitdtswerte von 100 (Kreise), 250 (Quadrate, gestrichelte Linie) oder 550
(Dreiecke, gepunktete Linie) mosm eingestellt wurde. Der externe Basispuffer enthielt 20 mM NaP
(pH 7,5), 25 mM NacCl (100 mosm) und wurde mit zusatzlichem NaCl auf Osmolalitatswerte zwischen
100 und 1150 mosm (Dreiecke) eingestellt.
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lalen Stresses in alen Proteoliposomen bei 76 mM. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Proteoliposomen der zweiten Versuchsreihe keine Aufnahmeaktivitat zeigen, wahrend die der
ersten Versuchsreihe in Abh&ngigkeit der externen Osmolalitat Glycinbetain aufnehmen
(Abbildung 11). Dadurch wurde gezeigt, dass eine Erhdhung der Membranspannung, die
durch eine Volumenverringerung der Proteoliposomen verursacht wird, die Aktivitat von
BetP nicht erhoht.

Um diese Aussage zu bestatigen, wurden Proteoliposomen mit unterschiedlicher interner
Osmolalitat verschiedenen externen Osmolalitdten ausgesetzt (Abbildung 12). Das Ergebnis
zeigt, dass unabhangig von der mit KGlu eingestellten internen Osmolalitét die externe
Osmolalitat, bei der das Aktivititsmaximum erreicht wurde, bei 550 mosm liegt. Dieser
Versuch bestatigt, dass fur eine Aktivierung von BetP keine Volumenverringerung der
Proteoliposomen notwendig ist, sondern dass dafir eine Variation der externen oder internen

Bedingungen ausschlaggebend sein muss.

3.3.2 Einfluss der externen Osmolalitatper se

Um den Einfluss der externen Osmolalifigr se zu untersuchen, wurden zunéachst die
Auswirkungen von verschiedenen Soluten auf der externen Seite der Proteoliposomen
getestet. Dabei wurde Prolin als Beispiel eines Soluts ohne Nettoladung und NaCl als Beispiel
eines geladenen Soluts gewahlt. Es wurde gezeigt, dass BetP annéhernd gleich stark aktiviert
wird, unabhéangig davon, ob die externe Osmolalitat mit Prolin oder NaCl eingestellt wird
(Abbildung 13). Auch wenn die externe Osmolalitdt mit dem ungeladenen Solut Sorbitol
eingestellt wurde, &nderten sich die maximale Aufnahmerate sowie die Osmolalitat, bei der
die maximale Aufnahmerate erreicht wurde, kaum (Daten nicht gezeigt). Als nachstes wurde
untersucht, ob die Steigerung der externen Osmolalitat fir die Aktivierung von BetP ausreicht
oder ob diese auch von den internen Bedingungen der Proteoliposomen abhangt. Dazu wurde
die Osmolalitat von KPenthaltenden internen Puffern mit unterschiedlichen Prolin-Konzen-
trationen erhdht. Wenn eine geringe Menge Prolin im Inneren der Proteoliposomen eingesetzt
wurde, war eine hohere externe Osmolalitat erforderlich, um BetP zu aktivieren. Wenn noch
mehr Prolin im Inneren der Proteoliposomen eingesetzt wurde, konnte nur eine sehr geringe
Steigerung der GB-Aufnahmerate bei steigender externer Osmolalitat beobachtet werden.
(Abbildung 13). Der gleiche Effekt konnte auch mit einer hohen internen Konzentration von
Ectoin, Carnitin oder Glukose gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse zeigen,
dass (1.) die Aktivierung von BetP sowohl mit ionischen als auch nicht ionischen Soluten im
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externen Medium erzielt werden kann, dass (2.) eine Erhéhung der externen Osmolalitat
per se nicht der fir die Aktivierung von BetP notwendige Reiz sein kann und dass (3.) die
erniedrigte Aktivierung von BetP bei intern vorliegendem Prolin nicht durch eine spezifische

Inhibierung durch Prolin erklart werden kann.
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Abbildung 13: Einfluss der externen Osmolalitat auf die OsmoregulationDer externe Basi spuffer

der Proteoliposomen enthielt 20 mM NaP, (pH 7,5), 25 mM NaCl (100 mosm) und wurde mit NaCl
(ausgefillte Symbole) oder Prolin (offene Kreise) auf eine externe Osmolalitat zwischen 100 und 1000
mosm eingestellt. Kreise: Der interne Puffer der ungestressten Proteoliposomen (76,rpM KB)
hatteeineOsmolalitatvon 200 mosm. Quadrate: Der interne Puffer der ungestressten Proteoliposomen
(38 mM KR, 150 mM Prolin) hatte eine Osmolalitat von 250 mosm. Dreiecke: Der interne Puffer der
ungestressten Proteoliposomen (38 mM, KBO mM Prolin) hatte eine Osmolalitét von 550 mosm.

3.3.3 Einfluss der internen Osmolalitat

Da durch hyperosmolale Stressbedingungen auch die Osmolalitdt auf der Innenseite der
Proteoliposomen erh6ht wird, wurde untersucht, ob dieser Effekt der fur die Aktivierung von
BetP erforderliche Reiz ist. Dazu wurde die interne Osmolalitdt zum einen minkRZzum
anderen mit Prolin eingestellt, ohne dass die Proteoliposomen wahrend eines Versuches eine
Volumenénderung erfuhren. Die Daten zeigen, dass steigende interkerkdi@ntrationen

auch unter jeweils isoosmotischen Bedingungen zu einer Steigerung der GB-Aufnahmerate
fuhren, wobei das Maximum bei einer internen bzw. externen Osmolalitat von 500 mosm
erreicht wurde. Wenn dagegen die interne Osmolalitat mit Prolin eingestellt wurde, konnte
nur eine sehr leichte Steigerung der GB-Aufnahmerate beobachtet werden, wobei das
Aktivitatsmaximum bei 400 mosm lag (Abbildung 14A). Dadurch wurde gezeigt, dass allein
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durch die Anwesenheit von KP, auf der internen Seite der Proteoliposomen BetP aktiviert
wird, wahrend die Anwesenheit von Prolin auf der internen Seite nur zu einer extrem geringen
Aktivierung fuhrt. Da in beiden Versuchsreihen die gleiche interne Osmolalitat eingestellt

wurde, ist auszuschlieR3en, dass BetP durch die interne Osmakalisétaktiviert wird.

Externe Osmolalitat [mosm]
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Abbildung 14: Einfluss der internen Osmo- Externe Osmolalitat [mosm]
lalitat auf die Aktivitatsregulation von BetP. 500 650 800 950
(A): Der interne Basispuffer der Proteolipo- 600 i 5 ‘ ‘
somen enthielt 38 mM KP, (pH 7,5) (100
mosm) und wurde mit KP, (pH 7,5) (aus
gefillte Kreise) bzw. Prolin (leere Kreise) auf £
Osmolalitatswerte zwischen 100 und 650 bzw.<
500 mosm aufgefillt. Der externe Basispuﬁer;%
enthielt 20 mM NaP(pH 7,5), 25 mM NacCl
(100 mosm) und wurde mit NaCl auf Osmo-
lalitatswerte zwischerdi00 und 650 bzw. 500
mosm eingestellt. Zu beachten ist, dass in
keinemderVersuchedasVolumenderProteo-
liposomen verandert wurde. (B): Der interne Puffer der Proteoliposomen (250 midHKP,5) hatte

eine Osmolalitat von 650 mosm. Der externe Basispuffer enthielt 20 mMN&R,5), 25 mM NaCl

und wurde mit NaCl auf Osmolalitatswerte zwischen 500 und 1000 rewwyastellt, wodurch die
Proteoliposomen ihr Volumen unmittelbar nach dem Start der Aufnahmemessung um den Faktor 0,75
bis 1,54 veranderten. Der Datenpunkt bei 650 mosm ist derselbe wie in Abbildung A.
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Auffallig war, dass bei einer internen KlRonzentration von 190 mM (Abbildung 14A,

500 mosm) nur eine maximale GB-Aufnahmerate von circa 500 nmol /nfgiRrotein)
erreicht wurde, wéhrend diese unter ,Standardbedingungen® bei circa 1300 nmolmgmin
Protein) lag (Abbildung 10). Eine eventuelle Erklarung dafir sind mogliche Schadigungen der
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Proteoliposomen, wahrend diese in einem hochosmolalen Puffer extrudiert wurden. Um
jedoch auszuschlieRen, dass BetP in diesem Versuchsansatz nur teilweise aktiviert wurde und
zur vollstdndigen Aktivierung als additiven Reiz die Membranspannung aus der Phospho-
lipidumgebung bendtigte, wurden Proteoliposomen mit bereits aktiviertem BetP hyper-
osmolalem Stress ausgesetzt (Abbildung 14B). Die Daten zeigen, dass eine Erhéhung der
Membranspannung, verursacht durch eine Volumenverringerung der Proteoliposomen, nicht
zu einer Erhdhung der GB-Aufnahmerate von BetP fihrt. Daruberhinaus fiihrt eine leicht
hypoosmolale Bedingung, die zu einem Einstrom von Wasser fihrt, sogar zu einem Anstieg

der GB-Aufnahmerate.

3.3.4 Einflussverschiedener interner Solute

In Abbildung 13 wurde gezeigt, dass die Osmoregulation von BetP stark durch das verwen-
dete interne Solut beeinflusst wird. Um die Abhangigkeit der Aktivitatsregulation von der
Natur des internen Soluts genauer zu untersuchen, wurden dem internen Puffer der
Proteoliposomen KP KGlu, CholinCl oder Glukose zugegeben (Abbildung 15). Um den
Einfluss von weiteren Faktoren auszuschlieBen, wurde in jedem Einzelversuch die gleiche
interne und externe Osmolalitdt gewahlt. Da die interne und externe Osmolalitat auf jeweils
250 bzw. 625 mosm eingestellt wurde, verringerten die Proteoliposomen ihr Volumen in
jedem Versuch um das 2,5-fache. In der Versuchsreihe wurden die internen Prolinkonzentra-
tionen bzw. die internen Konzentrationen der oben genannten Solute variiert. Die Daten
zeigen, dass eine Erhohung der internen Konzentration vanuK® KGlu zu einer
Aktivierung von BetP flhrte, eine Erhéhung der internen Konzentration von CholinCl und
Glukose jedoch nicht (Abbildung 15). Dies spricht daftir, dass neben Prolin auch Glukose und
CholinCI nicht in der Lage sind, BetP zu aktivieren. Da BetP auch durch eine Erh6hung der
internen KCI-Konzentration aktiviert wird (Abbildung 16) aber nicht durch internes CholinCl,
kann ausgeschlossen werden, dass die interne Anionenkonzentration fur die BetP-Aktivierung
verantwortlich ist. Eine Veréanderung des intern eingesetzten Kations hat dagegen erheblichen
Einfluss auf die Aktivierung von BetP. Durch die Wabhl einer anderen Darstellung, in der die
Messwerte gegen die interne Kationenkonzentration, die sich nach dem hyperosmolalen
Schock einstellte, aufgetragen wurde, liegen die Aktivierungskurven vonuikd® KGlu

relativ genau aufeinander (Abbildung 15B). Auch dies spricht dafir, dass fur die Aktivierung
von BetP nicht die interne Konzentration von Anionen sondern die voelorién oder

eventuell auch die von anderen Kationen verantwortlich ist.
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Abbildung 15: Abhangigkeit von der Art
des internen Soluts. Der interne Puffer
enthielt 19 mM KP, (pH 7,5) und 200, 150, 100,

50 oder 0 mM Prolin und wurde mit zusatz-
lichen Soluten auf eine Osmolalitdt von 250 £
mosm eingestellt: Kreise: 0, 19, 38, 57 oder 76
mM KP, (pH 7,5), Quadrate: 0, 25, 50, 75 oder
100 mM KGlu, Dreiecke: 0, 25, 50, 75 oder
100 mM CholinCIl, Rauten: 0, 50, 100, 150
oder 200 mM Glukose. Der externe Puffer (20 O T 0 1m0 200 240 300 a0 abo  aso

mM NaR (pH 7,5), 290 mM NaCI) hatte eine Finale interne Kationen-Konzentration [mM]

Osmolalitat von 625 mosriolglich wurde das

Volumen der Proteoliposomen in jeder Messung jeweils um den Faktor 2,5 verringert. (A): Die Daten
sind gegen die von internen Soluten ausgehende Osmolalitat aufgetragen, die vor dem hyperosmolalen
Stress im Inneren der Proteoliposomen vorlag. (B): Die Daten sind gegen die interne Kationenkonzen-
tration aufgetragen, die sich rechnerisch einstellte, nachdem die Proteoliposomen zum externen Puffer
gegeben wurden.
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3.3.5 Einflussunterschiedlicher interner Kationen

Um detaillierter zu bestimmen, welche internen Kationen in der Lage sind BetP zu aktivieren,
wurde auf der internen Seite der Proteoliposomen KCI, RbCl, CsCl oder NH4Cl eingesetzt
(Abbildung 16). Zum Vergleich wurden auch Daten aus Abbildung 10, in der GB-Aufnahme-
raten von Proteoliposomen mit internem KP, aufgetragen sind, dargestellt. Die Daten aus
Abbildung 16 zeigen, dass mit steigenden internen Konzentrationen von KCl, KP;, RbCl oder
CsCl die GB-Aufnahmerate stieg. Steigende Konzentrationen von internem NH,4Cl dagegen

fuhrten zu keiner Aktivierung von BetP. Da das intern vorliegende Ammonium zu

-43-



Ergebnisse

Externe Osmolalitat [mosm]

200 300 400 500 600
2000 | 1 | 1 | 1 | 1 |

oo

o

o
|

N

o

(@]
|

Glycinbetain-Aufnahmerate
[nmol / (min * mg Protein)]

T T T T T T T T
105 160 215 270 325
Finale interne Kationen-Konzentration [mM]

Abbildung 16: Abhangigkeit von der Natur Externe Osmolalitat [mosm]
des internen Kations.(A): Der interne Basis- S S S S
puffer der Proteoliposomen enthielt 19 mM
KP, (pH 7,5) und wurde mit KP, (pH 7,5
(Kreise; Daten aus Abbildung 10) auf eine
Osmolalitdt von 200 mosm oder mit KCI
(Quadrate), RbCI (aufrechte Dreiecke), CsCls |
(umgekehrte Dreiecke) oder NEl (Rauten) - W
auf eine Osmolalitat von 250 mosm eingestellt.2

Der externe Basispuffer enthielt 20 mM NaP © =~ (=

(pH 7,5) Und Wurde mit NaCI an Osmolalitats— Finale interne Kationen-Konzentration [mM]

werte zwischen 200 und 600 mosm eingestellit.

Die mit Kreisen dargestellten Datenpunkte beziehen sich nur auf die interne Kationenkonzentration;
die externe Osmolalitat betrug zwischen 200 und 500 m@Bjn.Der interne Puffer hatte eine
Osmolalitat von 250 mosm: 76 mM K@H 7,5), 25 mM NHCI (Kreise) bzw. 19 mM KR(pH 7,5),

100 mM NHCI (Rauten). Der externe Puffer enthielt 20 mM NgP 7,5), 25 mM NaCl und wurde

mit NH,4CI auf Osmolalitatswerte zwischen 200 und 600 mosm eingestellt.
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Ammoniak dissoziiert und Ammoniak Uber die Membran diffundiert, kommt es bei intern
eingesetztem NIC| zu einer Ansauerung im Inneren der Proteoliposomen, wodurch die
Transportaktivitat stark beeintrachtigt werden kénnte. Auch wenn unklar ist, ob es schon
innerhalb des Messungszeitraums von 10 sec zu einer erheblichen Anderung des pH-Wertes
im Inneren der Proteoliposomen kam, wurde ein Kontrollversuch durchgefiihrt. Dazu wurde
die externe Osmolalitat nicht mit NaCl sondern mitJ8Heingestellt (Abbildung 16B). Da in
keinem der Versuche mehr als zehnmal sovie@GlHauf der externen im Vergleich zur
internen Seite der Membran verwendet wurde, konnte sich der pH-Wert héchstens um eine

Einheit &ndern. Die Daten zeigen, dass mit niedrigen iRl hohen NECI-Konzentrationen
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im Inneren der Proteoliposomen die GB-Aufnahmerate nur sehr gering war, wahrend Proteo-
liposomen mit hohen KP und niedrigen NECI-Konzentrationen im internen Medium
zumindest bis zu einer externen Osmolalitat von 400 mosm GB-Aufnahmeraten zeigten, die
denen in Versuchen mit externem NaCl sehr dhnlich waren. Bei hoheren externen Osmolali-
tatswerten sanken die GB-Aufnahmeraten jedoch ab.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung von BetP in Proteoliposomen von der internen
Konzentration an Klonen oder R-ahnlicher lonen abh&ngig ist. Zur Quantifizierung wurden

die Daten aus Abbildung 10 gegen die interneKi§nzentration aufgetragen, die sich in
diesem Versuch nach dem hyperosmolalen Stress einstellte (Abbildung 17). Der Bereich der
internen K-Konzentration, in dem die GB-Aufnahmerate signifikant ansteigt, liegt zwischen
circa 150 und 350 mM, wéahrend der Wendepunkt des sigmoiden Bereichs der Kurve bei
250 mM liegt. Um zu uberprufen, inwiefern die Aktivierung von BetP auch in intakten Zellen
von der internen KKonzentration abh&ngig ist, wurden Versuche En coli-Zellen

durchgefuhrt.
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Abbildung 17: Abhangigkeit der BetP-Aktivitatsregulation von der internen K*-Konzentration.
Die Werte aus Abbildung 10 sind gegen die interne K*-Konzentration aufgetragen, die sich
rechnerisch einstellte, nachdem die Proteoliposomen zum externen Puffer gegeben wurden.
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3.4 Abhangigkeit der BetP-Aktivitat in E. coli-Zellen von der internen

K "-Konzentration

Mit Hilfe des Proteoliposomensystems wurde gezeigt, dass die BetP-Aktivitat von der
internen K-Konzentration abhangig ist. Zur Uberpriifung der Relevanz dieser Aussage war es

notwendig, diese Abhangigkeit auetvivo nachzuweisen.

