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The Lysine Export Carrier in Corynebacterium glutamicum

- Topology and Regulation -

The L-lysine export carrier LysE of the Gram-positive bacterium Corynebacterium
glutamicum represents the first functionally analysed member of a new widespread
superfamily of bacterial translocators. The results of phoA and lacZ fusion analysis of the
topology of LysE suggest a unigue topology for LyskE. There is good evidence supporting a
model in which LysE spans the cytoplasmic membrane five times with one additional
hydrophobic domain which is most probably attached to the external side of the cytoplasmic

membrane.

The putative regulator gene lysG is located adjacent to lyskE and is divergently transcribed.
Single-copy transcriptional fusions of fysE with lacZ show that LysG is a positive regulator of
lysE expression enabling it to be induced up to 20-fold. This induction requires an inducer
molecule. Using dipeptide feeding experiments intracellular L-lysine, L-arginine, L-citrulline
and L-histidine were shown to act as inducers on the LysG-mediated /lysE expression. While
L-arginine and L-lysine are substrates of LysE this is not the case for L-histidine and L-
citrulline. An in vivo experiment and gel shift studies provided evidence that LysG binds to
the intergenic region of lysk and lysG. This region was delimited to 105 bp of this divergent
promoter region of lysk and lysG.
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[. Einleitung

L-Lysin gehoért zu den neun der 20 proteinogenen Aminosauren, die fur Saugetiere
essentiell sind. Da diese Aminosaduren in vielen Pflanzenproteinen in vergleichsweise
geringen Mengen vorkommen, stellen sie haufig den limitierenden Faktor in der Nahrung
dar [Malumbres et al., 1995]. Aus diesem Grund kommt ihnen eine grolle Bedeutung als
Lebensmittel- und Futtermitteladditive zu [Malumbres et al., 1995, Crueger & Crueger,
1990]. Die Jahresproduktion von L-Lysin liegt derzeit bei etwa 350 000 Tonnen
[Leuchtenberger, 1996]. Dies erfolgt ausschlieBlich auf mikrobiellem Wege mit
Corynebacterium glutamicum. C. glutamicum wurde 1957 von Kinoshita et al. aus
Bodenproben isoliert. Es handelt sich bei diesem Eubakterium um ein Gram-positives,
biotin-auxotrophes, unbewegliches Bakterium, das keine Sporen bildet und von stabchen-
bis keulenférmiger Gestalt ist. Sein namensgebendes Merkmal ist seine Fahigkeit zur
Glutamatproduktion, die bereits mit Wildtypzellen bei Biotinmangel erfolgt [Kinoshita et al.,
1957]. Im Laufe der Zeit konnten auch Mutantenstamme isoliert werden, die zur effektiven
L-Lysinproduktion geeignet sind [Kinoshita et al., 1958, Shiioc & Miyajima, 1969; Shiio &
Sano, 1969].

Die Lysinbiosynthese in C. glutamicum ist sowohl genetisch als auch biochemisch
weitestgehend aufgeklart [Sahm, 1995; Eggeling & Sahm, 1999]. Sie erfolgt wie bei allen
Prokaryoten als Teil der mehrfach verzweigten Biosynthese der Aminosauren der
Aspartatfamilie [Patte, 1996] (s. Abb. 1). In C. glutamicum stellt die Aspartatkinase das
erste Enzym dar, das den Metabolitflu® in Richtung der Aminosduren der Aspartatfamilie
steuert. Im Gegensatz zu Escherichia coli und Bacillus subtilis, die beide Aspartatkinase-
Isoenzyme besitzen, die jeweils unterschiedlich reguliert werden [Chen et al, 1987,
Cohen & Saint-Girons, 1987; Graves & Switzer, 1990], gibt es in C. glutamicum nur eine
Aspartatkinase. Diese wird durch das Gen lysC kodiert [Kalinowski et al., 1991]. Die
Aspartatkinase unterliegt einer konzertierten Endprodukthemmung durch L-Lysin und L-
Threonin [Nakayama et al., 1986]. Eine Regulation von lysC auf Transkriptionsebene, wie
sie fur E. coli beschrieben wurde [Richaud et al., 1980], konnte fur C. glutamicum nicht
nachgewiesen werden [Cremer et al., 1991]. Bereits die Uberexpression des Gens fir die
Endprodukt-resistente Aspartatkinase, lysC™" [Kalinowski et al., 1991], fiihrt im Wildtyp
zur Produktion von L-Lysin durch C. glutamicum [Cremer et al, 1991]. Am
Verzweigungspunkt der Biosynthese in Richtung L-Lysin bzw. L-Homoserin (s. Abb. 1)

konkurrieren die Enzyme Dihydrodipicolinatsynthase (dapA) und Homoserin-
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dehydrogenase (hom) um das gemeinsame Substrat Aspartatsemialdehyd. Die
Homoserindehydrogenase von C. glutamicum wird analog zu den E. coli Isoenzymen
[Truffi-Bachi ef al., 1968; Dautry-Varsat ef al, 1977] durch Threonin oder Isoleucin
inhibiert [Miyajima & Shiio, 1970] und durch Methionin reprimiert [Miyajima & Shiio, 1971,
Follettie et al., 1988]. Die Reduktion der Homoserindehydrogenaseaktivitat fihrt zu einem
erhdhten FluR in Richtung L-Lysin [Nakayama ef al, 1961; Shiio & Sano, 1969;
Bachmann et al., 1992; Schéafer ef al., 1994; Fernandez-Gonzalez et al., 1996]. Die
Dihydrodipicolinatsynthase wird im Gegensatz zu dem E. coli Enzym [Richaud et al.,
1986] nicht reguliert [Cremer et al., 1988]. Dennoch bedingt die Uberexpression von
dapA, sowohl im Wildtyp als auch in einem Stamm mit deregulierter Aspartatkinase, eine
Steigerung der Lysinbildung [Cremer et al., 1991; Eggeling 1996, 1998]. Dies zeigt, dal
die Synthase an der Flullkontrolle beteiligt ist. Offensichtlich limitiert die
Gesamtenzymmenge den FluR [Eggeling, 1994]. Neben dem lysC™"- und dem dapA-Gen
ist bislang kein anderes Gen der Lysinbiosynthese bekannt, durch dessen Expression

eine erhohte Lysinproduktion erreicht werden kann [Cremer et al., 1991].
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Abb. 1: Ubersicht Uber die Biosynthese von L-Lysin und die der weiteren
Aminoséauren der Aspartatfamilie in Corynebacterium glutamicum. Gezeigt
ist die Regulation auf Repressions- und Aktivititsebene. Die Schlilssel-
schritte der L-Lysinbiosynthese werden durch die Aspartatkinase, die
Dihydrodipicolinatsynthase und den Lysinexportcarrier katalysiert.
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Zuséatzlich zu den Kontrolimechanismen des L-Lysinbiosyntheseweges stellt auch die L-
Lysinexkretion einen limitierenden Schritt fir die L-Lysinproduktion dar (Abb. 1) [Schrumpf
et al., 1991, Broer et al, 1993]. Biochemische Analysen des L-Lysinefflux mit ganzen
Zellen ergaben, daf der L-Lysinexport Carrier-vermittelt ablauft [Broer & Kramer, 1991a;
Erdmann et al, 1993]. Dabei wird L-Lysin in einem sekundaren Transportprozefl im
Symport mit zwei Hydroxylionen oder im Antiport mit zwei Protonen exportiert [Bréer &
Kréamer, 1991b]. Als treibende Kraft dient das Membranpotential. Der L-Lysin- und der
Protonengradient Uber die Membran modulieren die Transportaktivitat. Im IBT1 gelang die
Isolierung des flir den Exportcarrier kodierenden Gens lysk [Vrlji¢ et al., 1996]. Damit
wurde erstmals ein fir den Export von Aminosduren spezifischer Translokator molekular
zuganglich. Dies erméglichte die gezielte Steigerung der Lysinexportleistung von
C. glutamicum. Da die Diffusion von L-Lysin aufgrund der geringen Diffusionskonstante
von k=1,9 x 10°min™" vernachlassigbar ist, kommt dann dem durch den Lysinexportcarrier
vermittelten Export eine grole Bedeutung fir die biotechnologische Lysinproduktion zu
[Vrjic et al., 1996]. Bereits die Uberexpression von lysE im Wildtyp kann zu einer
zehnfach erhéhten L-Lysinexkretionsrate fihren [Vrlji¢ et al., 1996]. Die Exkretionsrate ist
damit sogar héher als die des durch ungerichtete Mutagenese entstandenen L-
Lysinproduktionsstammes MH20-22B. Neben den Genen fur Aspartatkinase und
Diaminopimelatdecarboxylase steht mit dem LysinexportcarriergenlysE ein drittes Zielgen
zur Verfligung, dessen Uberexpression eine verstérkte Lysinproduktion zur Folge hat.

Der Lysinexporticarrier LysE besitzt die Funktion, durch den Export von L-Lysin die
cytosolische Konzentration dieser Aminosaure zu regulieren. Die physiologische
Notwendigkeit dieses Exporters zeigte sich bei Experimenten mit lysE-Defektmutanten
von C. glutamicum [Vrlji¢ , 1997]. Bei Wachstum in Anwesenheit L-Lysin-haltiger Dipeptide
kommt es in dieser Mutante zu einer internen Lysinakkumuiation. So werden bei einer
externen Lysylalaninkonzentration von 1 mM, intern Konzentrationen von mehr als 1 M L-
Lysin erreicht, was zu einer Wachstumshemmung fuhrt. Da C. glutamicum L-Lysin nicht
abbauen kann, dient der Exporter unter Bedingungen, in denen es zu einer internen L-
Lysinakkumulation kommt, folglich der Kontrolle der intrazelluldren L-Lysinkonzentration
[Vrijic et al., 1996]. Diese neue Funktion eines Carriers kénnte im natlrlichen Habitat von
C. glutamicum relevant sein. C. glutamicum ist ein Bodenbakterium und es ist denkbar,
dall der Organismus dort gelegentlich mit Peptiden konfrontiert wird, die aufgenommen

werden, um an die wertvollen Aminosaurebausteine zu gelangen [Erdmann ef al., 1993].
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Neben der neuartigen Funktion ist auch die abgeleitete Polypeptidsequenz des
Lysinexportcarriers neuartig. Der Carrier ist zwar biochemisch als sekundérer Carrier
charakterisiert [Broer & Kramer, 1991a], weist aber weder auf molekularer noch auf
struktureller Ebene Ahnlichkeiten zu einer der 12 bekannten Transporter-Superfamilien
auf [Saier, 1994; Saier ef al,, 1994; Paulsen et al., 1996]. Hinsichtlich Hydrophobizitat,
Lange und konservierten Aminosadureresten stellt LysE einen neuen Translokatortyp dar
[Vrijic et al., 1996, 1999; Zakataeva et al.,1999]. Aufgrund der neuartigen Funktion und
Struktur wurde LysE als erstes Mitglied einer neuen Proteintranslokatorfamilie identifiziert
[Vrijic et al., 1996]. Mittlerweile konnten im Rahmen der Genomsequenzierung zahilreiche
Proteine bisher noch unbekannter Funktion dieser Familie zugeordnet werden [Vrlji¢ et
al., 1996, 1999; Aleshin et al., 1999, Zakataeva et al.,1999]. Der Sequenzvergleich dieser
Proteine ergab, dal alle Mitglieder nicht nur durch eine &hnliche GréRRe und ein dhnliches
Hydrophobizitatsprofil charakterisiert sind, sondern auch gleiche Sequenzmotive besitzen
[Aleshin et al,. 1999]. Die LysE-Familie gehdrt mit der RhtB-Familie und der CadD-Familie
zur LysE-Superfamilie [Vrlji¢ et al., 1999]. Die funktionell charakterisierten Proteine dieser
Superfamilie sind wahrscheinlich alle am Export von Substanzen, wie Cadmium und
quarterndren Aminen [Chaouni ef al, 1996}, beteiligt. Mit verschiedenen
Computerprogrammen konnten zwei verschiedene Topologievorschldge zu LysE
erarbeitet werden, die in Abbildung 2 dargestellt sind. Diese sind aber weder
untereinander, noch mit gangigen Vorstellungen zur Verteilung geladener
Aminoséurereste [v. Heijne, 1986] oder Flexibilitdt von Proteinregionen [Brooks et al,
1985] in Einklang zu bringen. So ergeben die Vorhersagen, dal LysE sechs oder sieben
transmembrane Helices besitzt [Vrlji¢ et al., 1996]. Bestenfalls bezlglich der Gréfle von
LysE (236 Aminoséaurereste) bestehen Ahnlichkeiten zu den Translokatoren der
Mitochondrial Carrier Familie [MCF, Kuan & Saier, 1993], die ebenfalls sechs
transmembrane Helices besitzen und durchschnittlich 500 Aminosaurereste umfassen.
Eine ahnliche Grofle und ebenfalls sechs transmembrane Domanen besitzen auch die
Translokatoren der Major Intrinsic Protein Familie [MIP, Saier, 1994]. Aber auch zu diesen
Proteinfamilien  besitzt LysE  keinerlei  Ahnlichkeit auf Primérstrukturebene.
Datenbankvergleiche von LysE mit bekannten Translokatoren ergaben keinerlei
Ahnlichkeit  zu Proteinen  bekannter  Funktion. Lediglich abgeleitete
Aminoséduresequenzen von Proteinen unbekannter Funktion aus Escherichia coli,
Aeromonas hydrophila, Mycobacterium tuberculosis und Helicobacter pylori wiesen eine
hohe Ahnlichkeit zu LysE auf. Die héchste Ahnlichkeit besteht mit 31% identischen und
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52% ahnlichen Aminosédureresten zu dem Protein unbekannter Funktion Ygga aus E. coli.
Geringe Ahnlichkeiten bestehen auch zu den kirzlich charakterisierten, am Threonin-
bzw. Homoserin/Homoserinlactonefflux beteiligten Proteinen RhtC [Zakataeva et al,
1999] und RhtB [Aleshin et al., 1899] aus Escherichia coli. Wegen der ungewéhnlichen
Struktur und der weiten Verbreitung LysE-dhnlicher Carrier, war es ein Ziel dieser Arbeit
die Topologie des Carriers experimentell zu untersuchen.

A B

Periplasma

COOH

Cytoplasma

Abb. 2: Computervorhersagen zur Topologie von LyskE. In (A) ist das 6-Helix-
Modell nach dem Programm Phd.htm [Rost ef al., 1995] und in (B) das
mittels des Programmes TMP entwickelte 7-Helix-Modell von LysE
dargestelit.

Bei der Identifizierung und Isolierung von lysE wurde stromaufwarts von lysk ein weiteres
Gen entdeckt, das wahrscheinlich einen Regulator des Lysinexportcarriergens kodiert.
Das abgeleitete Polypeptid dieses fysG-Gens weist hohe Ahnlichkeiten zu Regulatoren
der "LysR-Type-Transcriptional Regulator"-Familie (LTTR) auf [Henikoff et al., 1988,
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Schell, 1993]. Diese Regulatoren sind in Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien
weit verbreitet [Schell, 1993]. lhre Gene liegen sehr haufig, wie es auch bei lysG der Fall
ist, direkt benachbart zum Zielgen und werden meist divergent zu diesem transkribiert.
Der Regulator selbst besitzt Gblicherweise drei charakteristische Doménen, die auch bei
LysG erkannt wurden. Besonders stark konserviert ist die N-terminale DNA-
Bindedomaine, die das charakteristische Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH-Motiv) enthilt. So
liegt die Identitat in diesem Bereich zwischen dem Aktivator der dnaA-Transkription IciA
aus E. coli und LysG bei tber 60 %. Die zweite konservierte Domane liegt im zentralen
Bereich des Regulators und ist an der Induktorerkennung und —antwort beteiligt [Schell,
1993]. Die im C-terminalen Bereich lokalisierte Domaéne ist vermutlich essentiell fur die
Multimerisierung der LTTRs, die meist als Di- oder Tetramere aktiv sind [Schell, 1993].
Neben der Ahnlichkeit auf Primarstrukturebene besitzt LysG mit 290 Aminoséaureresten
auch die fir einen LTTR typische GréRe (276-324 aa) [Schell, 1993]. Fir eine Regulation
des Lysinexportcarriers auf transkriptionaler Ebene spricht desweiteren, dal}
stromaufwarts des IysE-Transkriptionsstarts die partiell palindromische Region
ACTN,AGT (-75 bp — -62 bp) lokalisiert ist, welche als typische Erkennungssequenz zur
Bindung eines LTTRs dienen kann [Schell, 1993]. Ferner weist LysG mit nur sieben
Lysinresten und 24 Argininresten die sogenannte Lys/Arg-Anomalie auf, die typisch fur
LysR-Typ-Regulatoren ist [Viale et al., 1991]. Diese Anomalie besteht darin, daR fast alle
LTTRs einen deutlich reduzierten Lysingehalt und einen erhdhten Arginingehalt im
Vergleich zu anderen prokaryotischen Proteinen besitzen [Viale et al, 1991]
Méglicherweise beginstigt der erhéhte Arginingehalt die Funktion der LTTRs, indem die
Guanidiniumgruppe von L-Arginin zusétzliche Wasserstoffbrickenbindungen mit dem

Phosphatriickgrad der DNA eingeht.