3.4.1 Substrataufnahme durch osmotisch unterschiedlich behandelte Zellen

Um zu untersuchen, ob die Aktivitdt von BetP auch in intakten Zellen von der internen
K*-Konzentration abhangig ist, wurde versucht, die GB-Aufnahmerate mit verschiedenen
internen K-Konzentrationen zu korrelieren. Dazu war es notwendig, Bedingungen zu finden,
unter denen die Zellen moglichst vielé-konen ausschleusen, um méglichst niedrige interne
K*-Konzentrationen zu erreichen. Um dies zu erreichen wuBEecoli-Zellen in einem
Minimalmedium mit einer K-Konzentration von 100 pM und einer Osmolalitat von
500 mosm angezogen. [Ba coli-Zellen als Reaktion auf einen hypoosmotischen Stress zur

Aufrechterhaltung des Turgors, “#onen ins Medium abgeben, wurden die Zellen
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Abbildung 18: Substrataufhahme durch osmotisch unterschiedlich behandelte Zellen. E. coli

MKH13 pASK-IBA5-betP wurde wie unter 2.5.7.3 beschrieben behandelt. Die Zellen wurden wéh-

rend des gesamten Versuches unter isoosmolalen Bedingungen behandelt (500 mosm; ausgefiillte
Symbole) bzw. hyperosmolal angezogen (500 mosm), hyposmolal geschockt (100 mosm gefolgt von
20 mosm) und dann wieder hyperosmolal geschockt (500 mosm) (leere Symbole). Die relativen
Aufnahmen von Glycinbetain (Kreise) und Serin (Quadrate) sind aufgetragen, wobei die Substrat-
aufnahmen der isoosmolal behandelten Zellen nach 45 sec jeweils auf 100% gesetzt wurden. Die
absoluten Aufnahmeraten lagen bei 51 (ausgefiillte Kreise) bzw. 35 (leere Kreise) nmol GBng(min

TG) und bei 9,7 (ausgeflillite Quadrate) bzw. 9,1 (leere Quadrate) nmol SerinmidMi@).
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hypoosmolal gestresst, so dass a's Folge die K*-Konzentration im Cytoplasma abnahm. Da

diese Behandlung eventuell Schadigungen der Zellen zur Folge hat, wurde zur Kontrolle auch
die Serinaufnahme gemessen, da diese unabhangig von der intérs@mzéntration ist
(Kruse, 2000). Als weitere Kontrolle wurden Zellen des gleichen Ansatzes nicht hypoosmolal
geschockt sondern isoosmolal gewaschen und resuspendiert und auch wahrend der Auf-
nahmemessung unter isoosmolalen Bedingungen behandelt. Die hdchste GB- bzw. Serinauf-
nahme wurde bei isoosmolal behandelten Zellen beobachtet (Abbildung 18). Die GB- bzw.
Serinaufnahme der zuerst hypo- und dann hyperosmolal behandelten Zellen war jeweils
niedriger, wobei die relative Abnahme jedoch unterschiedlich hoch war. Bei der GB-Auf-
nahme reduzierte sich die Aufnahmerate auf 69% (von 51 auf 35 nmol-m@IG)), bei

der Serinaufnahme auf lediglich 94% (von 9,7 auf 9,1 nmol /-(ngnTG)). Um die
Aufnahmeraten in Abhangigkeit der interneftionzentration zu betrachten, war es notwen-

dig, diese zu messen. Jedoch waren die gemessenen int€e@maéntrationen sehr viel
niedriger als die theoretisch erwarteten, da es wahrscheinlich nicht méglich ist, unabhangig
von den gewahlten Versuchsbedingungen, eine niedrigere intek@rizentration als

150 mM zu erreichen (Bakker, personliche Mitteilung).

3.4.2 GB-Aufnahmemessungen mit isoosmolal gewaschenen E. coli-Zellen

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Bestimmung der interneKdhzentration wurde ein
Ansatz gewabhlt, in dem die Zellen weniger manipuliert wurden. Dazu wurde untersucht, ob
Zellen, die nie hyperosomotischen Bedingungen ausgesetzt waren, in der Lage sind,
Glycinbetain aufzunehmen oder nicht. In der Regel wurden heterolog BetP exprimierende
E. coli-Zellen, mit denen GB-Aufnahmemessungen durchgefihrt wurden, mit einem im
Vergleich zum Kulturmedium hypoosmolalen Puffer gewaschen, bevor sie einem hyper-
osmolalen Stress ausgesetzt wurden (3.7; Peter, 1998; dPedbr 1998a). Um nun zu
Uberprifen, wie hoch die GB-Aufnahmerate von BetP exprimiereBdeali-Zellen ist, die

zu keiner Zeit einem hyperosmolalen Stress ausgesetzt waren, ®urcai MKH13
pASK-IBA5-betP in LB-Medium (Osmolalitat: 450 mosm) angezogen und in isoosmolalem
Puffer gewaschen und resuspendiert, bevor GB-Aufnahmemessungen in Medien unter-
schiedlicher Osmolalitat durchgefihrt wurden (Abbildung 19). Die Daten zeigen, dass auch
hypoosmolal gestresste Zellen signifikante GB-Aufnahmeraten aufwiesen, so dass es fur die
Aufnahme von Glycinbetain nicht erforderlich war, dass die Zelle eine Volumenverringerung

erfuhr.
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Abbildung 19: Abhangigkeit der GB-Aufnahmerate isoosmolal gewaschener Zellen von der
externen Osmolalitat. Die GB-Aufnahmerate (durchgezogene Linie) und die interne K*-Konzentra-

tion der Zellen (gestrichelte Linie) sind aufgetragen. Die gepunktete Linie gibt die Osmolalitat der
Puffer an, in denen die Zellen angezogen, gewaschen und resuspendiert wWui@dn MKH13
pASK-IBA5-betP wurde wie unter 2.5.7.2 beschrieben behandelt und in 100 mM Tris/Mes (pH 7,5),
330 mM Sorbitol, 10 mM NaCl resuspendiert (450 mosm). Zum Starten der Reaktion wurden 50 pl
der Zellen in einem Puffer mit einer bestimmmten Osmolalitdt zwanzigfach verdiinnt, so dass eine
ODsgo von circa 1,5 eingestellt wurde. Leere Kreise: Der Puffer enthielt 200 mM Tris/Mes (pH 7,5),
50 mM NaCl und wurde mit Sorbitol auf Osmolalitéatswerte zwischen 200 und 800 mosm eingestellt.
Ausgefillte Kreise: Der Puffer enthielt 100 mM Tris/Mes (pH 7,5), 80 mM Sorbitol, 10 mM NaCl und
wurde mit &quiosmolalen Mengen von Sorbitol und NaCl auf Osmolalitdtswerte zwischen 200 und
800 mosm eingestellt. Kreuze: Interné-iKonzentrationen der osmogestressten Zellen, wobei die
Berechnung der Konzentrationen auf der Annahme beruht, dass das cytoplasmatische Volumen
1,6 pl/mg Zelltrockengewicht betragt. Sterne: DiéKonzentrationen wurden auf der Grundlage
berechnet, dass sich das cytoplasmatische Volumen in Relation der jeweils vorliegenden externen und
internen Osmolalitat erniedrigt.

Wenn die Osmolalitat des externen Mediums mit Mischungen aus NaCl und Sorbitol
eingestellt wurde, wurde deutlich mehr Glycinbetain aufgenommen, als wenn neben 50 mM
NaCl im Basispuffer nur Sorbitol im externen Medium eingesetzt wurde (Abbildung 19). Um

zu Uberprifen, inwiefern die GB-Aufnahmerate von der interneKd6zentration abhangig

ist, wurde der cytoplasmatische'-Gehalt pro mg Zelltrockengewicht gemessen. Fur die
Berechnung der internen*KKonzentration muss jedoch das cytoplasmatische Zellvolumen
pro mg Zelltrockengewicht bekannt sein; um zu zeigen, zwischen welchen Extremen das
cytoplasmatische Zellvolumen liegt, wurde davon ausgegangen, dass sich dieses nach einem
angelegten hyperosmolalen Schock zum einen nicht erniedrigt und zum anderen in dem

Verhaltnis der Osmolalitat der beiden verwendeten Puffer erniedrigt. Da das cytoplasmatische
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Volumen zwischen diesen beiden Extremen liegt, zeigen die Daten aus Abbildung 19, dass in

intakten Zellen genauso wie in Proteoliposomen eine Korrelation zwischen der internen
K*-Konzentration und der GB-Aufnahmerate besteht.

Um den vorliegenden Hinweisen nachzugehen, dass die Aktivitdt von BetP mdglicherweise
auch in intakten Zellen von der internen’-Konzentration abhangig ist, sind weitere

Versuche, unter anderem auch @iglutamicum-Zellen, notwendig.

3.5 Einflussder Membranumgebung auf die Osmor egulation von BetP

3.5.1 Einflussder Phospholipidzusammensetzung der Proteoliposomen

Neben der Bedeutung der interneftonzentration gibt es Hinweise darauf, dass auch die
Zusammensetzung der Phospholipidmembran entscheidenden Einfluss auf die Aktivitat von
BetP haben kénnte. So zeigte sich, dass die heterologe ExpresstmtR/onE. coli zu einer
Verschiebung des Aktivitatsoptimums der Glycinbetain-Aufnahme zu einer niedrigeren
externen Osmolalitat fuhrte, verglichen mit dem Aktivitatsoptimum bei einer homologen
Expression vorbetP in C. glutamicum (Peteret al., 1996; Abbildung 20B). Um diese

Verschiebung zu erklaren, wurden zwei Mdoglichkeiten diskutiert: zum einen der sehr viel
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Abbildung 20: Einfluss der Phospholipidzusammensetzung auf das Osmolalitatsoptimur(i):

Die Rekonstitution wurde durchgefiihrt riit coli-Phospholipiden (ausgeflllte Kreise), Phosphatidyl-
glycerin (PG, offene Quadrate) oder Mischungen aus beiden E67&li-Lipid / 33% PG: offene
Kreise; 33%E. coli-Lipid / 67% PG: ausgefiillte Quadrate). Die jeweils maximalen GB-Aufnahme-
raten von BetP wurden auf 100% gesetzt, wobei die absoluten maximalen Aufnahmeraten wie folgt
waren (Einheit: nmol GB / (mimg Protein))E. coli-Lipid: 1720; 67%E. coli-Lipid / 33% PG:_640

33% E. coli-Lipid / 67% PG:_195; PG: 156Als interner Puffer wurde 100 mM KKpH 7,5)
verwendet, als externer Basispuffer 50 mM Tris/Mes (pH 7,5), 30 mM NacCl, der mit NaCl auf die
entsprechenden Osmolalitatswerte eingestellt wurde. (B): Zum Vergleich sind die relativen Aufnahme-
raten in intakten Zellen gezeigt (Pewral., 1996), wobei aus den Ursprungsdaten die jeweilige
externe Osmolalitat berechnet wurde. Ausgeflllte Kr&iseoli; leere QuadrateZ. glutamicum,
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hohere Turgordruck in Gram-positiven Bakterien verglichen mit Gram-negativen Bakterien
(15-25 bzw. 1-5 atm, Poolman & Glaasker, 1998) und die unterschiedliche Phospholipid-
Zusammensetzung der Plasmamembranen Eorcoli und C. glutamicum. Da Proteo-
liposomen keinen Turgordruck aufbauen kdnnen und BetP dennoch in Proteoliposomen
aktivitatsreguliert ist, ist es sehr unwahrscheinlich, dass der Turgordruck entscheidenden
Einfluss auf die Aktivitatsregulation von BetP hat. Um die zweite Mdglichkeit zu testen,
wurden E. coli-Phospholipide, Phosphatidylglycerin (PG) oder Mischungen daraus zur
Rekonstitution verwendet (Abbildung 20A). Die coli-Plasmamembran besteht aus 80%
Phosphatidylethanolamin (PE), 15% PG und 5% Diphosphatidylglycerin (DPG, Cardiolipin)
(Prasad, 1996), wahrend die glutamicum- Plasmamembran aus 87% PG, 5% Phosphatidyl-
inositolmannosid, 3% Phosphatidylinositol, 2,5% Phosphatidsdure und 1% DPG besteht
(Hoischen & Kramer, 1990). Da es nicht gelang, stabile Liposomen aus Préparationen der
C. glutamicum-Plasmamembran zu formen (Daten nicht gezeigt), wurden zunehmende
Mengen an PG aus Huhnereigelb fur die Rekonstitution verwendet, um Annaherung an die
Zusammensetzung déx glutamicum-Plasmamembran zu erzielen. Mit den aus unterschied-
lichen Phospholipiden bestehenden Proteoliposomen wurden Glycinbetain-Aufnahme-
messungen in Abhangigkeit der externen Osmolalitat durchgefuhrt. Die Daten zeigen, dass
das Aktivitatsoptimum von BetP umso weiter zu héheren Osmolalitatswerten verschoben ist,
je hoher der Anteil an PG in den Proteoliposomen ist (Abbildung 20A). Um diese Daten mit
der physiologischen Situation B coli und C. glutamicum vergleichen zu kénnen, sind die

auf Osmolalititswerte umgerechneten Daten aus Retat. (1996) in Abbildung 20B
dargestellt. Die Verschiebung des Osmolalitdtsoptimums in Proteoliposomen und ganzen
Zellen korreliert jeweils mit der Phospholipid-Zusammensetzung der Membran. Dies deutet
darauf hin, dass die Phospholipidumgebung, in der BetP eingelagert ist, starken Einfluss auf
dessen Aktivitatsregulation hat.

Um die Abhangigkeit der BetP-Aktivitatsregulation von der Art des umgebenen Lipids zu
erklaren, gibt es zwei Mdglichkeiten, die sich durch unterschiedliche Eigenschaften von PE
und PG erklaren lassen. Wahrend PE, das vorwiegende Phospholipid . dehi-
Plasmamembran, keine Nettoladung tragt, ist PG, das vorwiegende Phospholipid in der
C. glutamicum-Plasmamembran, einfach negativ geladen. Aul3erdem ist bekannt, dass PE
ohne Zusatz anderer Phospholipide keine Lipiddoppelschicht ausbilden kann (Epand, 1998),
wéahrend PG dazu in der Lage ist (Seddon & Cevc, 1993). Ein geeignetes Phospholipid, das es
moglich macht, beide Eigenschaften von PE und PG zu unterscheiden, ist Phosphatidylcholin
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(PC), das wie PE keine Nettoladung tréagt aber genauso wie PG in der Lage ist, eine
Lipiddoppelschicht auszubilden. Um den Einfluss von PC auf die BetP-Aktivitatsregulation
zu testen, wurde BetP in Liposomen bestehend ausE@®hi-Lipid / 50% PC rekonstituiert.

Mit den resultierenden Proteoliposomen wurden GB-Aufnahmemessungen in Abhangigkeit
der externen Osmolalitat durchgefuhrt, deren Daten mit Aktivitatsraten verglichen wurden,
die mit Proteoliposomen aus coli-Lipid bzw. E. coli-Lipid / PG - Mischungen ermittelt
wurden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss der Lipide PC, PE und PG auf das OsmolalitatsoptimumDie Rekonstitu-

tion von BetP wurde durchgefiihrt nit coli-Phospholipiden (bestehen zu 80% aus Phosphatidyl-
ethanolamin (PE), Kreise), oder Mischungen aus jeweils BO&bli-Lipid und 50% Phosphatidyl-
cholin (PC, Dreiecke) oder 50% Phosphatidylglycerin (PG, Quadrate). Als interner Puffer wurde 100
mM KP; (pH 7,5) verwendet, als externer Basispuffer 20 mM;N@alR 7,5), 25 mM NaCl, der mit

NaCl auf die entsprechenden Osmolalitatswerte eingestellt wurde. In (A) wurden die absoluten in (B)
die relativen GB-Aufnahmeraten aufgetragen.

Wenn BetP in Liposomen aus reinem PC (Daten nicht gezeigt) bzw. PG (Abbildung 20A)
rekonstituiert wurde, zeigten die resultierenden Proteoliposomen nur sehr geringe GB-
Aufnahmeraten, weshalb Mischungen aus PC bzw. PG mit E. coli-Lipid fir die Rekonstitu-

tion verwendet wurden. Obwohl die FECktoli-Proteoliposomen verglichen mit dé&n coli-
Proteoliposomen eine auf circa 30% reduzierte Aufnahmeaktivitét zeigen, wird deutlich, dass
BetP in dieser Lipidumgebung bei niedrigeren externen Osmolalitatswerten das Aktivitats-
optimum erreicht als irE. coli-Proteoliposomen. Dies deutet darauf hin, dass nicht das
Bilayer-Verhalten der Phospholipide sondern deren negative Ladung fur die Verschiebung
Bereichs der externen Osmolalitat, in dem die GB-Aufnahmerate anstieg, verantwortlich ist.
In PCE. coli-Proteoliposomen betragt der Anteil der negativen Ladung der Phospholipide
12,5% (7,5% PG, 2,5% DPG), i coli-Proteoliposomen 25% (15% PG, 5% DPG) und in
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PG/E. coli-Proteoliposomen 62,5% (57,5% PG, 2,5% DPG). Die negative Ladung der
Phospholipide korreliert demnach mit der benétigten internéakionzentration, die bendtigt

wird, um BetP zu aktivieren (Abbildung 21).

3.5.2 Einfluss von Tetracain auf die Aktivitat von BetP in Proteoliposomen

Es ist bekannt, dass das Lokalanasthetikum Tetracain den physikalischen Zustand einer
Membran beeinflusst und deren Membranspannung erhoht (Auger 1988). Versuche mit

C. glutamicum haben gezeigt, dass die GB-Aufnahmeaktivitdt von BetP durch Zugabe von
Tetracain erhoht wird (Petet al., 1998a). Um nachzuweisen, dass die Zugabe von Tetracain
auch in Proteoliposomen zu einer Erh6hung der GB-Aufnahmerate fuhrt, wurden unter
isoosmolalen Bedingungen und Zugabe von 0 bis 1,05 mM Tetracain GB-Aufnahmemessun-
gen durchgefuhrt (Abbildung 22A). Es zeigte sich, dass niedrige Konzentrationen von Tetra-
cain zu einer Erhdhung der BetP-Aktivitat fihrten. Das Optimum der BetP-Aktivitat wurde

bei einer Konzentration von 0,45 mM Tetracain erreicht und ist demnach ahnlich wie in

400 600
gz A gz B :
£ % 300+ £ 3450— .
L §5
E;E 2004 A - 1 Egsoo-//\
T E 8 €
é = 100 é = 150
S E SE
o = 0=

00 02 o4 o5 o8 10 “00 02 o4 os  os 10
Tetracain [mM] Tetracain [mM]

Abbildung 22: Stimulation der GB-Auf- © =750
nahme durch Tetracain. Alle Versuche wur- S <
den unter iscosmolalen Bedingungen durchges £ 2 °%°]
fuhrt. (A) und (B): Als interner Puffer wurde g ‘;450_
100 mM KR (pH 7,5) (250 mosm) verwendet, & E
als externer Puffer 25 mM Tris/Mes (pH 7,5) £ E 300
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mosm eingestellt wurdenC): Als interner 0,2 0.4 06 08 1,0

Puffer wurde 86 mM KP(pH 6,5) (leere Qua- Tetracain [mM]

drate)oder72 mM KP; (pH 8,5) (leereDrei-

ecke) (jeweils 200 mosm) verwendet, als externer Puffer 20 mM NaRnM NaCl (200 mosm).
Abweichend von der Regel wurden die Werte fur die Datenpunkte in B und C nur in einer Einfach-
bestimmung ermittelt.
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C. glutamicum-Zellen (0,5 bis 0,75 mM Tetracain, Peter et al., 1998a). Eingebettet in eine
Phospholipidmembran liegt der pK-Wert von Tetracain bei 7,5 (Schreier et al., 1984), so dass
aufgrund des verwendeten pH-Wertes von 7,5 sowohl die positiv geladene as auch die
ungeladene Form Tetracains fir die Aktivitdtssteigerung verantwortlich sein konnte. Deshalb
wurden die Versuche sowohl bei pH 6,5 als auch bei pH 8,5 durchgefuihrt, wobei Tetracain
bei pH 6,5 Uberwiegend positiv geladen und bei pH 8,5 vorwiegend ungeladen vorliegt. Um
zu Uberpriifen, ob eine Anderung des pH-Wertes einen Einfluss auf die Aktivitat von BetP
hat, wurde der externe bzw. interne Puffer auf pH 6,5 oder 8,5 eingestellt und die
GB-Aufnahmerate gemessen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass innerhalb des
Messzeitraums von zehn Sekunden kein wesentlicher Ausgleich des internen und externen
pH-Wertes stattfand.

Eine Anderung des pH-Wertes des externen Mediums sowohl auf pH 6,5 als auch auf pH 8,5
fuhrte zu einer ahnlichen Abhangigkeit der GB-Aufnahmerate vom zugegebenen Tetracain
wie bei pH 7,5 (Abbildung 22B im Vergleich zu A). Eine Erh6éhung des pH-Wertes des
internen Mediums auf pH 8,5 fuihrte dazu, dass sich die GB-Aufnahmerate durch Zugabe von
Tetracain nicht erhdhte, wéhrend eine Erniedrigung des pH-Wertes auf pH 6,5 dazu flhrte,
dass bereits bei einer Konzentration von 0,15 mM Tetracain das Maximum der
GB-Aufnahmerate erreicht wurde (Abbildung 22C im Vergleich zu A). Bei einem internen
pH-Wert von 6,5 fiihrte eine Zugabe von 0,075 mM Tetracain zu einer Erhéhung der
GB-Aufnahmerate um den Faktor 3,0, wahrend bei pH 7,5 die sechsfache Tetracain-
konzentration eingesetzt werden musste, um die GB-Aufnahmerate um den Faktor 1,6 zu
erhéhen (Abbildung 22C im Vergleich zu A). Dies korreliert mit der Tatsache, dass bei
pH 6,5 zehnmal soviel positiv geladenes Tetracain vorliegt wie bei pH 7,5. Folglich wirkt
Tetracain vermutlich nur auf der internen Seite der Membran und zwar nur in der positiv

geladenen Form.
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3.6 Orientierungvon Strep-BetP in Zellen und Proteoliposomen

3.6.1 Orientierung von Strep-BetP in E. coli-Zellen

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die terminalen Domanen von BetP fir
dessen Osmoregulation von grofRer Bedeutung sind, da Verkirzungen der N- bzw.
C-terminalen Doméne zu Veranderungen in der Osmostresswahrnehmung fihrten bzw. zu
einer Glycinbetainaufnahme, die von hyperosmotischen Stressbedingungen unabhangig war
(Peteret al., 1998a). Zur gezielteren Untersuchung dieser Effekte und zur Untersuchung einer
maoglichen Beteiligung der C- und N-terminalen Extensionen bei der Wahrnehmung der
internen K-Konzentration war es notwendig, die Lokalisation der Extensionen, die bisher nur
aufgrund eines computergestitzten Topologiemodells vorgeschlagen wurde, experimentell zu

Uberprufen.

3.6.1.1 Bestimmung der Lokalisation der Extensionen von BetP durch ELISA

Mit Hilfe einer ELISA-Technik wurde untersucht, ob der N- bzw. C-Terminus von BetP eher
in invertierten Membranvesikeln oder eher in Sphéaroplasten fur das Streptavidin-AP-
Konjugat zugénglich ist. Hierdurch wurde tberprift, ob die terminalen Bereiche von BetP auf
der internen oder externen Seite der Membran liegen. Die Grundlage dieser Technik ist der
immunologische Nachweis des Strep-tagll, der entweder am N- oder C-Terminus von BetP
fusioniert war. Dazu wurden die Stamme DRid%Er pASK-IBA5-betP (N-terminaler Strep-

tagll) bzw. DH®xmcr pASK-IBA3-betP (C-terminaler Strep-tagll) verwendet. Inwiefern sich

die GB-Aufnahmeaktivitdten der beiden Fusionsproteine voneinander unterschieden, wurde
iIm Stammbhintergrund MKH13 gezeigt, da dieser Stamm aufgrund der Deletionen weiterer
Aufnahmesysteme fur kompatible Solute fur die notwendigen GB-Aufnahmemessungen
geeignet war (3.7.1).

Es wurde gezeigt, dass die immunologische Reaktion des Streptavidin-AP-Konjugats mit dem
am N- oder C-Terminus von BetP fusionierten Strep-tagll in invertierten Membranvesikeln
starker war als in Sphéaroplasten (Abbildung 23). Die schwéchere Immunreaktion in
Sphéaroplasten laRt darauf schlieRen, dass die terminalen Domanen von BetP in intakten
Zellen zum Cytoplasma gerichtet sind und erst durch die Vesikelpraparation fiir das Konjugat
zuganglich wurden. Um auszuschliel3en, dass die Vesikelpraparation an sich zu der

verstarkten Immunreaktion fuhrte, wurde zur Kontrolle OeiP-freie Stamm DH&mMer
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Abbildung 23: Bestimmung der Lokalisation der Extensionen von BetP durch ELISA. Aus
induzierten Zellen der Stamme Dédbcr pASK-IBA5-betP (Kreise, N-terminaler Strep-tagll),
DH5amecr pASK-IBA3-betP (Quadrate, C-terminaler Strep-tagll) und [DH%r pASK-IBAS
(Dreiecke) wurden Spharoplasten (leere Symbole) bzw. invertierte Membranvesikel (ausgefillte
Symbole) prapariert. Die jeweils hochste Absorption der BetP-exprimierenden Stamme wurde auf
100% gesetzt. Zum immunologischen Nachweis wurde Streptavidin-AP-Konjugat verwendet, das
spezifisch Strep-tagll bindet.

pASK-IBA5 verwendet (Abbildung 23). Der Nachweis der internen Lage der terminalen
Domanen von BetP bestatigt das vorliegende computergestitzte Topologiemodell.
Sphéroplasten, die aus Zellen des StammesoDidb pASK-IBA3-betP préapariert wurden,
zeigten eine starkere Immunreaktion als Sphéaroplasten, die aus Zellen des Stammes
DH5amer pASK-IBA5S-betP prapariert wurden (Abbildung 23). Dies ist dadurch zu erklaren,
dass die Wachstumskurve des Stammes dhtb pASK-IBA3-betP schon kurz nach der
Induktion abknickte, weshalb die Zellen schon 40 Minuten nach der Induktion geerntet
wurden. Das Abknicken der Wachstumskurve ist wahrscheinlich darauf zurtickzufihren, dass
der Einbau des BetP-Proteins mit C-terminalem Strep-tagll in die Membran toxisch auf die
Zelle wirkte, da beobachtet werden konnte, dass die Zellen nach der Induktion vermehrt
lysierten. Wahrscheinlich konnte das Streptavidin-AP-Konjugat aufgrund der Schadigungen
der Zellmembran, die durch die Toxizitat des Genprodukts verursacht wurden, teilweise auch
in Spharoplasten den intern orientierten Strep-tagll von BetP binden. Zusammenfassend

bestétigen alle Daten dieses Versuches das vorliegende Topologiemodell von BetP.
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3.6.1.2 Konstruktion der Gene des cysteinfreien BetP-Proteins und der ,Einzelcystein-BetP-

Proteine“

Um Topologieuntersuchungen mit ,Einzelcystein-BetP-Proteinen” durchfihren zu kdnnen
(3.6.1.3), war es zunachst notwendig, ein cysteinfreies BetP-Protein herzustellen, das als
Grundlage fur spatere gerichtete Einfuhrungen von Cysteinresten diente. Dazu wurde mittels
ortsgerichteter Mutagenese das einzige CodorstigpbetP-Gen, das fur Cystein kodiert,
gegen ein Codon ausgetauscht, das fur Threonin codiert. Threonin wurde gewahlt, da in mit
BetP verwandten Proteinen an der entsprechenden Position ein Threoninrest liegt (Abbildung
24 und Anhang 3). Fur die Klonierungsarbeiten wurde der Vektor pASK- IB#%verwen-

det; der Vektor, decys-less-betP exprimiert, wurde pAcll genannt. Das Syntheseprodukt von
cysless-betP ist ein cysteinfreies BetP-Protein, wobei das Gen als Grundlage fur die
Konstruktion der Gene der ,Einzelcystein-BetP-Proteine® verwendet wurde. Diese Gene
wurden ebenfalls mittels ortsgerichteter Mutagenese konstruiert, wobei bei der Bezeichnung
des Aminosaure-Austausches der Angabe der substituierten AS dessen Position im Protein
und die Bezeichnung der neu eingebauten AS folgt (Tabelle 3 und Abbildung 24). Die
Auswahl der auszutauschenden Aminosaurereste richtete sich danach, ob diese in einer
Extension bzw. hydrophilen Schleife positioniert waren, wobei auch einige konservierte Reste

extern

P

2
8 2

Abbildung 24: Zusammenfassung der gegen Cystein ausgetauschten Aminosaurereste auf
Grundlage des cysteinfreien BetPUm ein BetP-Protein zu erhalten, das keinen Cysteinrest enthalt,
wurde der einzige im Wildtyp-BetP-Protein vorliegende Cysteinrest (C252) gegen Threonin
ausgetauscht. Die Positionen, an denen in das cysteinfreie BetP jeweils ein Cysteinrest eingebaut
wurde, sind mit einem Kreis markiert.
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Tabelle 6: Orientierung von Strep-BetP in E. coli-Zellen. Die Positionen der gegen Cystein aus-
getauschten AS-Reste sind in Abbildung 24 dargestellt. Die im Topologiemodell extern liegenden

AS-Reste sind grau unterlegt.

DH5amer pAcll ... SAC S89C S516C R595C
Zuganglichkeit fiir SM _ _

in ganzen Zellen +2 +2
Zuganglichkeit fir SM in _ n n _
invertierten Membranvesikeln -9 -9

! nicht membrangéngigsiehe Abbildung 25= : nicht zuganglich+ : zugénglich; n.g.: nicht getestet.

(Anhang 4) ausgetauscht wurden. GB-Aufnahmemessungen zur Untersuchung eventueller
EinbulBen der Aktivitat der ,Einzelcystein-BetP-Proteine” wurden im Stammbhintergrund
MKH13 durchgefthrt (3.7.2).

3.6.1.3 Bestimmung der Lokalisation der ersten und letzten Schleife von BetP

Um die zuvor beschriebenen Daten zur Orientierung von BetP in der Cytoplasmamembran
(3.6.1.1) zu bestatigen, wurde mit Hilfe von thiolspezifischen Reagenzien nachgewiesen, dass
die laut Topologiemodell erste und letzte Schleife des Proteins zur externen Seite der
Membran gerichtet sind (Abbildung 24 und Tabelle 6). Die Grundidee des Nachweises ist,
dass das membran-impermeable Reagenz 4-Acetamino-4'-maleimidylstilben-2,2'-disulfonat
(SM) zwar an die extern gelegenen aber nicht an die intern gelegenen Cysteinreste bindet.
Eine nachfolgende Inkubation mit dem membran-permeablen Reagenz 3-(N-Maleimidyl-
propionyl)-Biocytin (BM), das immunologisch mit dem Avidin-AP-Konjugat nachgewiesen
werden kann, bindet nur an Cysteinreste, an die zuvor nicht SM gebunden hat.

Mit Hilfe dieser Methode konnte nachgewiesen werden, dass die AS-Reste S89 und S516 auf
der externen Seite der Membran liegen, womit das vorliegende Topologiemodell bestatigt
wird (Abbildung 25). Die intern liegenden AS-Reste S4C und R595C waren zwar wie
erwartet nicht fur SM zugénglich, jedoch waren diese Reste auch in invertierten
Membranvesikeln nicht fur SM zugénglich, weshalb keine Aussage zur Lokalisation dieser
beiden Reste gemacht werden kann (Tabelle 6). Die prinzipielle Nichtzuganglichkeit von S4C
und R595C konnte dadurch erklart werden, dass die terminalen Bereiche der Extensionen
eventuell so gefaltet sind, dass beide AS-Reste nicht von SM gebunden werden kdnnen.
Zusammenfassend wurde mit Hilfe zweier unterschiedlicher Methoden die Orientierung von

BetP, die sich aus dem vorliegenden Topologiemodell ergibt, bestatigt und nachgewiesen.
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S89C S516C
SM/BM BM  SM/BM  BM

Westernbl ot

Coomassie

Abbildung 25: Nachweis der externen Lokalisation der Aminosaurereste S89 und S51Bie AS

Reste S89 und S516 wurden gegen Cystein ausgestauscht und in E. coli-Zellen mit 400 uM SM far

30 min inkubiert. Nach erfolgter Proteinreinigung wurden die Proteine mit 200 uM BM fur 30 min
inkubiert und dessen Bindung im Westernblot durch Avidin-AP-Konjugat nachgewiesen. Der Auftrag
gleicher Mengen BetP-Protein wurde durch eine Coomassie-Farbung nachgewiesen.