Die Mitglieder der LTTR-Familie regulieren Gene, deren Genprodukte unterschiedlichste
Funktionen ausiiben. So regulieren die Transkriptionsaktivatoren CatR und ClcR aus
Pseudomonas putida sowie weitere LTTRs [McFall et al., 1997, McFall et al., 1998;
Junker et al., 1997 Paradkar et al., 1998] Operons und Gene, deren Genprodukte am
Abbau von Aromaten beteiligt sind. Andere LTTRs regulieren wie das namensgebende
Mitglied der LTTR-Familie LysR [Stragier et al., 1983], Gene der Aminoséaurebiosynthese
[Wek et al., 1986; Plamann & Stauffer, 1987] bzw. wie z.B. GevA aus E. coli Gene des
Aminosdureabbaus [Jourdan & Stauffer, 1998]. Andere wiederum Kkontrollieren die

Transkription von Genen, deren Genprodukte an der Antibiotikasynthese beteiligt sind
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[Nowak-Thompson et al, 1999; Martinez-Costa ef al., 1999] oder fur Virulenzfaktoren
kodieren [Harris et al., 1998, Sheehan & Dorman, 1998, Watnik et al., 1998]. Erst ein
einziger Regulator der LTTR-Familie ist bislang bekannt, der die Expression eines
Translokatorgens kontrolliert. Dies ist der NhaR-Regulator aus E. coli [Dover et al., 1996:
Rahav-Manor et al., 1992]. NhaR aktiviert die Transkription des nhaA-Gens, das den
Na’/H -Antiporter NhaA in E. coli kodiert. Fir dieses System ist auch gezeigt worden, daR
Na® die NhaR-vermittelte Expression von nhaA induziert [Dover et al., 1996].

Zahireiche Mitglieder der LTTR-Familie sind mittlerweile untersucht worden. Bei den
meisten handelt es sich um negativ autoregulierte Transkriptionsaktivatoren ihrer Zielgene
[Christman ef al., 1989; Schell, 1993, Parsek et al.,, 1994]. Bis auf wenige Ausnahmen
[Muse & Bender, 1999] benétigen sie zur Steigerung der Transkription ihres Zielgens die
Anwesenheit eines Induktormoleklls [Schell, 1993; Spaink et al., 1989; Suominen et al.,
1999]. Auch bei einigen Transkriptionsregulatoren, die zu anderen Regulatorfamilien
gehéren, stellt die zu transportierende Substanz gleichzeitig das Induktormolekil dar. So
wird die MerR vermittelte Expressionskontrolle der Schwermetall-detoxifizierenden
Systeme Gram-negativer Bakterien durch Hg®" induziert [Summers, 1992]. Entsprechend
konnte L-Lysin als Induktor von LysG wirken. Dies wurde die L-Lysinexkretion nur bei
zellinterner  L-Lysinakkumulation gewahrleisten und damit verhindern, daR das
normalerweise aufwendig synthetisierte L-Lysin exportiert wird. Der Regulator LysG
kénnte neben dem Lysinexportcarrier ein weiteres neues Target zur Steigerung der

Lysinproduktion darstellen.

Ziel dieser Arbeit war, neben der Analyse der Topologie des Lysinexportcarriers,
insbesondere die Untersuchung der Regulation des Lysinexportcarriergens auf
molekularer und zelluldrer Ebene. Es sollte untersucht werden, ob LysG die Expression
des Carriergens steuert und in welcher Weise diese Kontrolle erfolgt. Dies sollte mit Hilfe
verschiedener  lysE’lacZ-Transkriptionsfusionen  erfolgen, um  zusammen  mit
biochemischen Methoden die JysE-Expression in Abhangigkeit von verschiedenen
Parametern zu quantifizieren. Dadurch sollte ein vertieftes Verstdndnis zur Regulation und

Funktion des lysE, lysG-Systems gewonnen werden.
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. Material und Methoden

1. Bakterienstdmme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in Tabelle 1, die

verwendeten Plasmide in Tabelle 2 aufgefihrt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstamme und ihre Eigenschaften

Bakterienstamm Genotyp /Phénotyp Referenz
E. coli
CcC118 araD139 A(ara, leu)7697 AlacX74 Manoil & Beckwith,
phoAA20 galE galK thi rpskE rpoB 1985
argE.n recA1l
DH5aMCR endA1 supE44 thi-1 )\ recA1 gyrA96 Grant ef al., 1989
relA1 deoR A(lacZYA-argF)
U196¢80d/lacZAM15 mcrA A(mirr
hsdRMS mcrBC)
M15 K12 Derivat, Nal® Str° Rif° Lac’ Ara”  Qiagen, Hilden
Gal” Mt F RecA” Uvr” Lon®
S17-1 thi-1 F endA1 hsdR17 supE44 % pro  Simon et al., 1983
C. glutamicum
ATCC 13032 Wildtyp Abe et al., 1967
13032 AEG Deletion eines 1236bp Stul-Mlul- Vrljic et al., 1996

13032 AEG GE'lacZ

13032 AEG GM"E’lacz

Fragmentes mit grofitem Teil der Gene
lysG, lysk

pEMdppcGE lacZ in das Chromosom
von 13032 AEG stromabwaérts des ppc
Gens integriert

pEMdppcG***"ElacZ in das
Chromosom von 13032 AEG

stromabwaérts des ppc Gens integriert

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tab. 1: Verwendete Bakterienstdmme und ihre Eigenschaften (Fortsetzung)

Bakterienstamm Genotyp /Phanotyp Referenz

MH20-22B lysCF®R leuCD Schrumpf ef al., 1992
MH20-22B GE'lacZ pEMGElacZ in das Chromosom von MH20- diese Arbeit
22B stromabwarts des ppc Gens integriert

LE4 Derivat von MH20-22B, Schrumpf et al., 1992
Wildtyp lysC
LE4 GE’lacZ pEMGElacZ in das Chromosom von LE4 diese Arbeit

stromabwarts des ppc Gens integriert

Tab. 2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern

Plasmide Marker / Eigenschaften Referenz

pUC18 bla lacZa oriVe o Vieira & Messing, 1982
pUC18GE pUC18::lysG lysk Vrlji€ et al.,, 1996
pSPORTIysE bla IysE oriVg . Vriji¢ et al., 1996
pPA4 phoA bla oriVg Meens, IBT1
pEA29

pEA33

pEA37 pPA4::lysE'phoA bla oriVe . die Nummer  diese Arbeit
pEA40 gibt den Aminosaurerest von LysE an, an

pEASS den die alkalische Phosphatase in der

pEAG7 resultierenden LysE 'PhoA-Fusion

pEA75 fusioniert ist

pEASS

pEA111

pEA113

pEA143

pEA154
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Tab. 2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern (Fortsetzung)