3.6.2 Orientierung von Strep-BetP in Proteoliposomen

Um Aussagen Uber funktionelle Bereiche im BetP-Protein, die fur die Osmostresswabhr-
nehmung und -regulation wichtig sind, machen zu kénnen, ist es notwendig, die Orientierung
von BetP in den untersuchten Proteoliposomen zu bestimmen. Die Ergebnisse der beiden im
folgenden beschriebenen Methoden waren jedoch nicht aussagekraftig genug, um diese Frage

eindeutig zu klaren.

3.6.2.1 Bestimmung der Zugéanglichkeit der ,Einzelcystein-BetP-Proteine” fur

thiolspezifische Reagenzien

Ahnlich wie in Zellen sollte auch fur Proteoliposomen der Nachweis der Orientierung von
Strep-BetP in der Membran mit thiolspezifischen Reagenzien erfolgen. Dazu wurden
.Einzelcystein-BetP-Proteine irk. coli-Liposomen rekonstituiert, fir 3-30 Minuten mit
100-400 uM SM und anschliel3end fur 30 Minuten mit 200 uM BM inkubiert, wobei der
Nachweis der Reaktion von BM mit dem Cysteinrest immunologisch mit Hilfe des Avidin-
AP-Konjugats erfolgte. Unabhangig von der Inkubationszeit und -konzentration von SM
waren alle Cysteinreste, die fur BM zugéanglich waren auch fir SM zuganglich (Tabelle 7).
Dadurch lasst sich keine Aussage uber die Orientierung von BetP in Proteoliposomen

machen.
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Tabelle 7: Zuganglichkeitsuntersuchungen in ProteoliposomenDie Positionen der gegen Cystein
ausgetauschten AS-Reste sind in Abbildung 24 dargestellt. Die im Topologiemodell extern liegenden
AS-Reste sind hellgrau unterlegt. Widersprichliche Daten zur Orientierung von BetP in Proteolipo-
somen sind dunkelgrau unterlegt.

T
= Ol | 0|9
2109218 8|8 § o
C|d B B I8 %
Zuganglichkeit fir SMin Proteoliposomen | nt | & (nt | 4+ @ + | + nt| +
Zuganglichkeit fir BM in Proteoliposomen | _ AOl=1+ |+ +| -

! nicht membrangéngigmembrangangig=- : nicht zugénglich#+ : zuganglich:;
(+) : schwach zuganglich; n.t.: nicht testbar, da der AS-Rest nicht fir BM zuganglich ist.

3.6.2.2 Untersuchung der Orientierung von Strep-BetP durch ELISA

Da die Orientierung von Strep-BetP in Zellen als gesichert anzusehen ist, ware es zur
Bestimmung der Orientierung von Strep-BetP in Proteoliposomen ausreichend zu
untersuchen, ob der N-Terminus von Strep-BetP auf der internen oder externen Seite der
Phospholipidmembran liegt. Da Strep-tagll N-terminal an BetP fusioniert ist, kann die
Reaktion von Strep-tagll mit Streptavidin-AP-Konjugat im ELISA fir die Bestimmung der
Lage des N-Terminus ausgenutzt werden. Um eventuell im Inneren der Proteoliposomen
liegende N-Termini ebenfalls fir die Reaktion mit dem Streptavidin-AP-Konjugat zugéanglich
zu machen, wurden die Proteoliposomen mit Triton X-100 teilweise oder vollstandig
solubilisiert und mit der Zuganglichkeit nicht solubilisierter Proteoliposomen verglichen
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Untersuchung der Orientierung von Strep-BetP in Proteoliposomen durch
ELISA. Ausgeflllte Quadrate: Proteoliposomen (LPR 30:1) wurden mit 1 pl (A) bzw. 3 ul (B) Triton
X-100 / mg Lipid zu 15% (A) bzw. 100% (B) solubilisiert (vergl. Abbildung 6). Leere Quadrate:
Proteoliposomen wurden nicht mit Triton X-100 behandelt. Die hochste Absorption wurde jeweils auf
100% gesetzt. Zur Bindung des Strep-tagll wurde das Streptavidin-AP-Konjugat verwendet.

Das Ergebnis der Untersuchungen ist nicht eindeutig, da es von der eingesetzten
Proteoliposomenkonzentration abhangig ist. Bei einer Proteinmenge von 5 bis 20 ng /
Reaktionsraum sind die solubilisierten Proteoliposomen ein wenig besser fur das Streptavidin-
AP-Konjugat zugénglich als die nicht solubilisierten Proteoliposomen. Dies wirde dafur
sprechen, dass zumindest ein Teil der Strep-BetP-Proteine in der gleichen Orientierung wie in
Zellen eingebaut ist. Bei einer hoheren Proteoliposomenkonzentration reagieren die
solubilisierten Proteoliposomen jedoch schlechter mit dem Streptavidin-AP-Konjugat als die
nicht solubilisierten. Dies konnte auf eine mdgliche Schadigung des Konjugats durch das
zugesetzte Detergenz Triton X-100 zurtckgefiihrt werden.

Zusammenfassend ist die gewahlte Methode genauso wie die zuvor beschriebene nicht
geeignet, die Orientierung von Strep-BetP in Proteoliposomen zu bestimmen, weshalb zur
Klarung dieser Frage in Zukunft andere Methoden gewéahlt werden mussen.
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3.7 Kinetische Eigenschaften von verschiedenen MKH13-Stdmmen

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind alle Daten der MKH13-Stamme, die rekombinante
Proteine synthetisieren, in diesem Abschnitt zusammengefasst, wobei von allen in dieser
Arbeit beschriebenen rekombinanten Proteinen die Transportaktivitdten gemessen und mit der
des Wildtyp-BetP-Proteins verglichen wurden, da jede eingefuhrte Mutation Einfluss auf die
Transportaktivitat oder die Einbaurate des Proteins in die Membran haben kann. Dabei wurde
als Stammhintergrund jeweils coli MKH13 verwendet, da in diesem Stamm die Gene flr

alle Transportsysteme fur kompatible Solute (PutP, ProP und ProU) deletiert sind.

3.7.1 EinflusseinesN- bzw. C-terminalen Strep-tagl|

Es wurde gezeigt, dass ein N-terminaler Strep-tagll keinen Einfluss auf die Transportaktivitat
und Osmoregulation von BetP hat (Morbach, personliche Mitteilung). Fir die Bestimmung
der Lokalisation der C-terminalen Doméanen von BetP in intakten Zellen (3.6.1.1) wurde auch

C-terminal ein Strep-tagll an BetP fusioniert. Diese Fusion hatte erheblichen Einfluss auf die

[y
o
o

I

N

al
I

O ]

— =

()} o

£ 80+ £ 20+

~ ~

c c

= 60+ = 154

g 8

(3] ()

Qo o)

c 40 S 104

S S

O 204 O 5

© ©

IS IS

c 04 c 04 ey
T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 20

Zeit [sec] Zeit [sec]

Abbildung 27: Glycinbetainaufnahme in MKH13-
Stammen.Die Zellen wurden 2 h (A und C) bzw. 40

N C

min (B und C) mit AHT induziert. (A)/(B): Aufgetra- 4
gen ist die GB-Aufnahme von MKH13 pASK-IBA5- . .y
betP (ausgefiillte Kreise, BetP mit N-terminalem 2h . “"‘F‘
Strep-tagll), MKH13 pASK-IBA3betP (ausgefiillte o, e
Dreiecke, BetP mit C-terminalem Strep-tagll),

MKH13 pASK-IBA5 (leere Kreise, keine BetP-Syn-

these) und MKH13 pASK-IBA3 (leere Dreiecke, keine 40’ -
BetP-Synthese). (C): Der BetP-Einbau in die Membran I
wurde im Westernblot nachgewiesen. Zum immunolo-

gischen Nachweis wurde Streptavidin-AP-Konjugat verwendet. Strep-tagll wurde N-terminal (N)

bzw. C-terminal (C) an BetP fusioniert.
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Hohe der GB-Aufnahmerate (Abbildung 27A). Der immunologische Nachweis mit Strept-
avidin-AP-Konjugat zeigte, dass die geringere Transportaktivitat im Vergleich mit BetP, das
N-terminal mit Strep-tagll fusioniert ist, auf einen erheblich geringeren Einbau des Proteins in
die Membran zurtickzufuhren ist (Abbildung 27C). Wenn BetP mit einem C-terminalen Strep-
tagll in der Zelle synthetisiert wird, erfolgt moglicherweise ein inkorrekter Einbau des
Proteins in die Cytoplasmamembran, wodurch das Protein toxisch auf die Zelle wirkt. Durch
eine Verklrzung der Induktionszeit auf ein Drittel konnte die geringe Transportaktivitat des
Proteins erhoht werden, wodurch wahrscheinlich weniger Zellen lysiert wurden, so dass mehr

intakte Zellen Glycinbetain aufnehmen konnten (Abbildung 27B).

3.7.2 GB-Aufnahmeraten von ,Einzelcystein-Mutanten*

Die gemessenen Transportraten der Stamme, die ,Einzelcystein-BetP-Proteine® syntheti-
sieren, sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Der Austausch C252T, der zu einem cysteinfreien
BetP-Protein fiihrte, hatte keinen Einfluss auf die Transportrate. Fast alle Stamme, die
.Einzelcystein-BetP-Proteine” synthetisierten, zeigten genauso oder fast genauso hohe
Transportaktivitatsraten wie das Wildtyp-BetP-Protein. Der Austausch R392C bewirkte, dass
keine Transportaktivitat mehr gemessen werden konnte, da nur sehr geringe Mengen des
rekombinanten Proteins in die Cytoplasmamembran eingebaut wurden. Eventuell ist der
hochkonservierte Aminoséurerest R392 essentiell fir den Einbau des Proteins in die

Membran.

Tabelle 8. Transportraten von MKH13-Stammen. Die Transportrate von MKH13 pASK-IBA5-

betP wurde auf 100% gesetzt und mit den Transportraten der Stamme verglichen, die das cysteinfreie
BetP-Protein bzw. ,Einzelcystein-BetP-Proteine* synthetisieren. Die Positionen der gegen Cystein

ausgetauschten AS-Reste sind in Abbildung 24 dargestellt. Die im Topologiemodell extern liegenden
AS-Reste sind hellgrau unterlegt. Abweichend von der Regel wurden die Transportraten teilweise nur
in einer Einfachbestimmung ermittelt.

K<)

o Q Q
MKH13 pAci1... 1o 191818 Rlals 8 § 0

G| |8 8|8 2 |d 2|8 | 8 &
Transportaktivitatsrate *
in % 100| 100, 10Q 100| 40 (100| 70 | O |100| 90 | 80

" nur sehr geringer Einbau des Proteinsin die Membran
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3.7.3 Einfluss von Verkiirzungen des C-Terminus auf die GB-Aufnahme

Da der C-Terminus von BetP entscheidenden Einfluss auf dessen Osmoregulation hat (Peter

et al., 1998a), wurden die BetP-Proteine mit verkiirzten C-Extensionen, die in der Arbeit von
Peteret al. verwendet wurden, mit Strep-tagll fusioniert. Dadurch war es nun moglich , diese
Proteine zu reinigen und zu rekonstituieren. Die Nummerierung der C-Deletionen orientiert
sich an der Nomenklatur, die in der oben erwahnten Arbeit verwendet wurde. Obwohl die
rekombinanten Proteine im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr gereinigt und rekonstituiert
wurden, wurden immunologische und kinetische Untersuchungen mit den Stammen
durchgefiihrt, um die molekulargenetischen Arbeiten zu dokumentieren und die Ausgangs-
position fur die wichtigen weitergehenden Arbeiten mit diesen Proteinen darzulegen. Die
Daten zeigen, dass in allen Stammen die rekombinanten Proteine in die Cytoplasmamembran
eingebaut wurden (Abbildung 28B). Damit wurde gezeigt, dass diese Proteine fir eine
Proteinreinigung und Rekonstitution verwendet werden konnen. Darlberhinaus wurde
gezeigt, dass in dem verwendeten Stamm eine Verklrzung um 12 oder 23 AS am C-Terminus
von BetP kaum Einfluss auf die Transportaktivitat hatte. Eine Verkirzung um 52 AS fluhrte
jedoch verglichen mit MKH13 pAcll zu einem Rickgang der Transportrate auf+2(0386
(Abbildung 28A).
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Abbildung 28: Einfluss von Deletionen B cl C3 C2 CO

am C-Terminus auf die GB-Aufnahme.

Es wurden Transportmessungen durchge-

fuhrt (A) und der BetP-Einbau in die .-
Membran im Westernblot nachgewiesen

(B). Kreise, cl: MKH13 pAcll (Synthese
von cysteinfreiem BetP), Quadrate, C3:

MKH13 pAcll C3-Del. (12 AS am C-Terminus fehlen), Dreiecke, C2: MKH13 pAcll C2-Del. (23 AS
am C-Terminus fehlen), Rauten, CO: MKH13 pAcll C0-Del. (52 AS am C-Terminus fehlen).
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4 Diskussion

Unter hyperosmotischen Bedingungen schitzen sich Zellen vor einem Wasserverlust, indem
sie osmoprotektive Substanzen akkumulieren. Es sind eine Reihe von Membranproteinen
bekannt, die aufgrund eines hyperosmotischen Reizes entweder kompatible Solute aufnehmen
oder die Information an cytoplasmatische Proteine weitergeben. Trotz intensiver Unter-
suchungen ist bisher nicht bekannt, welchen Reiz ein osmoreguliertes Membranprotein unter
hyperosmotischen Bedingungen wahrnimmt, der letztendlich zur Aktivierung fihrt. Um diese
Frage zu klaren, wurde in der vorliegenden Arbeit dé/®lgicinbetain-Transporter BetP aus

C. glutamicum sowohl in Proteoliposomen als auch in Zellen untersucht.

4.1 Charakterisierung von BetP in Proteoliposomen

Die Charakterisierung von BetP in Proteoliposomen war notwendig, um 1.) zu untersuchen,
ob die osmostressabhangige Aktivierung von BetP abhangig oder unabhangig von Wechsel-
wirkungen mit anderen Proteinen oder Cofaktoren ist, 2.) die Eigenschaften des Proteins in
Proteoliposomen mit denen in ganzen Zellen zu vergleichen und 3.) Eigenschaften von BetP
zu untersuchen, die in intakten Zellen nur schwierig oder gar nicht zu untersuchen sind.
Voraussetzung hierfir sind gré3ere Mengen an isoliertem, gereinigtem und funktionell
aktivem Protein, sowie die Optimierung der Rekonstitutionsmethode und der Bedingungen
wahrend einer Glycinbetain-Aufnahmemessung.

Die plasmidvermittelte Expression vdaetP unter der Kontrolle eines Tetracyclinpromotors

in E. cali und die anschlieRende Reinigung des Genprodukts Uber eine StrepTactin-Affini-
tatschromatographie fihrte zu einer Proteinausbeute von circa 600 g isoliertem Strep-BetP
aus einem Liter Zellkultur. Dies ist eine fur Membranproteine relativ hohe Proteinausbeute.
Die Identitat von Strep-BetP wurde immunologisch bestatigt und die sehr hohe Reinheit des
isolierten Proteins wurde mit Hilfe einer Silberfarbung nachgewiesen. Es folgte die
Rekonstitution von funktionell aktivem Strep-BetPEncoli-Phospholipid-Liposomen, wobei

mit den resultierenden Proteoliposomen zuné&chst nur sehr niedrige GB-Aufnahmeraten
gemessen wurden. Hohere GB-Aufnahmeraten wurden durch Variationen verschiedener
Parameter wahrend der Proteinreinigung und Rekonstitution erzielt.

Um zu Uberprifen, ob BetP in Proteoliposomen voll funktionsfahig ist oder ob es daflr mit

anderen Proteinen oder Cofaktoren wechselwirken muss, ist es sinnvoll,-figeite von
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BetP in Proteoliposomen zu bestimmen und mit denen aus intakten Zellen (Peter et al., 1996)

zu vergleichen. Die nur geringen Abweichungen der Ky-Werte fiir Glycinbetain und Nan

den beiden Systemen sowie der sehr hohg-Wert fur Glycinbetain in Proteoliposomen

sind ein sehr guter Hinweis darauf, dass die Rekonstitution von BetP in Liposomen zu keiner
Beeintrachtigung der Funktion von BetP fihrt.

Das rekonstituierte System macht es mdglich, die Abhangigkeit der Glycinbetainaufnahme
vom elektrochemischen R#Potenzial, die inC. glutamicum-Zellen bereits nachgewiesen
wurde (Farwicket al., 1995), exakter zu erfassen und die Abhangigkeit vom chemischen bzw.
elektrischen Potenzial getrennt voneinander zu betrachten. BetP zeigte wie erwartet eine
lineare Abhangigkeit vom chemischen ‘NRotenzial und eine sigmoide Abhangigkeit vom
elektrischen Potenzial wie sie fur sekundare Transporter typisch ist. Steht BetP ein
elektrochemisches Potenzial zur Verfligung multiplizieren sich die Einflisse des chemischen
Na'-Potenzials und elektrischen Potenzials, wodurch eine sehr viel hohere GB-Aufnahmerate
zu beobachten ist, als wenn nur eines der beiden Potenziale angelegt ist (Abbildung 9).

Die anfangliche Substrataufnahmerate von BetP in Proteoliposomen ist schnell und
unmittelbar. Durch eine Extrapolation der Werte fur die Glycinbetainaufnahme nach finf und
zehn Sekunden kann abgeschatzt werden, dass die Aktivierung von BetP innerhalb einer
Sekunde stattfindet (Petet al., 1998b). Diese Beobachtung wurde auch dadurch bestétigt,
dass ‘solid supported membrane’-Untersuchungen (Sesfed., 1993) Hinweise darauf
lieferten, dass die Aktivierung von BetP innerhalb von weniger als 60 Millisekunden nach
Anlegen eines hyperosmotischen Schocks erfolgte (Burger, personliche Mitteilung). Diese
Ergebnisse zeigen, dass BetP eine unmittelbare Folge des hyperosmotischen Stresses
wahrnimmt und dass die Reizubermittlung zum katalytischen Zentrum des Proteins sehr
schnell erfolgt. Im Vergleich dazu erfolgt die osmoregulatorische Antwort des
Na'/Ectoin/Glycinbetain/Prolin-Transporters EctP @usylutamicum erst mit einer Verzége-

rung von einigen Sekunden (Petral., 1998b). Dies spricht flr eine unterschiedliche
Osmostresswahrnehmung bzw. Osmoregulation der beiden Transporter.

Ein im Vorfeld nicht unbedingt zu erwartendes Ergebnis war, dass BetP in Proteoliposomen
im gleichen Ausmald auf hyperosmotische Bedingungen reagiert wie in intakten Zellen.
Obwohl BetP komplett seiner zellularen Umgebung beraubt wurde, ist es bei einer niedrigen
externen Osmolalitat inaktiv und bei einer hohen externen Osmolalitat aktiv. Dies bedeutet,
dass BetP auch in Proteoliposomen seine Eigenschaften als Osmosensor und auch als Osmo-
regulator beibehalt. Diese Tatsache beantwortet gleichzeitig auch die erste Frage in Bezug auf

die Reizwahrnehmung von BetP. Da Proteoliposomen aus prinzipiellen Grinden keinen
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Turgordruck aufbauen kénnen und BetP in Proteoliposomen dennoch osmoreguliert ist, ist es
nicht moglich, dass der Turgordruck eine grof3e Rolle bei der Osmoregulation von BetP spielt.
Die Beibehaltung der osmosensorischen und osmoregulatorischen Eigenschaften im rekonsti-
tuierten System wurde auf3erdem fur den osmoregulierten sekundaren Transporter ProP aus
E. coli (Racheret al., 1999) und fur das osmoregulierte ABC-TransportsystemLao®-

coccus lactis (v.d.Heide & Poolman, 2000) gezeigt.

Da die osmosensorischen und osmoregulatorischen Eigenschaften von BetP in Proteolipo-
somen erhalten bleiben, ist es nun moglich, mit diesem System, das enorme experimentelle

Vorteile bietet, herauszufinden, welcher aktivierende Reiz von BetP wahrgenommen wird.

4.2 Welcher Reiz wird von BetP wahrgenommen ?

Werden Zellen oder Proteoliposomen hyperosmotischen Bedingungen ausgesetzt, wird nicht
nur die externe Osmolalitat erhoht, sondern es werden auch zahlreiche weitere Parameter
verandert. Die naheliegensten Anderungen, von denen angenommen werden konnte, dass sie
von in Membranen eingebetteten Osmosensorproteinen wahrgenommen werden, sind direkte
Anderungen der Membranumgebung. Tatsachlich sind in den letzten Jahren die Einfliisse der
Membranumgebung auf osmoregulierte Membranproteine in den Mittelpunkt des Interesses
getreten (Wood, 1999; Cantor, 1999; v.d.Heide & Poolman, 2000). Es wird davon ausgegan-
gen, dass eine durch hyperosmotischen Stress ausgeloste Volumenverringerung zu einer
Erhdhung der Membranspannung fihrt (Csonka & Hanson, 1991; Bakker, 1993). Deshalb
wurde der Einfluss der Membranspannung auf die Aktivierung von BetP untersucht, indem
der Einfluss der Volumenverringerung der Proteoliposomen getrennt von anderen hyperosmo-
tisch bedingten Faktoren betrachtet wurde. Interessanterweise haben alle diesbezuglich
durchgefuihrten Versuche gezeigt, dass die Aktivierung von BetP vdllig unabhangig von einer
Anderung der Membranspannung ist (Abbildung 11 und Abbildung 14B). Dariiberhinaus
wurden Bedingungen gefunden, unter denen BetP voll aktiv war, obwohl kein hyper-
osmotischer Schock angelegt wurde! Zudem konnte ausgehend von diesem aktiven Zustand
die Glycinbetainaufnahmerate von BetP durch einen hypoosmotischen Schock wieder
reduziert werden (Abbildung 12). Das bedeutet, dass BetP nicht Anderungen der osmotischen
Bedingungen sondern den ,lst-Zustand“ der zum jeweiligen Zeitpunkt vorliegenden
osmotischen Bedingungen wahrnimmt. Mit anderen Worten hat BetP kein ,Erinnerungs-

vermogen®, wie die Situation vor dem ,Ist-Zustand“ gewesen ist.
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Da die Aktivierung von BetP, wie gezeigt, nicht durch Anderungen der Membranspannung
erfolgt, wurde untersucht, inwiefern Veranderungen der Zusammensetzung des externen und
internen Mediums die BetP-Aktivierung beeinflussen. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung
von BetP in Abhangigkeit der externen Osmolalitat sowohl durch eine Erhéhung der externen
NaCl- als auch Prolin- oder Sorbitol-Konzentration erzielt werden konnte, ohne dass signifi-
kante Unterschiede im Osmoregulationsverhalten von BetP beobachtet wurden. Da NaCl ein
ionisches Solut, Prolin ein Zwitterion ohne Nettoladung und Sorbitol ungeladen ist, ist
folglich die Aktivierung von BetP unabhéngig von der Natur des externen Soluts.

Anders als bei der Wahl des externen Soluts ergaben sich drastische Unterschiede im
Osmoregulationsverhalten von BetP bei einer Variation des internen Soluts. Wurde der
interne KR-Puffer zu einem grofR3en Teil durch Prolin ersetzt, so fuhrte eine Erhéhung der
externen Osmolalitat zu keiner Aktivierung von BetP (Abbildung 13 und Abbildung 14). Um
die in diesen Versuchen fehlende Aktivierung von BetP zu erklaren, erscheint es auf den
ersten Blick moglich, dass die erfolgten Variationen der internen Bedingungen die energe-
tischen Voraussetzungen der Glycinbetainaufnahme beeintrachtigen. Folgende Uberlegungen
schlieen aus, dass die fehlende Aktivitat durch das Fehlen treibender Krafte oder durch eine
von Prolin ausgel6ste Inaktivierung des Proteins verursacht wurde. 1.) Das chemische
Na'-Potenzial als treibende Kraft der Glycinbetainaufnahme wurde in beiden Versuchs-
ansatzen nicht variiert, da der externe Puffer mindestens 50 miNbihen enthielt, wahrend

zum internen Puffer keine Ridonen hinzugegeben wurden. Atomemissionsspektroskopische
Messungen haben ergeben, dass das als interner Puffer verwendete Medium weniger als
10 uM Nd-lonen enthielt. Wenn ein interner Puffer verwendet wurde, der 1 mM NaCl
enthielt, reduzierte sich die GB-Aufnahmerate um nicht mehr als 20% (Daten nicht gezeigt).
Das bedeutet, dass ein sehr hohes chemischeRadtenzial fir die Glycinbetainaufnahme

zur Verflgung stand, selbst wenn der interne Puffer mit an BetP heftenden
Na'-lonen verunreinigt worden sein sollte. 2.) Das elektrische Potenzial als treibende Kraft
der Glycinbetainaufnahme wurde ebenfalls nicht verandert. Wenn neben einer geringen
KP;-Konzentration Prolin als internes Solut verwendet wurde, war die int€rk@izentra-

tion zwar erheblich niedriger, als wenn ausschlie3lich &P interner Puffer verwendet
wurde. Da aber die Proteoliposomen im gleichen Puffer resuspendiert wurden, der auch im
Inneren der Proteoliposomen vorlag, wurde durch eine 200-fache Verdinnung der
Proteoliposomen im externen Puffer gewdahrleistet, dass das Verhéltnis der internen zur
externen K-Konzentration beim Start der Aufnahmemessung in jedem Ansatz konstant

gehalten wurde, wodurch gleichzeitig auch das anfangliche elektrische Potenzial in jedem
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Ansatz gleich war. 3.) Es ist nicht auszuschlieRen, dass Prolin eine inaktivierende Wirkung
auf BetP hat. Da Prolin ein kompatibles Solut ist, das@oglutamicum akkumuliert wird,

ware es denkbar, dass Prolin eiteans-inhibitorischen Effekt auf die Aktivierung von BetP
ausubt, um eine zu massive Akkumulation von kompatiblen Soluten im Zellcytoplasma zu
verhindern. Ein entsprechender Effekt ist fir das osmoregulierte Aufnahmesystem fir
Trimethylammonium-Verbindungen QacT ausctobacillus plantarum (Glaaskeret al.,

1998) und fur das osmoregulierte Aufnahmesystem fur Glycinbetain und Carnitirsiuis
monocytogenes Scott A (Verheulet al., 1997) vorgeschlagen worden. Zwei Argumente
sprechen gegen einémans-inhibitorischen Effekt von Prolin auf BetP. Setzte sich der interne
Puffer aus einer Mischung aus Kithd Prolin zusammen, so stieg die GB-Aufnahmerate in
Abhéangigkeit der externen Osmolalitat. Da unter diesen Bedingungen auch die interne
Prolinkonzentration steigt, kann Prolin nicht inhibitorisch auf BetP wirken (Abbildung 13).
Zum anderen waren die fur Prolin beschriebenen Effekte auch zu beobachten, wenn anstatt
Prolin Ectoin, Carnitin, Harnstoff oder Glukose verwendet wurde. Da zumindest die letzten
beiden Solute keine kompatiblen Solute sind, ist es aus zellphysiologischer Sicht zumindest

nicht naheliegend, warum sie einen inhibitorischen Effekt auf BetP ausiben sollten.

Da durch die oben beschriebenen Versuche ausgeschlossen werden konnte, dass BetP in
Proteoliposomen weder durch Einflisse von der Membran noch durch externe Einflisse
aktiviert wird, beschrankte sich die Suche nach dem BetP-aktivierenden Reiz in der Folge auf
die Situation im Inneren der Proteoliposomen. Unter hyperosmotischen Bedingungen stromt
Wasser innerhalb von Millisekunden aus den Vesikeln heraus (Verénaan 1996), wobei

das interne Volumen der Proteoliposomen drastisch erniedrigt wird. Da die Phospholipid-
membran lateral nur zu einem sehr geringen Grad komprimiert werden kann, wird das
Vesikelvolumen dadurch reduziert, dass die unter isoosmotischen Bedingungen kugel-
formigen Vesikel nach Erhéhung der externen Osmolalitat eine ovale, langgestreckte bzw.
schlauchbootférmige Gestalt annehmen (Sackman, 1994; Wlate 2000; Hallett, person-

liche Mitteilung). Deshalb verursachen extreme hyperosmotische Bedingungen eine
drastische Erhohung der Konzentration der internen Solute und damit der internen
Osmolalitat.

Es ware denkbar, dass BetP in der Lage ist, die interne Osmagpetitée wahrzunehmen.

Wenn dies der Fall ware, sollte die Osmolalitatswahrnehmung unabh&ngig von der Natur des
internen Soluts sein. Bereits zuvor wurde jedoch erwahnt, dass BetP zwar aktiv ist, wenn die

interne KR-Konzentration hoch genug ist, dass aber Prolin, Ectoin, Carnitin, Harnstoff bzw.
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Glukose auf der Innenseite der Proteoliposomen auch in hohen Konzentrationen nicht zur
Aktivierung von BetP beitragen. Um diese Aussage zu bekraftigen, wurden Versuche
durchgefuhrt, in denen alle Parameter aul3er der internen Osmolalitat konstant gehalten
wurden. Deshalb wurden jeweils isoosmolale Bedingungen gewahlt, das heil3t, das interne
und externe Medium der Proteoliposomen hatte jeweils die gleiche Osmolalitdt. Die
Ergebnisse der Versuche zeigten, dass eine Erhohung der internen Prolinkonzentration, wenn
Uberhaupt, nur eine sehr geringe Aktivitatssteigerung von BetP bewirkte, wahrend hohe
interne KR-Konzentrationen zu sehr hohen Aktivitaten des Proteins flhrten (Abbildung 14A).
Daraus kann geschlossen werden, dass die Aktivierung von BetP von der Natur des internen
Soluts abhangig ist.

Wahrend K und Phosphat lonen sind, hat Prolin keine Nettoladung. Deshalb wurde unter-
sucht, ob die Aktivierung von BetP eventuell von der internen lonenstarke abhangig ist. Wenn
dies der Fall ware, sollten alle lonen im Inneren der Proteolipsomen zur Aktivierung von BetP
beitragen. Allerdings wurde gezeigt, dass durch intern eingesetztes CholinCl oglek NH
keine Aktivitatssteigerung von BetP erzielt wurde. Daraus konnte geschlossen werden, dass
der BetP-aktivierende Reiz nicht die absolute interne lonenstéarke ist, sondern von dem
spezifischen Einfluss eines Kations oder Anions abhangen muss. Um zu Uberprifen, ob der
BetP-aktivierende Einfluss des internen;4RRffers vom Phosphat abhangig ist, wurden auch
Versuche mit internem KCI und KGIlu durchgefiihrt. Diese Solute zeigten eine fast gleich
starke Aktivierung von BetP wie internes KPa BetP also durch internes KCl und KGlu
aber nicht durch internes CholinCl oder }H aktiviert werden kann, kann die Aktivierung

von BetP durch internes KRveder auf die interne Phosphatkonzentration noch auf die

generelle interne Anionenkonzentration zurtckgefuihrt werden.

Da alle anderen Mdglichkeiten ausgeschlossen wurden, ist die einzige mdgliche Schlussfolge-
rung, dass die Aktivierung von BetP zumindest in Proteoliposomen durch die absolute interne
K*-Konzentration bestimmt wird. Diese Aussage wird auch dadurch bestétigt, dass die BetP-
Aktivierungskurven in Versuchen, in denen internes KBv. KCI| oder KGlu eingesetzt
wurde, erst dann deckungsgleich wurden, wenn sie gegen die intérkenkentration
aufgetragen wurden. Bis auf eine Ausnahme sprechen folgerichtig alle gewonnenen Daten
dafirr, dass die Aktivierung von BetP von der internérKiinzentration bestimmt wird. Die
Ausnahme betrifft die Aktivierung von BetP unter isoosmolalen Bedingungen bei einer
vorliegenden hohen internen’#Konzentrationen, denn unter diesen Bedingungen wurde ein

deutlich geringeres Aktivitdtsmaximum erzielt als unter hyperosmolalen Bedingungen. Wenn
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Proteoliposomen intern mit 135 mM K*-lonen beladen wurden und die K*-Konzentration

durch einen 2,5-fachen hyperosmotischen Schock auf 340 mM erhéht wurde, war die GB-
Aufnahmerate circa 2,5-mal so hoch, als wenn Proteoliposomen intern mit 340" fioMeld
beladen und isoosmolalen Bedingungen ausgesetzt wurden (Abbildung 17 im Vergleich zu
Abbildung 14A). Es ist schwierig, fur die unterschiedlich hohen Aktivitatsraten eine Erkla-
rung zu finden, da in beiden Versuchen unmittelbar nach Beginn der Aufnahmemessung die
interne K-Konzentration 340 mM betrug, weshalb die Glycinbetain-Aufnahmerate in beiden
Fallen eigentlich gleich hoch sein sollte. Eine Erklarung kénnte sein, dass die Osmolalitat des
Puffers, der wahrend der Extrusion der Proteoliposomen verwendet wurde, eventuell Einfluss
auf die Qualitat der hergestellten Proteoliposomen hat. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
die hohere Glycinbetain-Aufnahmerate weder direkt noch indirekt durch die Volumen-
verringerung der hyperosmolal gestressten Proteoliposomen verursacht wurde, da in einem
Kontrollversuch die GB-Aufnahmerate isoosmolal behandelter Proteoliposomen durch einen
zusatzlich angelegten hyperosmolalen Schock nicht gesteigert wurde (Abbildung 14B).