Plasmide Marker / Eigenschaften Referenz
pEA171 ) pPA4:.lysE phoA bla oriVg . die Nummer gibt diese Arbeit
PEA183 den Aminoséaurerest von LysE an, an den die
alkalische Phosphatase in der resultierenden
pEA211 . . L
LysE 'PhoA-Fusion fusioniert ist
pEA236
pSWFIII phoA bla oriVe Ehrmann et al., 1990
pSWFI1140/67 pSWFIlL lysE phoA diese Arbeit
pGP21, 22, 23 Tet® ‘lacZ oriVe coi Haardt & Bremer,1996
pGPEZ67 pGP21, 22, 23::lysE lacZ die Nummer gibt diese Arbeit
pGPEZ111 den Aminoséaurerest von LyskE an, an den die
pGPEZ211 B-Galactosidase in der resultierenden
LysE LacZ-Fusion fusioniert ist
pEM1dppc Integrationsvektor Km® oriVe . oriVe, dppc Vasikova et al., 1998
pEMGE lacZ pEMdppc::lysGlysE lacZ-Genkassette diese Arbeit
pEMGN*E‘lacZz  pEMGE TacZ-Genkassette aus der die diese Arbeit
zentralen 739 nt von lysG durch Narl-
Restriktion deietiert sind
pJC1 Pendelvektor Km® oriVe, oriVc,q Cremer et al., 1990
pVWEX2 Pendelvektor, induzierbar in C. glutamicum Wendisch, 1997
Tet® Jac/? tac Promotor oriVe . oriVg,
pEKEX2 Expressionsvekior, Km® tac Promotor oriVe .. Eikmanns et al., 1991

oriVeg
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Tab. 2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern (Fortsetzung)

Plasmide Marker / Eigenschaften Referenz

pJClysGE pJC1::2,4kb BamHi-Insert, das lysG und lysE Vrlji¢ et al., 1996
enthait

pVWEX2'EG’ pVWEX2::455 bp Fragment, das 155 bp von  diese Arbeit

lysG und 239 bp von lysE sowie den
intergenischen Bereich von lysEG umfaldt

pEC-T18mob Tet® lacZa mob oriVe . oriVe 4 Kirchner, Degussa
pEC-T18GElacZ pEC-T18..GElacZ diese Arbeit
pEC-T18lysG pEC-T18GE lacZ aus dem lysE'lacZ mittels  diese Arbeit

Restriktion mit Scal und Aatll volisténdig

deletiert worden
pREP4 Km® facl oriVe o Qiagen, Hilden

pQE31 AmpR Region, die fur 6xHis kodiert, T5- Qiagen, Hilden

Promotor mit zwei lac Operator Sequenzen;

ermdglicht N-terminale His-Markierung von

Proteinen
pQE31NG pQE31:lysG diese Arbeit
pQE70 AmpR Region, die fiir 6xHis kodiert, T5- Qiagen, Hilden

Promotor mit zwei lac Operator Sequenzen

Amp” Region, die fiir 6xHis kodiert, T5-
Promotor mit zwei lac Operator Sequenzen;
ermoglicht C-terminale His-Markierung von

Proteinen




Material & Methoden 13

Tab. 2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern (Fortsetzung)

Plasmide  Marker/Eigenschaften Referenz

pQE70CG pQE70:lysG diese Arbeit

2. Ndhrmedien und Kultivierungsbedingungen

Nihrmedien fir E. coli

Zur Kultivierung der E. coli-Stamme, sowie flr anschlieBende DNA-Isolierung und
Gewinnung von Rohextrakten fur die Gelretardationsanalyse bzw. zur Anzucht one step
kompetenter Zellen [Chung et al., 1989] wurde das Volimedium LB verwendet [Sambrook
et al., 1989]. Die Anzucht zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen nach der RbCl-
Methode erfoigte auf SOB-Medium [Hanahan, 1985]. Nach der Transformation wurden die
Zellen in das Regenerationsmedium SOC [Hanahan, 1985] Uberfihrt.

Ndhrmedien fiir C. glutamicum

Sowoh! zur Stammhaltung als auch fur die DNA-Isolierung wurde das Volimedium LB
verwendet. Als Vorkulturmedium zur Messung des Histidin- und Citrullinexportes wurde
das Volimedium BHI (Brain Heart Infusion, Difco Laboratories, Detroit, USA) eingesetzt.
Als weiteres Volimedium wurde das fur C. glutamicum optimierte CGlll-Medium [Kase &
Nakayama, 1972] verwendet. Zur Bestimmung von internen Aminosaurekonzentrationen
wurden die entsprechenden Stamme in Minimalmedium CGXIl [Keilhauer et al., 1993]
unter Zusatz von Dipeptiden bzw. L-Methionin kuitiviert. Die Verwendung von CGXII ist
aufgrund der guten Pufferung des Mediums durch 3-[N-morpholino]-propansuifonséure
(MOPS) von Vorteil. Die Kultivierungen zur anschlieenden Bestimmung der spezifischen
R-Galactosidaseaktivitat der £ lacZ-Fusionsstamme erfolgte entweder in BHI oder aber in
CGXIl. Zur Herstellung von Rohextrakten, die fur die Gelretardationsexperimente

eingesetzt wurden, erfolgte die Anzucht der Zellen auf BHI.




14 Material & Methoden

Medienzusitze

Der Phanotyp von Stadmmen, die eine lysE'phoA-Fusion enthielten, wurde auf
Festmedium mit 40 pg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyiphosphat (XP) getestet, der von
Stammen mit lysE'lacZ-Fusionen auf Festmedium mit 40 pg/mi 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galactosid (Xgal). Die Erhéhung der internen Lysinkonzentration erfolgte bei
C. glutamicum Stammen mit Endprodukt-regulierter Aspartatkinase durch Zugabe von bis
zu 5 mM L-Methionin zum Minimalmedium [Vrlji¢ ef al,, 1995] bzw. durch Zusatz des
Dipeptides Lysylalanin in Konzentrationen bis zu 2 mM (s. Ergebnisteil) [Erdmannet al,,
1993]. Eine interne Akkumulation von L-Arginin, L-Threonin, L-Histidin in C. glutamicum
wurde erzielt durch Kultivierung der Zellen in Minimalmedium mit bis zu 2 mM des
entsprechenden Arginyl-, Threonyl- bzw. Histidinylalanin-Dipeptides. Durch Zusatz von bis
zu 2 mM Citrullinylphenylalanin zum Minimalmedium wurde spezifisch die interne
Citrullinkonzentration erhéht. Zur Expression von Genen, die unter Kontrolle IPTG-
induzierbarer Promotoren vorlagen, wurde den Medien, sofern nicht anders angegeben,
1 mM IPTG zugesetzt.

Zur Selektion rekombinanter E. coli Stamme wurden 50 mg I'' Carbenicillin, 50 mg I bzw.
10 mg I Tetracyclin eingesetzt. Die Selektion Kanamycin-resistenter C. glutamicum
Stamme erfolgte mit 25 mg I" bei Transkonjuganden, die die GE lacZ-Genkassette in
single copy enthielten, ansonsten mit 50 mg I". Nach Elektroporation und Konjugation
enthielt das Medium nur 15 mg I’ Kanamycin. Tetracyclin-resistente C. glutamicum
Stdmme wurden durch Selektion mit 5 mg I Tetracyclin identifiziert. Nach Konjugation
enthielt das Medium zusétzlich zu den entsprechenden Antibiotika Nalidixinsaure, um das

Wachstum der E. cofi Donorzellen zu verhindern.