Eine Aktivierung von BetP konnte nicht nur durch eine hohe interfdKdfzentration
sondern auch durch eine entsprechend hohe interfie lRlv. C$-Konzentration erzielt
werden. Genauso wie'Konen sind auch Rbund C3-lonen Alkalimetall-Kationen, wobei

sich diese geringfiigig in ihrem lonenradius unterscheiden; die lonenradien” v&b'Kund

Cs liegen bei 133, 149 bzw. 165 pm (Kindler & Gliech). Die geringen Unterschiede
zwischen den lonenradien verdeutlichen, dass es kaum funktionelle Unterschiede zwischen
den lonen gibt. In der Tat ist bisher erst ein Proteinsystem bekannt, das spezifisch zwischen
K* und RB unterscheiden kann; dies ist dasAufnahmesystem Kdp au& coli (Rhoadset

al., 1977). Interessanterweise kann BetP wahrscheinlich nicht durch eine hohe intgfne NH
Konzentration aktiviert werden, obwohl dessen lonenradius bei 148 pm liegt (iahg

1996) und damit fast genauso grof3 ist wi€.Rlies konnte bedeuten, dass die Aktivierung

von BetP nicht durch kationische Molekile sondern nur durch Kationen der Alkalimetalle
verursacht werden kann. Ob N&zw. Li*-lonen in der Lage sind, BetP zu aktivieren, konnte
nicht untersucht werden, da bereits geringé-Naw. Li'-Konzentrationen im Inneren der
Proteoliposomen das chemische'Nazw. Li*-Potenzial drastisch reduzierten, wodurch die
GB-Aufnahmerate von BetP erheblich erniedrigt wurde. Um diese noch offene Frage zu
klaren, ist es wahrscheinlich notwendig, die mdgliche Aktivierung von BetP duferotier
Li*-lonen mit Methoden zu untersuchen, die unabhéngig von einem vesikularen System sind.
Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass zumindest im Proteoliposomensystem die

Aktivierung von BetP durch eine hohe interné-lKonzentration verursacht wird. Der

-70-



Diskussion

Bereich, in dem in diesem System unter den verwendeten Bedingungen eine Aktivitatssteige-
rung von BetP beobachtet wurde, liegt bei einer interneid6zentration zwischen circa

150 und 350 mM, wobei die halbmaximale Aktivierung bei circa 250 mM liegt. Diese Werte
sind nicht als vom System unabhangig flir BetP geltende Werte anzusehen sondern nur als
Richtwert, der mit der Situation in anderen Systemen verglichen werden kann. Eine
interessante Schlussfolgerung aus der gezeigteAbkangigkeit der BetP-Aktivierung ist,

dass BetP nun nicht nur als Osmosensor sondern zugleich auch als Chemosensor beschrieben
werden kann, da das Protein in der Lage ist, unabhangig von einem angelegten Osmostress

die Konzentration eines lons wahrzunehmen.

4.3 Ubertragung der Ergebnisse auf die Situation in Zellen

Da das Proteoliposomensystem nur ein Hilfssystem ist, um die Funktion eines Proteins besser
untersuchen zu kdnnen, ist es notwendig, die in diesem System gewonnenen Erkenntnisse im
zellularen System zu bestéatigen. Aus einer theoretischen Betrachtungsweise heraus ist es
durchaus denkbar, dass die Aktivierung von BetP auch in Zellen von der internen
K*-Konzentration abhangig ist, da aufgrund hyperosmotischer Stressbedingungen Wasser aus
den Zellen herausflieRt, wodurch die intern€-Konzentration in Abhangigkeit der
Verringerung des Zellvolumens steigt. Neben diesem ersten Zeitfenster, in dem die interne
K*-Konzentration innerhalb einiger Millisekunden ansteigt, erhoht sich in einem zweiten
Zeitfenster, das einige Minuten andauert, die interiKéhzentration durch die Aktivitat

von K'-Aufnahmesystemen, die unter hyperosmotischen Stressbedinguhémmel aufneh-

men. In einem dritten Zeitfenster passt sich die Zelle Uber Stunden hinweg an die neuen
osmotischen Bedingungen an, indem sie hyperosmotisch regulierte Gene exprimiert und
cytoplasmatische Klonen teilweise durch kompatible Solute, die in dieser Phase akkumuliert
werden, ersetzt. Genauso wie im Proteoliposomensystem wurden auch in den im folgenden
beschriebenen Versuchen mit intakten Zellen nur die Anderungen der Aktivitat von BetP
innerhalb des ersten Zeitfensters untersucht.

Es ist mdglich, den Einfluss der internefrKonzentration auf die Aktivitat von BetP sowohl

in C. glutamicum als auch irk. coli zu Uberprifen. Da fur die eingesetzten Proteoliposomen
Phospholipide ausE. coli verwendet wurden, wurde entschieden, die entsprechenden
Versuche irk. coli durchzufiihren, um die Daten aus den beiden Systemen besser miteinander
vergleichen zu kénnen. Ziel den vivo-Versuche war es, die Abhangigkeit der internen
K*-Konzentration inE. coli auf die Aktivitat von BetP zu untersuchen. Im Rahmen dieser
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Arbeit ist es nicht mehr gelungen, eine klare Aussage tiber ‘dibKangigkeit von BetP in

E. coli zu treffen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Zellen, die von der Anzucht bis zur
Aufnahmemessung jeweils mit Puffern gleicher Osmolalitat behandelt wurden, signifikante
GB-Aufnahmeraten zeigten. Da die plasmidvermittelte Expression von BetP unabhangig von
den osmotischen Bedingungen erfolgte, bedeutet dies, dass zur Aktivierung von BetP kein
hyperosmotischer Stress notwendig ist, sondern dass hierfur die Osmolalitdt des externen
Puffers eine entscheidene Rolle zu spielen scheint. Diese Aussage wird durch frihere
Versuche inC. glutamicum bestétigt. So konnte gezeigt werden, dass die GB-Aufnahmeraten
von hyperosmotisch geschockt€nglutamicum-Zellen nicht mehr als doppelt so hoch waren

als von C. glutamicum-Zellen, deren Anzucht- und Waschpuffer die gleiche Osmolalitat
hatten wie der hochosmolale Aufnahmepuffer (Farwick, 1994). Dieses Ergebnis kann so
interpretiert werden, dass fur die Aktivitat von BetP die Osmolalitdt der Umgebung, in der die
Zellen vor der Transportmessung vorlagen, relativ unwichtig ist und die Osmolalitat des
Aufnahmepuffers viel entscheidender ist. Es ist jedoch zu bedenkenC.dglssamicum in

diesem Versuch aufgrund des hochosmolalen AnzuchtmediumsbeiBhexprimierte als in

dem niedrigosmolalen (Farwiak al., 1995).

In Versuchen mik. coli-Zellen konnte zwar eine Abhéngigkeit der BetP-Aktivitat von der
internen K-Konzentration nachgewiesen werden, jedoch war die Abhangigkeit viel geringer
als erwartet. Die Daten konnten so gedeutet werden, dass B&Pcohi auch bei sehr
niedrigen internen kKonzentrationen aktiv ist. Jedoch waren die gemessenen internen
K*-Konzentrationen wahrscheinlich viel zu niedrig, da physiologische cytoplasmatische
K*-Konzentrationen im Bereich von circa 175 bis iiber 500 mM liegen éRalg 2000). Es

ist also durchaus moglich, dass die Aktivitat von BetP auch in Zellen von der internen
K*-Konzentration bestimmt wird, dass es aber bisher nicht gelungen ist,”e€onkentra-
tionsbereich, in dem BetP i coli-Zellen aktiv ist, zu bestimmen.

Dass osmoregulatorische Prozesse in der Tat von der intefaKorizentration abhéngen
kénnen, wurde erstmals in den achtziger Jahren vorgeschlagen, wobei die Abhéngigkeit der
Expression des osmoreguliertproU-Gens von der internen*KKonzentration beschrieben
wurde (Sutherlandt al., 1986). Basierend auf diesen Daten wurde auch eirabKangige
Aktivierung von osmoregulierten Transportproteinen auf Aktivitatsebene vorgeschlagen, ohne
dass experimentelle Daten zur Unterstitzung dieser Hypothese dargelegt wurden @tiggins
al., 1987; Booth & Higgins, 1990). Erste diesbezigliche Daten erbrachten Untersuchungen an
der osmoregulierten Sensorkinase KdpD Busoli durch Messungen mit Membranvesikeln,

die eine Abhangigkeit der Aktivierung der Kinase zumindest von der internen lonenstéarke
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darlegten (Jung et al., 2000). AulRerdem haben jingste Untersuchungen mit der osmoregulier-
ten Sensorkinase EnvZ akscoli mit Proteoliposomen und Membranvesikeln gezeigt, dass
die Aktivierung der Kinase von der internen’-Konzentration abhangig ist, wobei die
aktivierende K-Konzentration in beiden Systemen deutlich unterschiedlich war (Jung,

personliche Mitteilung).

4.4 Einflisse der Membranumgebung

Untersuchungen mit intakten Zellen hatten ergeben, dass die externe Osmolalitat, bei der die
maximale BetP-Aktivitat erreicht wurde, @ glutamicum und E. coli deutlich unterschied-

lich war (Petert al., 1996; Abbildung 20B). Die Ursache dieses deutlichen Unterschieds in
der Osmoregulation sollte mit Hilfe des Proteoliposomensystems untersucht werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Verschiebung des Osmolalitatsoptimums nicht in den
deutlich unterschiedlichen Turgordriicken der beiden Gram-positiven bzw. Gram-negativen
Bakterien begrindet liegt, sondern wahrscheinlich durch die unterschiedliche Phospholipid-
zusammensetzung der Cytoplasmamembran der beiden Organismen erklart werden kann.
Die E. cali-Plasmamembran besteht aus 80% Phosphatidylethanolamin (PE), 15% Phospha-
tidylglycerin (PG) und 5% Diphosphatidylglycerin (DPG, Cardiolipin) (Prasad, 1996),
wahrend dieC. glutamicum-Plasmamembran aus 87% PG, 5% Phosphatidylinositolmannosid,
3% Phosphatidylinositol, 2,5% Phosphatidsdure und 1% DPG besteht (Hoischen & Kramer,
1990). Uber die Bedeutung der Interaktionen von integralen Membranproteinen mit ihrer
Lipidumgebung ist bisher nur sehr wenig bekannt (\éelal., 1993), jedoch lassen sich den
verschiedenen Phospholipiden neben den Einflissen ihrer Fettsauren zwei Eigenschaften
zuordnen, die bei der Interaktion mit Membranproteinen eine Rolle spielen kénnten: 1.) die
Eigenschaft, eine Lipiddoppelschicht ausbilden zu kdnnen (bzw. die Membranspannung zu
erniedrigen) und 2.) die Ladung der Kopfgruppe (Dowhan, 1997). Um zu entscheiden, welche
der beiden Eigenschaften das Osmolalitdtsoptimum von BetP beeinflusst, wurden neben
Phospholipiden auk. coli, das zu 80% aus PE (bildet ohne Zugabe anderer Phospholipide
keine Lipiddoppelschicht aus; keine Nettoladung) besteht, zwei weitere Phospholipide fur die
Rekonstitution verwendet: PG (Lipiddoppelschicht-Bildner; negative Nettoladung) und
Phosphatidylcholin (PC; Lipiddoppelschicht-Bildner; keine Nettoladung) (Dowhan, 1997). Es
ist sehr wahrscheinlich, dass nicht die Eigenschaft der Phospholipide, Lipiddoppelschichten
ausbilden zu konnen, fur die Verschiebung des Osmolalitdtsoptimums verantwortlich ist
sondern die Ladung der Kopfgruppe. Je hoher der Anteill an negativ geladenen
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Phospholipiden in der Membran war, umso weiter war das Aktivitdtsoptimum von BetP zu
hoheren Osmolalitdtswerten verschoben. Der Einfluss von negativ geladenen Phospholipiden
konnte im Ubrigen auch fur die Sensorkinase KdpD Busoli gezeigt werden, die im
rekonstituierten System nur aktiv ist, wenn ein Teil der Phospholipide negativ geladen ist
(Stallkampet al., 1999).

Hinweise dafir, dass die Ladung der Membranoberflache fir die Aktivitdt von BetP wichtig
ist, ergaben auch Versuche mit dem Lokalanasthetikum Tetracain. Da Tetracain dafur bekannt
ist, sich in die Phospholipidmembran einzulagern und so die Membranspannung zu beeinflus-
sen (Augeeet al., 1988), wird es haufig dafur verwendet, den Einfluss der Membranspannung
auf die Aktivitat eines Membranproteins zu untersuchen (z.B. Martetaal., 1990).
Tetracain kann jedoch auch sowohl ungeladen als auch positiv geladen vorliegen und es ist
bekannt, dass sowohl die ungeladene als auch die geladene Form von Tetracain die Aktivitat
von Membranproteinen beeinflussen kann (Laméteat., 1995 bzw. Woloskeet al., 1992).

Es wurden Hinweise darauf gefunden, dass die Erhdhung der Aktivitdt von BetP durch
Zugabe von geringen Konzentrationen an Tetracain nicht durch dessen Eigenschaft, die
Membranspannung zu verandern, oder durch den Einfluss von ungeladenem Tetracain verur-
sacht wurde sondern durch den Einfluss von positiv geladenem Tetracain (Abbildung 22).

Bei gemeinsamer Betrachtung der Einflisse der Phospholipidumgebung sowie des Tetracains
auf die Aktivierung von BetP, ware eine mdgliche Erklarung fur die beschriebenen Auswir-
kungen, dass eine neutrale bzw. positiv geladene Phospholipidumgebung die Aktivierung von
BetP erleichtert. Da die Aktivierung von BetP, wie oben ausfihrlich beschrieben, von der
internen K-Konzentration abhangig ist, ware es auch moglich, dass die fiir die Aktivierung
von BetP benétigte interne "HKonzentration umso niedriger ist, je positiv geladener die
Phospholipidumgebung von BetP ist. Da eventuell die positiv geladene C-terminale Extension
von BetP bei der Aktivitatsregulation eine Rolle spielt, wurde im folgenden die Orientierung
des Proteins sowohl in intakten Zellen als auch in Proteoliposomen und der mdgliche Einfluss

der C-Extension auf die Aktivitdt von BetP untersucht.

4.5 Untersuchungen zur Orientierung von BetP

Um Aussagen daruber treffen zu kdnnen, welche Domanen im BetP-Protein bei der Osmo-
stresswahrnehmung und -regulation beteiligt sind, war es notwendig, die Orientierung von
BetP sowonhl in intakten Zellen als auch in Proteoliposomen experimentell nachzuweisen. Es

wurde gezeigt, dass die Orientierung von BetP in intakten Zellen mit dem Topologiemodell,
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das mit dem Computerprogramm PHDThtm (Rost et al., 1995) ermittelt wurde
(Abbildung 3), uUbereinstimmt, das heil3t, die Extensionen liegen auf der cytoplasmatischen
Seite der Membran. Grundlage des Nachweises war eine Methode zum immunologischen
Nachweis von bakteriellen Oberflachenproteinen (Burkovski, 1997), wobei in diesem Fall die
immunologische Reaktion des N- bzw. C-terminal an BetP fusionierten Strep-tagll mit dem
Streptavidin-AP-Konjugat nachgewiesen wurde. Es konnte gezeigt werden, dass das Ausmalf}
dieser immunologischen Reaktion sehr viel intensiver war, wenn aus BetP-exprimierenden
E. cali-Zellen invertierte Membranvesikel prapariert wurden als wenn diese spharoplastiert
wurden (Abbildung 23). Diese Beobachtung gibt einen eindeutigen Hinweis darauf, dass die
Extensionen erst fur das Konjugat zuganglich wurden, als aus den Zellen invertierte
Membranvesikel hergestellt wurden, weshalb eine cytoplasmatische Lokalisation der Exten-
sionen sehr wahrscheinlich ist.

Fur eine weitergehende Bestatigung des vorliegenden Topologiemodells wurde nachgewie-
sen, dass die hydrophilen Schleifen zwischen der ersten und zweiten bzw. zwischen der
vorletzten und letzten putativen Transmembranregion von BetP zur externen Seite der
Membran gerichtet sind. Der Nachweis erfolgte mit einer Methode, in der ausgehend von
einem Cystein-freien Membranprotein einzelne Aminosduren gegen Cystein ausgetauscht
werden und deren Zuganglichkeit fur das thiolspezifische Reagenz 4-Acetamino-4'-maleimi-
dylstilben-2,2'-disulfonat (SM) getestet wird, wobei eine Bindung nur auf der externen Seite
der Membran erfolgen kann, da SM membranimpermeabel ist (Kieb@ala 1997; Junget

al., 1998b). Mit Hilfe dieser Methode wurde gezeigt, dass in BetP die Serinreste an Position
89 und 516, die nach dem vorliegenden Topologiemodell zur externen Seite gerichtet sind, fur
SM zuganglich waren, wodurch die Bindung von 3-(N-Maleimidylpropionyl)-Biocytin (BM)

an die Thiolgruppe des Cysteins unterbunden wurde und folglich immunologisch nicht durch
Avidin-AP-Konjugat nachgewiesen werden konnte (Abbildung 25).