Kultivierung der Bakterien

Flr Plasmidisolierungen im kleineren Maflstab wurden 5 ml Volimedium im Reagenzglas
verwendet. Zur Herstellung von kompetenten C. glutamicum Zellen wurde C. glutamicum
in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen in 100 ml N&hrmedium
kultiviert. Zur Regeneration nach Elektroporation von C. glutamicum wurde LBHIS (BHI

mit 0,5 M Sorbit) verwendet. Fir Plasmidisolierungen im gréferen Mafstab und zur
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Quantifizierung der Aminosdurekonzentration in Langzeitversuchen erfolgte die
Kultivierung der E. coli bzw. C. glutamicum Zellen in 500 mi Erlenmeyerkolben mit zwei
seitlichen Schikanen, die je nach Verwendungszweck 100 mi Vollmedium bzw. 50 oder
100 ml Minimalmedium enthielten. C. glutamicum Kulturen wurden Uber Nacht auf CGXIl-
Minimalmedium vorkultiviert, einmal mit eiskaltem Minimalmedium gewaschen, und dann
in auf 30°C vorgewidrmtes Minimalmedium Ubertragen. Das Minimalmedium enthielt
jeweils die fur die Fragestellung notwendigen Zusétze (s. Medienzusétze). Wurden dem
Medium Dipeptide oder L-Methionin zugesetzt, so wurde eine anfangliche Zelldichte von
ODspo=2 eingestellt. Die Probennahme erfolgte unter sterilen Bedingungen, sofern nicht
anders angegeben, (iber einen Zeitraum von acht Stunden. Zur Messung der internen und
externen L-Histidin- bzw. L-Citrullinkonzentration wurde eine modifizierte Form der
Kurzzeitfermentation nach Hoischen und Kramer [1988] verwendet. Dazu wurde zunéchst
eine CGXlI-Vorkultur mit in 5 ml CGIIl vorkultivierten Zellen, die zweimal mit eiskaltem
CGXIll gewaschen wurde, angeimpft. Nach 16 Stunden Inkubation dieser Vorkultur bei
30°C wurden die Zellen erneut zweimal mit eiskaltem CGXII gewaschen und das
vorgewarmte CGXil-Medium mit einer Animpf-ODg=8-10 beimpft. Das verwendete
Hauptkulturmedium enthielt 2 mM Histidinylalanin bzw. Citrullinylphenylalanin. Die
Probennahme fur die Bestimmung der internen und externen Aminosaurekonzentrationen
erfolgte nach 1,5 min und anschlieBend alle 15 min (ber einen Zeitraum von 1,25

Stunden.

Zur Bestimmung der spezifischen BR-Galactosidaseaktivitat wurden die C. glutamicum
Zellen entweder in BHI-Volimedium angezogen oder bei Kultivierung in Minimalmedium
zundchst in 5 ml Vollmedium (BHI) Gber Tag vorkultiviert und 50 ml auf 30°C
vorgewarmtes Minimalmedium mit 1 ml der Volimediumsvorkultur angeimpft. Nach
Kultivierung Uber Nacht wurde das Minimalmedium flr die Hauptkultur mit einer Animpf-
ODspo=2 angeimpft. Dazu wurden Aliquots der Vorkulturen in der Minifuge RF (Heraeus
Christ GmbH, Osterode am Harz) bei 4°C und 5000 Upm abzentrifugiert und zweimal mit
eiskaltem Minimalmedium gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in das auf 30°C
vortemperierte Minimalmedium Uberfihrt. Die Inkubation von Kulturen in Reagenzglasern
erfolgte bei 200 Upm, alle Ubrigen Kulturen wurden bei 140 Upm auf der
Rotationsschitteimaschine inkubiert. Die Wachstumstemperatur betrug fur C. glutamicum
30°C und fur E. coli 37°C.
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Fur die Aufreinigung von His-markiertem LysG Protein wurden die Stamme M15 pREP4
pQE31NG (Expression von N-terminal His-markiertem LysG) bzw. M15 pREP4 pQE70CG
(Expression von C-terminal His-markiertem LysG) in 10 mi LB mit 100 pg/ml Ampicillin
und 25 pg/ml Kanamycin Gber Nacht vorkultiviert. AnschlieRend wurden entweder 30 ml
LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika mit 500 pl der Vorkultur oder aber, zur
anschlieBenden Rohextraktgewinnung unter nicht-denaturierenden Bedingungen 100 mi
Medium mit 1,7 ml Vorkultur beimpft. Bei Erreichen einer ODgo= 0,6 wurde die
Expression des he-lysG durch Zusatz von 1 mM IPTG induziert und die Kultur weitere vier
Stunden bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation mit 5000 Upm in der
Minifuge RF (Heraeus Christ GmbH, Osterode am Harz) abgeerntet und entweder bei
-70°C gelagert oder direkt weiter verarbeitet.

Zur Stammbhaltung wurden Dauerkulturen angelegt, die aus 50 % (v/v) einer auf
Komplexmedium angezogenen Ubernachtkultur und 50 % (v/v) sterilem Glycerin
bestanden. Aliquots dieser Zellsuspensionen wurden bei —20°C bzw. —70°C aufbewahrt
und zum Animpfen von LB-Festmedium verwendet. Diese Stammbhaltungsplatten wurden
fur 18 Stunden bei 37°C (E. coli) oder fur 48 Stunden bei 30°C (C. glutamicum) inkubiert.
Die anschlieRende Lagerung erfolgte bei 4°C. Die Platten wurden alle 14 Tage erneuert.

3. Molekulargenetische Methoden

3.1. Isolierung von DNA

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalischen
Lyse [modifiziert nach Birnboim & Doly, 1979] verwendet. Die Isolierung gréflerer Mengen
DNA mit héherer Reinheit, die anschlieBend zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte
erfolgte Uber das "Midi-Plasmid-Purification” Kit (Qiagen, Hilden). Die so gewonnene
Plasmid-DNA ist frei von Phenolricksténden (wird bei dieser Methode der DNA-Isolierung
nicht verwendet) und Salzen. Plasmid-DNA aus C. glutamicum wurde mittels eines
modifizierten Protokolls zur alkalischen Lyse von E. coli isoliert [Schwarzer & Puhler,
1991].
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3.2. Restriktion und Modifikation von DNA

Alle Techniken zur Restriktion, Phenol-Extraktion, Prézipitation, Klenow- oder alkalischer
Phosphatasebehandlung wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgeflihrt. Ligationen
wurden mit dem rapid ligation kit (Roche, Mannheim) in 5 min bei Raumtemperatur
durchgefihrt. Sollten Ligationsansétze direkt nach C. glutamicum transformiert werden, so
erfolgte die Ligation Gber Nacht bei 16°C unter Nutzung der Ligase des Bakteriophagen
T4. Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten, die mittels Restriktions-
enzymen oder PCR generiert wurden, erfolgte in 0,5 % bis 2 % TAE-Agarosegelen
[Sambrook et al., 1989]. Die Isolierung von DNA-Fragmenten, die fur weitere
Klonierungen benétigt wurden, aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des "Spin Extraktions”
Kits (Machery-Nagel, Diren).

3.3. Polymerase-Kettenreaktion

Zur in vitro-Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) [Mullis et al., 1986] verwendet. Dazu wurden zwei komplementéare, konvergierende
Oligonukleotide (primer) verwendet, die das zu amplifizierende Fragment einrahmen
[Saiki et al., 1988]. Durch einen sich wiederholenden Zyklus aus DNA-Denaturierung,
primer-Bindung (annealing) und Kettenverlangerung wurde die exponentielle Zunahme
des zu amplifizierenden Fragmentes erreicht. Die Verwendung der thermostabilen Tag-
Polymerase aus Thermus aquaticus erméglichte das Fortlaufen der Zyklen, ohne daf
nach jedem Denaturierungsschritt die DNA-Polymerase erneut zugesetzt werden mufite
[Tindall & Kunkell, 1988]. Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten, die anschlieBend
zur Konstruktion der lysE’lacZ bzw. lysE phoA-Fusionen verwendet werden sollten, wurde
der high fidelity kit (Roche, Mannheim) verwendet. Der in diesem Kit enthaltene
Polymerasemix besteht aus der thermostabilen Tag-Polymerase und der Pwo DNA-
Polymerase aus Pyrococcus woesei [Dabrowski & Kur, 1998]. Die Pwo-Polymerase
besitzt eine 3'-5'-Exonuclease Proofreading Aktivitat, wodurch die Fehlerhaufigkeit im
Vergleich zur PCR, in der ausschiiellich die Tag-Polymerase verwendet wird,
herabgesetzt ist. Durch die Verwendung von Oligonucleotiden mit angehéngten
Restriktionsschnittstellen wurde die Klonierung der Amplifikationsprodukte erleichtert. Die

verwendeten Primer sind im Anhang (Tabelle 6-10) aufgelistet. In einem 100 yl PCR-
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Ansatz wurden folgende Reagenzien eingesetzt: je 500 ng sense und anti sense primer,
0,1 pg "Template"-DNA (pSPORTIysE), 2 pul 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 10 pl 10 x
"Expand HF" Puffer (15 mM MgCl;, 100 mM TrisHCI, pH 8,3, 500 mM KCI, 1 mg/ml
Gelantine) und 0,75 pl "Expand™ High Fidelity PCR System Enzyme Mix".

Die PCR wurde ebenfalls zum Nachweis der Integration der lysElacZ-Genkassetten
genutzt. Daflir wurde die PCR ausgehend von intakten Bakterienzellen durchgefihrt.
Dazu wurde von den zu untersuchenden Transkonjuganden jeweils eine halbe Kolonie in
100 pl H,0 resuspendiert und der Rest der Kolonie zur Stammerhaltung ausplattiert. Nach
5 min Aufkochen der Bakteriensuspension in einem Wasserbad wurden 0,5 pl der
Bakteriensuspension zur PCR eingesetzt. Ein 50 ul PCR-Ansatz, wie er zur Kontrolle der
Transkonjuganden durchgefihrt wurde, setzte sich zusammen aus: je 250 ng sense und
anti sense primer, 0,5 yl der Bakteriensuspension, 10 uyl 1,25 mM dATP, dGTP, dTTP,
dCTP, 5 pl 10x PCR-Puffer (Qiagen, Hilden) und 0,25 pyl Tag-Polymerase (Qiagen,
Hilden). Der Reaktionsansatz wurde mit Mineral6l Gberschichtet, und anschliefend die
PCR-Zyklen gestartet. Es wurden 30 Zyklen mit der nach der unten angegebenen Formel
fur die jeweils verwendeten Primer berechneten "Annealingtemperatur® und einer
Elongationstemperatur von 72°C durchgefuhrt. Nach Beendingung der PCR-Reaktion
wurden jeweils 10 pl des Reaktionsansatzes im Agarosegel analysiert.

Formel zur Berechnung der "Annealingtemperatur” [Sambrook ef al., 1989]:
TIC°IF4x(G+C)+2x(A+T)

3.4. DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der fur die Topologieuntersuchungen des Lysinexportcarriers
konstruierten lysE phoA- und lysElacZ-Fusionen wurde mittels der
Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. [1977] durchgefiuhrt. Die Sequenzier-
ungsprodukte wurden Fluoreszenz-markiert und die Fluoreszenzsignale der
Sequenzierungsprodukte mittels Automated Laser Fluorescence (A.L.F., Pharmacia LKB,
Freiburg) angeregt, detektiert und aufgezeichnet. Die Sequenzierungsreaktionen wurden
mit dem AutoRead™ Sequencing kit (Pharmacia, Freiburg) nach dem fast protocol des
Herstellers durchgefiihrt.




Material & Methoden 19

4. Transformationstechniken

4.1. Transformation von E. coli

Zur Steigerung der Transformationseffizienz wurden Zellen von E. coli DH5c MCR nach
der Rubidiumchlorid-Methode, modifiziert nach Hanahan [1983, 1985], behandelt.
Kompetetente E. coli CC118 und M15 Zellen wurden mittels der Vorschrift fir one step
kompetente E. coli von Chung et al. erzeugt [1989].

4.2. Transformation von C. glutamicum

Zur Transformation von C. glutamicum wurde die Methode der Elektroporation verwendet,
die sich im Vergleich zur Protoplastentransformation [Thierbach et al., 1988] durch die
einfachere Handhabung und die hohe Transformationseffizienz auszeichnet [Doweret al.,
1988: Dunican & Shirvan, 1989; Liebl ef al., 1989; Wolf ef al., 1988]. Hierbei werden die
Zellen kurzfristig einem starken elektrischen Puls ausgesetzt, der zur reversiblen Bildung
von Membranporen fihrt. Durch diese kénnen die DNA und andere Makromolekiile in die
Zelle gelangen [Sugar et al, 1987]. Eine hohe Transformationseffizienz wurde bei der
Elektroporation durch  Anzucht von C. glutamicum in Anwesenheit von
Zellwandmodifikatoren (Isonicotinsaure, Glycin, Tween 80) und in der Kalte erzielt [van
der Rest et al., 1999]. Dazu wurden die Zellen Gber Nacht in 10 ml LB mit 2 % Glucose
bei 30°C kultiviert und anschlieBend in Anwesenheit von Zellwand-Modifikatoren bei 18°C
und 170 Upm (iber 28 Stunden kultiviert. Bei Erreichen einer ODgoo=1 wurden sie 10 min
auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte das Abernten der Zellen in der Minifuge RF
Heraeus Christ GmbH (Osterode am Harz Christ) (5000 Upm, 10 min, 4°C). Vor der
Aufnahme des Zellpellets in 1 mi eiskaltem Glycerin (10 %) wurde es viermal mit 50 mi
eiskaltem 10 %igen Glycerin gewaschen. Die Zellsuspension wurde dann in 100 ul
Aliquots auf vorgekihite Eppendorfgefale verteilt, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -70°C gelagert. Zur Elektroporation wurden 50 yl Zellsuspension mit ca. 100 ng
der zu transformierenden DNA gemischt und dann in vorgekihite, sterile Bioradkivetten
(16 S 2086) uberfuhrt. Die Zellen wurden bei einer Spannung von 2,5 KV, einem
Parallelwiderstand von 600 OHM und einem kapazitdren Widerstand von 25 pF gepulst
(BIORAD GENE PULSER); die Zeitkonstante der Entladung entsprach unter den

angewandten Bedingungen 10-12 ms. Sofort nach Beendigung des elektrischen Pulses
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wurde 1 mi LBHIS in die Kivette pipettiert und die Zellsuspension dann in ein steriles
Schraubdeckelréhrchen Uberflihrt. Zur Regeneration und phanotypischen Expression
wurden die Zellen fur 45 Minuten auf der Rotationsschittelmaschine (100 Upm) inkubiert

und anschlielend zur Selektion auf Antibiotika-haltigem LBHIS-Medium ausplattiert.

5. Topologieanalysen von LysE

51. phoA-Analyse

Topologieuntersuchungen an Membranproteinen mittels alkalischer Phosphatase (kodiert
vom Gen ‘phoA) beruhen auf der Abhéngigkeit der enzymatischen Akfivitat der
alkalischen Phosphatase von ihrer zelluldren Lokalisation [Manoil & Beckwith, 1985]. Die
alkalische Phosphatase zeigt nur im Periplasma der Bakterien hohe Aktivitaten und ist im
Cytoplasma inaktiv, da dort die Ausbildung von Disulfidbriicken nicht méglich ist und somit
eine korrekte Faltung nicht erfolgen kann [Derman & Beckwith, 1991]. Bei der phoA-
Analyse von Membranproteinen verwendet man das ‘phoA-Gen aus E. coli, ohne

Promotor und ohne Signalsequenz, als Reportergen.

Fusioniert man das promotorlose ‘phoA-Strukiurgen an Sequenzen, die fir
periplasmatische Doméanen eines Membranproteines kodieren, so wird die alkalische
Phosphatase Uber die Cytoplasmamembran ins Periplasma exportiert, wo sie in ihre
aktive Form (bergeht. Wird sie hingegen durch Fusion an cytoplasmatische Doméanen im
Cytoplasma zuruckgehalten, so bleibt sie inaktiv. Die Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase kann durch einfache Plattentests mittels der chromogenen Substanz 5-
Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (XP) nachgewiesen werden. Kolonien mit akiiver
alkalischer Phosphatase verfarben sich blau, da die alkalische Phosphatase das Substrat
XP zu 5-Bromo-4-chloroindoxyl umsetzt, das an der Luft zu dem blauen Farbstoff 5,5'-
Dibromo-4,4 -dichlorindigo oxidiert wird. Die gerichtete Erzeugung von lysE phoA-
Fusionen erfolgte durch Klonierung von PCR-Fragmenten von lysk, die sich in der Lange
des 3'-Endes unterschieden, in frame mit dem 'phoA-Gen des Vektors pPA4 erzeugt. Alle

erhaltenen Fusionen wurden sequenziert.
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5.2. lacZ-Analyse

Die lacZ-Analyse von Membranproteinen beruht auf demselben Prinzip wie die phoA-
Analyse. Anstelle des Reporterenzyms alkalische Phosphatase wird die 3-Galactosidase
an das Membranprotein bzw. an Teile des Membranproteins fusioniert [Manoil, 1990]. Die
LacZ-Fusionen sind durch einen zu den PhoA-Fusionen komplementdren Phénotyp
gekennzeichnet; wahrend die alkalische Phosphatase nur im Periplasma aktiv ist, weist
die B-Galactosidase nur im Cytoplasma eine hohe Aktivitat auf [Michaelis & Beckwith,
1982; Beckwith & Silhavy, 1983]. Kolonien, die eine lysE'lacZ-Fusion tragen, welche eine
cytoplasmatische Lokalisation der 3-Galactosidase bedingen, weisen daher auf Platten,
denen das p-Galactosidasesubstrat 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-galactosid (Xgal)
zugesetzt ist, eine blaue Farbung auf. Die Klonierung von lysE’-PCR-Fragmenten in
frame mit dem Promotor- und Signalsequenz-freiem lacZ-Gen erfolgte in pGP-Vektoren
[Haardt & Bremer, 1996]. Diese Vektoren tragen das Promotor-lose JacZ-Gen. Am 5'-
Ende von facZ erméglichen zahlreiche Restriktionsschnittstellen die in frame Klonierung

von Genen, die fir Membranproteine kodieren.