Zusammenfassend wurde die Orientierung von BetP mit Hilfe zweier methodisch vollig
unabhéngiger Versuchsansatze bestatigt. Des Weiteren wurde die Existenz der laut Topolo-
giemodell ersten und zwolften Transmembrandomane nachgewiesen, womit gleichzeitig
gezeigt wurde, dass BetP eine gerade Anzahl von Transmembrandoméanen enthalt. Aul3erdem
enthalt die Vorhersage der Transmembrandomanen (Anhang 2) keine ,unsicheren“ Vorher-
sagebereiche und zum anderen keinen spekulativen Spielraum fir die Existenz von hochstens
zehn bzw. mindestens vierzehn Transmembrandoméanen. Deshalb ist fast sicher davon

auszugehen, dass BetP aus genau zwo6lf Transmembrandomanen aufgebaut ist.
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Da die meisten in dieser Arbeit beschriebenen funktionellen Studien an BetP in Proteolipo-

somen durchgefuhrt wurden, war es notwendig, auch in diesem System die Orientierung des
Proteins zu ermitteln. Dies héatte es ermoglicht, die in Proteoliposomen beschriebenen
Eigenschaften des Proteins konkreten Regionen innerhalb des Proteins zuzuordnen und
konsequenter mit Erkenntnissen zu vergleichen, die in intakten Zellen gesammelt wurden
(z.B. Petert al., 1998a). Zwar erfolgt der Einbau von Membranproteinen h&ufig unidirektio-

nal (z.B. Junget al., 1997; Junget al., 1998a), so dass eventuell strukturelle Eigenschaften
des Proteins Uber dessen Orientierung wahrend des Einbaus in die Membran entscheiden.
Jedoch sind auch zahlreiche Beispiele bekannt, in denen Membranproteine in unterschied-
lichen Orientierungen in die Membran eingebaut wurden (z.B. Stevestlalg 1989; Fang

etal., 1999).

Bei der Bestimmung der Orientierung von BetP in Proteoliposomen war es trotz zahlreicher
Versuche und methodischer Variationen nicht moglich, die oben fir intakte Zellen
beschriebene Methode, mit der die interne bzw. externe Zuganglichkeit von Cysteinresten
untersucht wurde, auch erfolgreich auf Proteoliposomen anzuwenden, da eventuell
4-Acetamino-4'-maleimidylstilben-2,2'-disulfonat in Proteoliposomen anders als in intakten
Zellen membranpermeabel ist. Eine weitere Methode, mit der die Orientierung von BetP in
Proteoliposomen untersucht wurde, basierte auf der Tatsache, dass der am N-Terminus von
BetP fusionierte Strep-tagll immunologisch mit dem Streptavidin-AP-Konjugat nachgewiesen
werden konnte. Dabei wurden Strep-BetP enthaltene Proteoliposomen mit Triton X-100
teilweise oder vollstéandig solubilisiert und die beschriebene Immunreaktion mit der von nicht
solubilisierten Proteoliposomen verglichen. Unglucklicherweise beeintrachtigte das zugesetz-
te Detergenz wahrscheinlich auch die Funktion des Konjugats, so dass keine eindeutigen
Aussagen uber die Orientierung von BetP in Proteoliposomen getroffen werden konnten. Es
ist nicht auszuschliel3en, dass BetP in beiden Orientierungen in Proteoliposomen eingebaut
ist, wobei die Richtung des Substrattransports jedoch aufgrund des elektrochemischen
Potenzials in jedem Fall vorgegeben ware. Aul3erdem ist nicht auszuschlie3en, dass ein Teil
der BetP-Proteine nicht in die Membran eingebaut, sondern nur auf3en angelagert vorlag.

Zusammenfassend ist die Orientierung von BetP in Proteoliposomen weiterhin ungeklart.
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4.6 Ein Blick in die Zukunft

Eine zentrale Frage, die im Anschluss an diese Arbeit geklart werden soll, ist, welche
Bereiche im BetP-Protein fur die Osmostresswahrnehmung bzw. -regulation verantwortlich
sind. Durch friihere Versuche mit am C-Terminus verklrzten BetP-Proteinen wurde gezeigt,
dass das Fehlen der C-Extension zu keiner und Verkirzungen der C-Extension zu einer
osmostressunabhangigen und damit deregulierten Glycinbetainaufnahme fuhrten, wenn die
rekombinanten Proteine {@. glutamicum exprimiert wurden (Petest al., 1998a). Interessan-
terweise war die Glycinbetainaufnahme dieser Proteine nicht dereguliert, wenrEsimlin
synthetisiert wurden (Peter, 1998). Eine wichtige Frage in diesem Zusammenhang ist, ob
diese Proteine, wenn sie gereinigt und in Liposomen rekonstituiert werden, reguliert oder
dereguliert sind. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit die Gene der
rekombinanten Proteine in den pASK-IBA5-Vektor kloniert, so dass an das Genprodukt
N-terminal Strep-tagll fusioniert wurde. Aufgrund des Strep-tags war es nun auch anders als
zuvor moglich, den Einbau der Proteine in die Cytoplasmamembran nachzuweisen. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass auch BetP-Proteine mit fehlender C-Extension, die in
C. glutamicum keine Glycinbetainaufnahme zeigten, in die Membran eingebaut wurden
(Abbildung 28B). AulRerdem wurde durch GB-Aufnahmemessungé&n ooli gezeigt, dass

die rekombinanten Proteine, auch wenn in sehr unterschiedlichem Ausmalf3, prinzipiell in der
Lage sind, Glycinbetain aufzunehmen. Damit wurde die Grundlage fir eine zukinftige
erfolgreiche Rekonstitution dieser Proteine in Liposomen geschaffen. Durch eine Rekonstitu-
tion in E. coli-Liposomen im Vergleich zu Liposomen, die eher die Phospholipidumgebung
der C. glutamicum-Cytoplasmamembran widerspiegeln, konnte geklart werden, ob die Unter-
schiede in der Osmoregulation der rekombinanten Proteirie @oli und C. glutamicum

durch die unterschiedliche Phospholipidumgebung erklart werden kénnen. Wenn dies der Fall
ware, kdonnte die C-Extension von BetP eine spezielle Anpassung an die Bedingungen in
C. glutamicum darstellen. Unabhangig davon, ob die C-terminale Doméne von BetP essen-
tielle Bedeutung fur die Osmostresswahrnehmung und/oder -regulation hat oder lediglich eine
Anpassung an die zellularen Bedingunge€imglutamicum darstellt, ist es zur Kenntnis der
Funktion von BetP unumganglich, die Bedeutung dieser Domane im Detail zu untersuchen.
Eine Reihe weiterer interessanter Fragestellungen, die sich aufgrund der vorliegenden Arbeit
ergeben haben, werden in zuklnftigen Arbeiten ebenfalls eingehender untersucht werden.
Dies betrifft zum Beispiel die Abhangigkeit der Osmostresswahrnehmung von der internen

K*-Konzentration in intakten Zellen, wobei Ideen gefunden werden miissen, auf welche Art
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und Weise die interne K*-Konzentration variiert werden kann, am besten ohne die Zellen
unterschiedlichen osmotischen Bedingungen auszusetzen. Die Untersuchungen bezuglich der
internen K-Konzentration werden in Zukunft sicher nicht nuiEincoli-Zellen sondern auch

mit C. glutamicum-Zellen durchgefiihrt werden, unter anderem auch weil di&dazentra-

tion in Gram-positiven Bakterien hoher ist als in Gram-negativen (Kakinuma & Igarashi,
1988; Caylayet al., 1991). Interessant ist in diesem Zusammenhang, ob die unterschiedliche
externe Osmolalitdt, bei der das Aktivitatsmaximum in den beiden Organismen erreicht
wurde, von der internen ‘KKonzentration abhangig ist. AuBerdem muss der Einfluss von
sogannten ,gebundenen* bzw. ,freien“*fonen im Cytoplasma bedacht werden. Die
,gebundene” K-Fraktion gleicht die negativen Ladungen der cytoplasmatischen Makromole-
kule aus, wahrend die ,freie*KFraktion die Ladungen von kleinen Anionen im Cytoplasma
ausgleicht. Obwohl erst wenige Daten zu diesem Thema vorliegen, ist bekannt, dass sich das
Verhéltnis der ,gebundenen® zur freien“ "eraktion in Abh&ngigkeit der osmotischen
Bedingungen veréandert (McLaggetral., 1994).

Ein weiteres Thema, das in Zukunft nédher betrachtet werden sollte, ist der im Rahmen dieser
Arbeit nur in begrenztem Umfang untersuchte Einfluss von auf der Membran exponierten
positiven bzw. negativen Ladungen auf die Osmoregulation. Sowohl der aktivitatsfordernde
Einfluss des positiv geladenen Tetracains als auch der aktivitdtsmindernde Einfluss des
negativ geladenen Phospholipids PG deuten darauf hin, dass membranassoziierte Ladungen
im Zusammenspiel mit positiv geladenen potenziellen Interaktionspartnerior(&n,
C-Extension, hoch konservierte Schleife nach der achten Transmembrandoméne) wichtige
Parameter im Zuge der Osmoregulation von BetP sein kdnnten.

Schlielilich ist es auch notwendig, die Orientierung von BetP im Proteoliposomensystem zu
kennen, um experimentelle Daten besser bestimmten Regionen im Protein zuordnen zu
kénnen. Eine mdgliche Methode, die sich hier anbietet, ist der proteolytische Verdau von
rekonstituiertem BetP mit Endoproteinasen, die nur nach bestimmten und extern liegenden
Aminosauren schneiden kénnen, und anschlie3ender Auftrennung der Proteinbruchstiicke, um

aufgrund deren Gro63e auf die Orientierung von BetP schliel3en zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welcher Reiz unter hyperosmotischen
Bedingungen von dem Glycinbetain-Transporter BetP aus C. glutamicum wahrgenommen

wird und somit letztendlich zur Aktivierung des Proteins fuhrt.

Zur Untersuchung dieser Frage wurde BetE.inoli-Phospholipid-Liposomen rekonstituiert,

da Proteoliposomen den Vorteil bieten, das interne und externe Medium sowie die Phospho-
lipidzusammensetzung der Membran beinnahe beliebig variieren zu kénnen. Als Vorausset-
zung der Rekonstitution wurde BetP zuvor erfolgreich heteroldg ooli synthetisiert und

anschlielend mit Hilfe einer StrepTactin-Affinitatschromatographie isoliert.

Die Bedingungen der Rekonstitution wurden hinsichtlich der Glycinbetain-Aufnahmeaktivitat
der Proteoliposomen optimiert. Eine anschlieende Charakterisierung von BetP zeigte, dass
sich die kinetischen Parameter von BetP in Proteoliposomen kaum von denen in
C. glutamicum- und E. coli-Zellen unterscheiden und dass die Glycinbetainaufnahme wie in
intakten Zellen von einem elektrochemischen’'-Baadienten getrieben wird. Es wurde
gezeigt, dass BetP in Proteoliposomen alle Eigenschaften eines Osmosensors und Osmo-
regulators beibehélt, was nahelegt, dass zur Funktion von BetP keine weiteren zellularen

Faktoren notwendig sind.

Durch einen hyperosmotischen Schock veréndern sich zahlreiche Parameter, die alle fir den
BetP-aktivierenden Reiz in Frage kamen. So erhdht sich zum einen die Membranspannung
der Proteoliposomen und zum anderen die Osmolalitat, lonenstarke und Solut-Konzentration
des externen und internen Mediums. Im Laufe der Untersuchungen zur Bestimmung des
BetP-aktivierenden Reizes konnte gezeigt werden, dass weder Anderungen der Membran-
spannung noch der Bedingungen auf der externen Seite der Proteoliposomen von BetP direkt
wahrgenommen werden kénnen. Es erwies sich, dass die Bedingungen im Inneren der
Proteoliposomen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung von BetP haben. Es konnte
gezeigt werden, dass dabei weder die interne Osmolalitat noch die generelle Anionen- oder
Kationenkonzentration eine Rolle spielt, sondern dass die Aktivierung von BetP ausschliel3-
lich von der internen Konzentration an-konen oder K-ahnlicher Kationen abhangig ist.
Anschlielend wurde untersucht, inwiefern die nun vorliegende Modellvorstellung der
Aktivierung von BetP durch die interne’#Konzentration auf das physiologische System der

intakten Zellen Ubertragen werden kann. Hinsichtlich dieser Untersuchungen wurden
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Hinweise gefunden, dass die Aktivierung von BetP eventuell auch in intakten Zellen von der

internen, das hei3t cytoplasmatischeftkonzentration abhangig ist.

Neben der Untersuchung des BetP-aktivierenden Reizes wurde aul3erdem der Einfluss der
Zusammensetzung der Phospholipidmembran der Proteoliposomen auf das Osmoregulations-
verhalten von BetP untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Phospholipidzusammen-
setzung der Proteoliposomen entscheidenden Einfluss auf die Hohe der externen Osmolalitét
hat, bei der die Transportaktivitat maximal anstieg. Es wurden Hinweise gefunden, dass fur

diesen Anstieg ein umso hdherer hyperosmotischer Stress vorliegen musste, je starker negativ

geladen die eingesetzten Phospholipide waren.

Die Orientierung von BetP in Proteoliposomen konnte nicht nachgewiesen werden, jedoch
wurde die Orientierung von BetP in intakten Zellen, die mittels einer computergestitzten
Topologievorhersage vorgeschlagen worden war und deren Bestimmung fir die spatere Suche
nach funktionellen Domanen im Protein wichtig ist, durch zwei unabhangige Methoden

bestéatigt.
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6 Anhang
6.1 BetP-Nukleotidsequenzin pASK-IBAS5-betP

CCATCGAATGGECCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGT TGACACTCTATCATTGATAGAGT
TATTTTACCACT CCCTATCAGT GATAGAGAAAAGT GAAATGAATAGT TCGACAAAAATCT

RBS tetA-Promotor Xbal
AGATAACGAGGGCAAAAAAT GGCT AGCTGGAGCCACCCGCAGT TCGAAAAAGGCGCCGAG
RBS Start Nhel Strep-tag 1 Bsal

ACCACTACATCTGACCCAAAT CCGAAACCGATAGT GGAGGATGCTCAGCCAGAGCAAATT
2.ASvon BetP
ACCGCAACCGAAGAACT GECGGECTTGCTTGAGAAT CCAACTAACCT GGAAGGGAAACT G
GCCGACGCCGAAGAGGAAATTAT CCTCGAAGGCGAAGACACCCAGGCCTCACTTAACT GG
TCAGT CATCGT TCCAGCCCTAGTCATTGT CCTAGCGACAGT GGTGTGGGGTATCGGATTC
AAAGATAGCTTTACCAACTTTGCTAGI TCTGCGT TGT CAGCAGTAGTTGACAATCTCGGC
TGGGCCTTCATTTTGTTTGGCACAGTCTTTGTATTTTTTATCGT TGT TATCGCCGCTAGT
AAATTCGGCACGATTCGCT TAGGCCGCATTGATGAAGCACCAGAGT TTCGCACGGTGTCA
TGGATTTCCATGATGT TTGCT GCAGGTATGCGGTATTGGT TTGATGT TCTACGGAACCACA
Pstl
GAACCTTTAACCTTCTACCGCAATGGT GTACCTGGACATGATGAACACAATGT TGECGT T
GCTATGTI CCACGACAATGT TCCACTGGACCTTGCATCCATGGGCTATCTACGCAATTGT G
Ncol
GGCCTAGCCATTGCCTATTCGACCT TCCGAGT GGGCCGTAAACAGCTTCTAAGCTCTGCA
TTCGTGCCACTCATTGGT GAAAAAGGT GCAGAAGGAT GGT TGGEGCAAGCTCATCGACATC
CTGGCGATTATCGCCACCGTATTCGGCACGGCATGTI TCCCTTGECCTTGGTGCCCTGCAG
Pstl
ATTGGT GCAGGCCTGI CCGCAGCAAACATCATTGAAGATCCAAGCGATTGGACCATCGT T
GCCATTGITTCTGTTTTGACCCTGGCATTTATCTTCTCCGCTATTTCTGGTGT GGGCAAG
GGAATCCAGTACCTCTCCAACGCCAACATGGT TCTGGCAGCTCTGCTCGCGATTTTCGT G
TTCGT TGTCGGACCAACCGTGTCGATTTTGAACCTGCTGCCAGGT TCTATTGGCAACTAC
CTGTCCAACTTCTTCCAAAT GGCAGGCCGCACT GCCATGAGT GCCGACGGCACAGCAGGT
GAGTGGCTAGGTAGCTGGACCATCTTCTACTGGGCATGGTGGATCTCTTGGTCACCATTC
BstEIl
GTAGGAATGT TCTTGGCACGTATTTCCCGTGECCGCTCCATCCGTGAGT TCATCCTGEEC
GIGTTGCTCGT CCCAGCAGGTGTGTCCACCGTATGGT TCTCCATTTTTGGTGGECACTGCG
ATTGTCTTCGAACAAAAT GGGGAAT CCATTTGGGEGT GATGGT GCAGCAGAAGAGCAGCTT
TTTGGATTGCTTCATGCACT TCCAGGT GGGCAAATCATGGGCATCATCGCCATGATTTTG
CTGGGTACTTTCTTCATTACCT CTGCTGACTCTGCTTCCACCGT CATGGGCACCATGAGT
CAGCACGGCCAGCT GGAAGCCAACAAGT GGGT GACAGCTGCCTGGGGT GTTGCTACCGCA
GCTATTGGACTAACCCTATTGCTTTCTGGTGGTGACAATGCCT TGAGCAACT TGCAAAAC
GITCACCATCGT GGCTGCAACACCATTCTTGITTGTGGTTATTGGATTGATGI TTGCGT TA
GTCAAGGACTTAAGCAATGATGTGATCTACCT CGAGTACCGT GAGCAGCAACGCTTCAAC
Xhol
GCGCGCCTTGCCCGT GAACGT CGTGT TCACAATGAACACCGCAAGCGT GAACTGGCTGCA
AAGCGACGCAGGGAGCGT AAGGCGAGT GGCGCGEGEGAAGCGTCGATAGAAGCTTGACCTG
Stop HindllI
TGAAGT GAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCTGCCGTTTACCGCTACTG
.................................... GCCTTTTGCTCACATGACCCGACA
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6.2 Vorhersage der Transmembrandomé&nen von BetP

Die Vorhersage wurde mit dem Programm PHDThtm (Rost et al., 1995) erstellt. Die
schattierten Bereiche geben die putativen Transmembranregionen an. Die Dezimalkomma
stelle der Wahrscheinlichkeit der Lokalisation der jeweiligen AS in einer Transmembran-
region (T; p(TMD)) bzw. in einer internen bzw. externen Schleife (i, o; p(loop)) ist
angegeben ; z.B. 5 entspricht p(0,5-0,6).