6. Bestimmung von Aminosauren
6.1. Silikonélzentrifugation

Zur Quantifizierung intrazellularer Metabolite ist eine schnelle Inaktivierung des
Stoffwechsels notwendig. Um eine Verfalschung interner Konzentrationen durch
exkretierte Metabolite zu vermeiden, mul gleichzeitig eine rasche und méglichst
vollstandige Abtrennung der Bakterienzellen vom Kulturmedium erfolgen. Dies ist durch
die Methode der Silikondlzentrifugation gewahrleistet [Klingenberg & Pfaff, 1967]. Hierzu
wurden 400-pl-Mikrozentrifugenréhrchen  (Beckman Instruments GmbH, Minchen)
eingesetzt, in denen jeweils 30 pl 20 %ige Perchlorséure von 65 pl Silikondl der Dichte
1,04 g cm™® (berschichtet waren. Jeweils 200 ul einer Kultur wurden auf die
Silikonslschicht pipettiert und sofort fur 30 Sekunden in der Mikrofuge E bei 13750 Upm
zentrifugiert. Dies bewirkte die Abtrennung der Zellen vom Kulturmedium. Das als
Uberstand auf der Silikonélphase verbliebene Kulturmedium wurde abpipettiert, vereinigt
und bis zur Bestimmung der exkretieten Aminosduren bei -20°C gelagert. Zur

Bestimmung der zellinternen Aminosadurekonzentration war die Aufarbeitung des in der
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Perchlorsaurephase vorliegenden Zellpellets notwendig. Sie erfolgte nach Hoischen &
Kramer [1989]. Das Zellpellet wurde zunachst mit Ultraschall aufgeschlossen und die
erhaltenen Extrakte anschlielend mit 5 M KOH und 1 M Triethanolamin neutralisiert.
Nach der Zentrifugation (10 min, 13000 Upm, 4°C, Sigma 202-MK, Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) konnten die Uberstande zur Aminoséurebestimmung mittels HPLC

verwendet werden. Pro Mef3punkt und Kultur wurden drei Silikondirdhrchen verwendet.

6.2. reversed phase HPLC

Zur quantitativen Bestimmung von Aminosduren wurde die Methode der reversed phase
HPLC [Lindroth & Mopper, 1979] genutzt. Dazu wurde ein HPLC-Gerdt vom Typ 1100
(Hewlett-Packard, Waldbronn) mit angeschlossenem Fluoreszenzdetektor (HP 1046 A)
verwendet. Die Systemsteuerung erfolgte Uber die ,HP-Chem-Station®. 1 ul der zu
analysierenden Probe wurde in einer automatischen Vorsaulenderivatisierung mit 20 ulo-
Phthaldialdehyd/2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz gemischt. Die Auftrennung der dabei
entstehenden fluoreszierenden, thiosubstituierten Isoindole [Jones & Gilligan, 1983]
erfolgte auf einer reversed phase Saule (Hypersil ODS 5u) Uber ein Gradientenprogramm
mit zunehmend unpolarer Phase (Methanol). Als polares Eluenz diente dabei 0,1 M
Natriumacetat, pH 7,2. Die Flufirate betrug 0,5 ml min". Die Fluoreszenzdetektion der
Aminosédurederivate erfolgte bei einer Anregungswellenidnge von 230 nm und einer
Emmissionswellenlange von 450 nm. Die Konzentration der Aminosduren wurde
berechnet Uber einen Vergleich mit einem externen Standard und Asparagin als
zusétzlichem internen Standard. Folgende Parameter wurden zur Quantifizierung
zellinterner Aminoséaurekonzentrationen bericksichtigt [Gutmann, 1993]; eine optische
Dichte von 1 gemessen bei 600 nm entspricht 0,3 mg Zelitrockengewicht pro mi. Biotin-

supplementierte Zellen haben ein Volumen von 2 pl (mg Zelltrockengewicht) ™.

7. Herstellung von Rohextrakten und Proteinbestimmung

C. glutamicum wurde fir die Bestimmung der B-Galactosidaseaktivitdt in den einzelnen
Experimenten zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die Zellen wurden

anschlielend einmal mit 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 gewaschen, anschiieflend in
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1 ml B-Galactosidasereaktionspuffer (5 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 % Glycerin, 10 mM KClI)
aufgenommen und in ein 2,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefall uberfuhrt. Der Aufschiul
erfolgte mit einem Ultraschall-Desintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic
Power Co., Danbury, USA). Die vorgekuihiten Zellen wurden im Eiswasserbad 10 min mit
einer Beschallintensitat von 2,5 und einer Pulslange von 20 % aufgeschlossen. Nach der
Ultraschallbehandlung wurden die Zelltrtimmer durch 45 minitige Zentrifugation bei 4°C
und 13000 Upm (Sigma 202-MK; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) abgetrennt. Die

Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat erfolgte direkt im Anschiuf.

Zur Herstellung von Rohextrakten, die anschlieBend in Gelretardationsexperimenten
eingesetzt werden sollten, wurden die E. coli Zellen 16 Stunden in 50 ml LB-Medium und
die C. glutamicum Zellen in 50 mi BHI-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
kultiviert. Nach Abernten der Zellen in der Minifuge RF (4°C, 5000 Upm, 10 min) (Heraeus
Christ GmbH, Osterode am Harz) wurde das Zellpellet zundchst in 1 mi je 1 g Nallgewicht
TEK-Puffer (10 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 7 uM 2-Mercaptoethanol, pH 7,6)
resuspendiert und mittels Ultraschall-Desintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson
Sonic Power Co., Danbury, USA) aufgeschiossen. Die Aufschiudauer betrug 5 min fir
E. coli und 10 min fur C. glutamicum bei einer Beschallintensitdt von 2 und einer
Pulslange von 20 %. Nach Entfernen der Zelltrimmer mittels Zentrifugation (Sigma 202-
MK, 45 min, 4°C, 13000 Upm) wurde den zellfreien Uberstanden 25 % (v/v) Glycerin
zugesetzt. Die so erhaltenen Rohextrakte wurden anschlieBend in 50 pl Aliquots bei
-70°C gelagert.

Zur Aufreinigung von His-markiertem LysG unter nicht-denaturierenden Bedingungen
wurden die Zellen des Stammes M15 pREP4 pQE31NG (Expression von N-terminal His-
markiertem LysG) bzw. M15 pREP4 pQE70CG (Expression von C-terminal His-
markiertem LysG) in 1ml "Lysispuffer” (50 mM NaH,PO, pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM
Imidazol) resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mg Lysozym pro ml wurde die
Zellsuspension eine Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Zellaufschiufl
mittels Uitraschallbehandlung. Die Zellsuspension wurde dazu in ein 2,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal Uberfihrt und im Eiswasserbad 4 min mit einem Ultraschall-Desintegrator
(Branson Sonifier W250, Branson Sonic Power Co., Danbury, USA) bei einer
Beschallintensitat von 2 und einer Pulsldnge von 30 % aufgeschlossen. Die Zelltrimmer

wurden durch 45 mintitige Zentrifugation bei 4°C und 13 000 Upm in der Sigma Zentrifuge
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202-MK (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) abgetrennt. Der so erhaltene zellfreie Rohextrakt
wurde anschlielend entweder direkt verwendet oder bei -20 °C aufbewahrt. Die
Gewinnung von Rohextrakten unter denaturierenden Bedingungen erfolgte in
Anwesenheit von 8 M Harnstoff. Das aufgetaute Zellpellet wurde in 1mli Puffer B (8 M
Harnstoff, 0,1 M NaHPO, und 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0) resuspendiert und eine Stunde
bei Raumtempertur und 120 Upm inkubiert. Anschlielend wurde das Lysat in einer
Biofuge Pico (Heraeus Christ GmbH, Osterode am Harz) 30 min zentrifugiert, um die
Zelitrtimmer abzutrennen. Der Uberstand wurde direkt zur Aufreinigung des Hg-LysG-
Proteins tUber Ni-NTA-Spinsaulchen (Qiagen, Hilden) eingesetzt.