AS | MTTSDPNPKPI VEDAQPEQ TATEELAGLLENPTNLEGKLADAEEEI | LEGEDTQASLNW
p(TVMD)! | 000000000000000000000000000000000000000000000000000000000001 |
p(Loop) 2| 999999999999999999999999999999999999999999999999999999999998|

AS | SVI VPALVI VLATVWWE GFKDSFTNFASSAL SAVVDNLGWAFI LEGTVFVEFEI WI AAS|
p(TMD) | 246888999999999888764322111111112356778899999999999999998876]|
p(Loop) | 753111000000000111235677888888887643221100000000000000001123|
PHDTht m | i TTTTTTTTTTTTTTTTTTO000000000000000000TTTTTTTTTTTTTTTTTTITi i |

AS | KFGTI RLGRI DEAPEFRTVSW SMVFAAGME GLMFYGT TEPLTFYRNGVPGHDEHNVGV|
p(TMD) |432100000000000001124678889999888887642110000000000000000000]
p(Loop) | 567899999999999998875321110000111112357889999999999999999999|

AS | AMSTTMFHWILHPWAI YAI VGLAI AYSTFRVCRKQLLSSAFVPLI GEKGAEGWALGKLI DI |
p(TMD) | 000013456788889899999998876531110000000000000000000000012457|
p(Loop) |999986543211110100000001123468889999999999999999999999987542|

AS | LAI'l ATVFGTACSLGLGALQ GAGLSAANI | EDPSDWTI VA VSVLTLAFI FSAI SGVCK|
p(TMD) | 888999999988887665422110000000111235788899999999999988876532|
p(Loop) |111000000011112334577889999999888764211100000000000011123467|
PHDTht m | TTTTTTTTTTTTTTTTT00000000000000000000TTTTTTTTTTTTTTTTT Tiiiii|

AS | G QYLSNANWLAALLAI FVFWGEPTVSI LNLLPGSI GNYL SNFFQVAGRTAMSADGTAG
p(TMD) |211111234678899999999999988876543221110000000000000000000000]
p(Loop) | 788888765321100000000000011123456778889999999999999999999999|

AS | EALGSWITT EYWAWN SWEPFVGVELARI SRCGRSI REFI LCVLLVPAGVYSTVWFS| FGGTA|
p(TMD) | 000013567889999888899888764431111111123467888999999998887654|
p(Loop) |999986432110000111100111235568888888876532111000000001112345]|

AS | I VFEQNCESI WEDGAAEEQLFGLLHALPCGQ M3 | AM LLGTFFI TSADSASTVMGT MS|
p(TMD) | 321000000000000000000001112467889999999999999888754321000000|
p(Loop) | 678999999999999999999998887532110000000000000111245678999999|

AS | QHGQLEANKW/TAAWGVATAAI CLTLLLSGCEDNAL SNLONVTI VAATPELEVWI GLVFAL |
p(TMD) | 000000000001356788888998887542211111112467889999999999998876|
p(Loop) |999999999998643211111001112457788888887532110000000000001123|

AS | VKDLSNDVI YLEYREQQRFNARL ARERRVHNEHRKREL AAKRRRERKASGACKRR)
p(TMD) |4211000000000000000000000000000000000000000000000000000|
p(Loop) | 5788999999999999999999999999999999999999999999999999999|
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6.3 BetP-Alignment mit anderen Mitgliedern der BCCT-Familie

Das Alignment wurde nach Corpet (1988) erstellt. Rot dargestellte Aminosauren sind in allen,

blau dargestellte in mindestens 50% der Proteine identisch.

) 1 E-] = LAl el [ L - - LLL) LIE 1w L%}

i H
Eri P llImﬂmllﬂlttl!l&.llﬂ.ﬂ!H[wlmmmﬂﬂl‘l“mﬂ.ﬂ‘Iﬂ‘mml'll‘lr-ﬁl‘l'ﬁ'lmlrl-lﬂ
B DRSS SIS rn rL LSRR L DTG TRV TL A 1SE LS P S S S Tl S TH TGHL L -1l [G LG THL YT SRR DL 6T
-smmmwmwlmmlmm“ﬂmrml-im#mmtmu:
R TR T P Do DY I ST P T M VRS L TG0 G ] <L BT WL TCEI SREE T DR R
ATERTEFE A DT FF T il TR T e e 1 Vil S 7 PR G LTI S R T v
(T SHERE KD T L TL LS T DL R S L BT | LT YL =L S LY S TR SRR oe
il R S W T TR T Pl e, SISl [ TTEF G = WG P AF CLFL TFEF Ra D ol
mmmtmmrﬂmutmmnlmm l"-I:I:I.I.f'.'I.I‘Ll'I.ITIHI'.-.'.I‘

AR R SFEL NISCRULF CRFPITSHRY TR LU Wil =L DR FFLGTTL TIRF SEERAT AL GT
mlut“lumlmmlmﬂlmtmﬁlﬂmlF
FELLAAGL Y TYL T SR DR G-

..... P R PP PR P PR SR TR PR, YRR RFFEPERSeT. FRFRPEPESERRTeeT N NS SR SRRERL LR ML

(&1 A 1% i () ifm Fa L Fatl b s ¥ i s
mmmm |
I.PL Mlumnmaumlmmm-m lﬂmiﬂ. T R IE TG TS
FIECNE PR ST S L FILUHTL PP =TS | FE L HORL BEEs S SHULL THL T AT =T B LS5 1 F R F LR - SR [0 D] 8 L8 G T
[l PG L SO BT PG AT il PR S ST 1Y - hR L PR ST 1L R - B0 PR TP [V LRI VRN IS LS
IO N HAL T T A T TR L PR T TR R R
N L SR AT T =FTVLFLE RS0 TLL K= RIS D I DAHRL LG EL T
(AP F L Gl ARG DT P F G E TOTPIOPTE e~ | TEFRTRERRL ST TSI Wi G TF ST~ T~ D, TP F - RN D IR R THTT
FIENTLT T L S B SGHG T VT VRS P DT = =i T TP DAL FS Er T a0 TR WL DT O = PR CE5 T L =i [T DI T BT Teas 1S
P PR o G T T el L SRRl G T D B G i TR T 7 T il v AT EF - TR YT b i Dl T TTRTRTATATT
TR [P TS O 15 AL TR O =TT | DY D EEEPY |E R LIRSS T G || PUEE T LSS G THLH KRR [ O L L= TERE L [ER LT SR
HEPPLF ST RERTF sl A TR F RS T TS T R T T | R S50 T FORTYSFL AT PRl VPG A TL AVl e G o T 7 6 DTG 15
=R T | L L DT ] VR ==L T T T L RO | b S R | LN LS [ THE R S L LR LW TR L R LS
R "~ [T T T T S PN T T O T R . T3 I - | | N

BEL b i b= T I hral ] T p -2 0 IMa I T

SRERRLE

,_
[
=

4 gl

5E%
I
ki
é
LT
%

E‘!E& Hn

UL LTI L S [ RTINS AL TLA ] IETVL ] A S DAL PSS | YL ST N | P = == G TP ML LT T W [
Nk AT TR ol T THMT1 1RI AT rra-'ns.uurh‘.rm “H HIEI IIﬁ'ﬂ.F‘-l-'I1|’-P1I Flom [P FYREEFF] et She————R00 TT-FF ORI 1 B = sl TAMT
TR LT ERNC S [P, N L 0 EL L VP ST T | ] ] s S F 1L F ) LT L IR L] T L | [P o =P =LA | WY WS T [T
LR G T S F L - Hr A B DS L TA TA TR YSE PRl L SHT i S AL AL L P TP A LTS LR TR il L |00~ el DR
wmmurtmumrmmumnu-nw L IW'L“’MIMH‘TFIHI"#W'H“
LR IO YL SN [P - [ . DL 5 LA TSN T SE G AL S R LR UL LWL R i TL T Tl === - - A 1L | SR
W.HIHJHH.-'I.“H]'-‘Il'I.II[‘FN.FLLMM‘Mmﬂwmmﬂn-ﬂ'mmhlhlmlr‘h—mlmllﬂ-I.‘BIIZI
ILGLGTRRT HEE] TRLNE - T TP S LIS T L W YW YL TL T EFTL S M LY G D | I ¥
FRLATPLL & P il ﬂl‘l‘-i.'ﬂ'"#u'lll.l-ﬁl“-’-h SERRATES TR W FL CREF TV BT T T TATGE R D80 i TR R T S0 8 TG T v Pk | TF =l vl T TR
ILELATIPL YT LG [ =H | L DL DT 0 T PO LT AL Y LT v DO R S LSRN T 1O TRATY T L L YL PR T o o 0 PO T ¥ LT
WP TARTF TES Sl Dol P T8 § DL GG TFT] S580 5 DNl OF KRR L P LA TVRFTRF DS S CTHAT 1708 gl F T —————— el TN F 7l e T
{11 IR PR o PSS [P 1, PRPIIMI] PP L) L | TP LY T O P L TE Y, T P TRRRE AT L TR T P T

:I'II. o A L) Ll L ol Lol i~ =FE i "l bam '.'H.l

H"-'H'I-I.Fi‘l'whl'!-l'iiIl.l'-'rlLmW?lFfﬂﬂrﬁ-ﬂﬂlIH}ﬂlh!ﬁlmtrﬁﬂllﬂﬂlmr‘ﬁhﬁhﬂiﬁ—mmrﬁ
IPVGHT TP SRER TSN TIL TR ST BL LA T LT LT ] S VOO TS == S VLT O S P 'S LY LT VL BT R T S T 5 ST s WKL T W G CHH
tPMM|mrﬁF|HMHm|FrWFﬂwm1w-1m=mmuﬁhumn:ﬂrnnnﬁmmlmr—ﬂmrm
IPEVGHE TP SR T DR ITATVLL ST TE DAL | LF G LRGSO G« ol T8 P50 F PLL DL P BB L PSVLIVL IR N R PSS N e PR TREFSTLED
l'l"u'ﬂ.HmilHrl:ﬁFll-‘mWIHHDLFMMH‘I-MEIEFF:II—’HFI:I.I.I-‘IAIINHFTEWIWIIIFIWNMWHM
PEPULE LT S D VLG YL LT O LML GRS TR DO P L = S YU L BT 1SR T GLLE SR L L | H T i
n'a:l:r:lm'.r.u.lrmnmwunmslrmmms—rlmmeﬁm:t:mlm:urﬂlm—um“mﬁ
FPPTLLE TFI] S O L GYIVL L T M T LS F WG B B mmm = VL F T B F L S L FLL LR LTS TF VL G D, M= P T DL
PATPTT TG SEER T D 1TV CHETG PGS VL GRYEL S0 TR YA T VRGO LITCLLGT L PO AL LI RO ERS 7OV TL L RS Y S Tl L RO s T iCT
mmmu—r--.-.‘rr-n'-mIﬂumrtrWLun-i:r-rrﬁun-wmm--Lir-nuﬂﬂmlll-u*ﬁ::&ﬂu-iwﬁmmmmn.va
PR TR SRR I THGL 1L B5-T W T T G HE SR I DG T TONL LT <L G H LNV | T S DL G GO DL BT

#oa, F o el b L L Fas ety |lu..-......................-......|..Jl....l...........I'..'l--.I-...--....-...............-..i.-u...
k) Eoan i Lk B T Lim B T ki A (] [0 (=1

[ 1
DL TLL L Sl S Y TR FPLN ¥ DL [YLETPA DR S AP MR R RRTT RS Caas

il.'l'l"l'l'l.LIﬂH.fi.lﬂ.lll.]l'ﬂ" !ﬂmﬁlmllﬂWHﬁﬂ.EEWﬂﬂmﬂw“ﬂm TR R YO ) R | P
WL TISPS FEEST WY~ FESN T PUKL LSS0 Y G PP S -(GH 1 Y1 P ¥ DD = LD NI HG
m.um ruﬁrmmuﬂumﬁn:ﬂiwm—m—nw—ﬁrﬂlm|wmm—ﬁ TVTHF - R E
T === SEEL RL THTL TP FPBLLHL VHCT 5L BEL DRORCTY S TV RIS BT A e ML IDERI T O KT LI L G VAL PTIHIE | B T =~ PHL ST 1 ==STLT R
00 TG, e R T T TR 50 DR F IR, YIS 0 PRS- B, . O, SR G P VP 17 T RS, TAC TPV | VR B G L Sl — PP G
FRTVLL VoSS L TFLTL L P15 DL LS T S W [KKTE KL DR KTy

AL Y-——BiEd. T WP TR T 5 TV [ ATVEL FYSL BN G VR RS

LLFPEL TF e SURHILIC. H L FLSL LCSS | LR 715

L1 [VLL Pl ~— G 6 D TR PGl FUIT P L TL ST TH D il
l.l.i'l.‘.l.l.l.ﬂ—ﬂl.(l'llIm1lﬂlimmﬁi]h*#mimHWﬂhHm

......... [ DS ST o Wl

i

BiL

BELTY

EEEE il

-
H

LESEIERRRRE i!i&!!!t

?

L [EEH] L1 2 L] et} na i [ EL] =

EatF

Lead  GTEEGENVDRRED

EcbF S EINVEL RFRSE L
S TR

7
- l&flrﬁ”ﬂm&lmm*mmjﬂlmmlﬂm
BaLt TR ITLLLLE-DERD ST P I L ST W TH-1 R R ST

iﬁ‘i!{ ¥

-83-



Anhang

6.4 Vergleich von BetP mit anderen Mitgliedern der BCCT-Familie

Tabelle 9: Vergleich von BetP mit anderen Mitgliedern der BCCT-Familie. Wesentliche Daten
wurden mit Sequenzvergleich- und Sequenzanalyse-Systemen ermittelt (Corpet, 1988; Rost et al.,

1995; Bairoch et al., 1997).

Protein - osmo- | AS am Terminus
e Organismus Substrat )
(Identitat) g reguliert N- C-
BetP (100%) | C. glutamicum Glycinbetain ja 61 56
: Ectoin -
LcoP (40% C. glutamicum e a 53 102
(40%) g Glycinbetain, ? J
: Ectoin, Prolin -
EctP (35% C. glutamicum o a 25 109
(35%) g Glycinbetain J
OpuD (46%) |Bacillus subtilis Glycinbetain ja 9 30
BetL (43%) | Listeria monocytogenes | Glycinbetain ja 8 26
y917 (41%) |Mpycobacterium Glycinbetain ? 23 90
tuberculosis
yh06 (38%) | Haemophilusinfluenzae | Cholin ? 11 182
BetT (35%) |E.coli Cholin (ja) 17 182
CaT (28%) |E.cali Carnitin (nein) 14 12
y679 (?%) | Treponema pallidum Carnitin (?) ? 13 11
yeaV (28%) |E.coli (keine1.TMD) |Carnitin (?) ? 0 45
G Giio sTWG extern
FASg N Vp GNY, AT TA SxreER
™% Y .G (GVa GLsAA I LMom ¢ GILEEQ
F Ly 2N ma 1S Rl b N AL
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Abbildung 29: Hochkonservierte Aminosauren in BetP.Aus den aus Tabelle 9 ermittelten Daten

ergeben sich die dargestellten hochkonservierten Aminosauren in BetP. Rot dargestellte AS sind in
allen in Tabelle 9 aufgefiihrten Proteinen identisch. Orange dargestellte AS zeigen Positionen an, an
denen entweder ein Tyr- oder Phe-Rest bzw. ein Arg- oder Lys-Rest eingebaut ist. Mindestens zwei
der drei fett dargestellten Trp-Reste sind in allen in Tabelle 9 aufgefiihrten Proteinen eingebaut.
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