Die nach Bensadoun & Weinstein [1976] modifizierte Lowry-Methode wurde zur
Bestimmung von Proteinkonzentrationen im Bereich von 10-50 ug Protein ml”
angewendet. Lag der Proteingehalt bei 0,25-5 mg Protein mi”, erfolgte die Bestimmung
des Proteingehalts nach der Biuret-Methode [Gornall et al., 1949].

8. Bestimmung von Enzymaktivitaten

8.1. Bestimmung der 3-Galactosidase-Aktivitit

Die spezifische (-Galactosidaseaktivitdt wurde nach Miller [1972] colorimetrisch
bestimmt. Dabei wird die von der B-Galactosidase katalysierte Hydrolyse von dem
farblosen Substrat o-Nitrophenyl-p-D-Galactosid (ONPG) in das Galactosid und das gelbe

o-Nitrophenol, dessen Konzentration photometrisch gemessen werden kann, quantifiziert.

8.2. Diaminopimelatdecarboxylase-Aktivitit

Die Diaminopimelatdecarboxylasektivitdt wurde mittels eines diskontinuierlichen
Enzymtests bestimmt. Der Reaktionsansatz enthielt 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH
7,5, 0,1 mM Pyridoxalphosphat, 0,5 mM EDTA, 25 mM Diaminopimelat und Rohextrakt.
Nach Inkubation bei 30°C wurden jeweils nach 0, 5, 10, 15, 20 und 25 min Proben
entnommen und die entstandene Lysinmenge mittels HPLC quantifiziert [Cremer et al.
1988].
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9. Gelretardationsexperimente

Die Gelretardationsanalyse erméglicht den Nachweis und die genauere Analyse von
Protein-DNA-Wechslewirkungen auf molekularer Ebene [Fried & Crothers, 1981].
Grundlage dieser Analyse ist, dal das elektrophoretische Laufverhalten von

Nukleinsauren durch Bindung eines Proteins verandert, meist verzdgert wird.

8.1. Digoxigenin-Markierung von DNA-Fragmenten

Die mittels PCR ampilifizierten DNA-Fragmente wurden mittels des DIG-Markierungskits
von Roche Mannheim durch die terminale Transferase mit DIG-11-UTP endmarkiert. Die
Markierung erfolgte gemaR der Herstellerangaben. Die DIG-markierten PCR-Fragmente

wurden so verdinnt, dafk ihre Konzentration zwischen 0,4 bis 0,6 ng/ul lag.

9.2. Bindungsreaktion

Die Bindungsansatze enthielten 0,05-10 pg Protein (Rohextrakt), 1 ng DIG-markiertes
DNA-Fragment, 1 pg Poly [d(I-C)] (Kompetitor-DNA zum Zurlickdrangen unspezifischer
Protein-DNA-Interaktionen), 1 pg Polylysin und 4 pl 5x Bindepuffer (100 ul Hepes, pH7,6,
5 mM EDTA, 50 mM (NH,),SO4 5 mM DTT, 1 % (w/v) Tween 20, 150 mM KCI)
[modifiziert nach Fried & Crothers, 1981, Bannister & Kuzarides, 1992]. Der 5 x
Bindepuffer, das Polylysin und die Kompetitor-DNA stammten aus dem DIG-Gel Shift Kit
von Roche, Mannheim. Die Reaktionsansidtze wurden auf Eis zusammenpipettiert und
anschlielend 15 min bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Reaktionsanséatze
(Gesamtvolumen 20 ul) mit jeweils 5 pl Bromphenol-freiem 5 x Auftragspuffer (0,25 x
TBE, 60 % Glycerin) aus dem DIG Gel Shift Kit (Roche, Mannheim) versetzt und Uber
Gelelektrophorese analysiert.

9.3. Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden 6 %ige DNA-

Retardations-Fertiggele der Firma Novex Electrophoresis (Frankfurt a. M.) verwendet
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[Revzin, 1989]. Als Laufpuffer wurde 0,25facher TBE-Puffer [Sambrook et al, 1989]
verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in der XCell Il Mini Cell-Kammer (Novex
Electrophoresis, Frankfurt a. M.) bei 6 mA und 4°C lber 1 %2 Stunden durchgefiihrt
[modifiziert nach Tayler et al, 1994]. AnschlieBend erfolgte der Transfer der DNA-
Fragmente auf eine positiv geladene Nylonmembran.

9.4. Blot

Fir den Transfer der DNA-Fragmente auf eine positiv geladene Nylonmembran wurde ein
Tankblot in der Blotapparatur der Firma Novex Electrophoresis durchgefihrt [Sambrook
et al., 1989]. Daflr wurde zunachst die in 0,25 x TBE equilibrierte Nylonmembran (BM
Membran, Roche Mannheim) luftblasenfrei auf das feuchte Gel aufgelegt. Sowohi auf die
freie Seite des Gels als auch auf die Nylonmembran wurden jeweils vier Lagen von in
0,25 x TBE getréanktem Whatmann 2MM-Papier aufgelegt. Das Whatmann-Gel-
Nylonmembran-Whatman Sandwich wurde anschlieRend in die Blotkassette eingelegt und
diese in die Tankblot-Apparatur eingesetzt. Als Transferpuffer wurde 0,25 x TBE
verwendet. Der Blot erfolgte innerhalb von 30 min bei 235 mA. Anschiiefend wurde die
Nylonmembran kurz in 10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Natriumcitrat) [Sambrook et al,,
1989] gesptilt, getrocknet und die DNA in dem "Crosslinker" (Stratagene GmbH,
Heidelberg) mit 120 mJ fir 40 s auf der Membran fixiert. Danach wurde die Membran zur
Absattigung unspezifischer Bindestellen fur 30 min in Blockingpuffer (0,1 M Maleinséure,
0,15 M NaCl, pH 7,5 und 1 % (w/v) Blocking Reagenz (Roche Mannheim)) bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Membran 30 min lang in 20 ml einer
1:10000fach  Verdinnung des  Anti-Digoxigenin-alkalische-Phosphatase-Konjugats
(Roche, Mannheim) in Blockierungspuffer inkubiert. Durch zweimaliges Waschen der
Membran (15 min) mit Waschpuffer (0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl, pH 75 + 0,3 %
(v/iv) Tween 20) wurden ungebundene Konjugate entfernt. Zur Detektion der DNA-
Fragmente wurde die Membran zunéachst 2 min in Puffer 3 (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NacCl,
50 mM MgCl,) equilibriert. Dann wurde die Membran mit der 1:1000fach verdinnten
CSPD-Lésung (Roche, Mannheim) benetzt und in Folie eingeschweillt. Die Detektion der
Chemolumineszenz-Signale erfolgte mittels des Luminescent Image Analyser (Fujifilm,
Omiya, Japan) bzw. durch Belichtung eines Chemiluminescent Detection Films (Roche,

Mannheim, 20-60 min Belichtungsdauer).
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10. Isolierung des LysG-Proteins mit Hilfe eines His-Tags

Die His-Markierung des LysG-Proteins erfolgte durch Klonierung des lysG-Gens in frame
mit dem fur sechs Histidinreste kodierenden Bereich des pQE31- bzw. pQE70-Vektors der
Firma Qiagen (Hilden). Der pQE31-Vektor erméglicht die Konstruktion eines N-terminal
His-markierten Proteins, der Vektor pQE70 die eines C-terminal markierten Proteins. In
beiden Vektoren unterliegt die Expression des lysG-Gens der Kontrolle des T5-Promotors.
Der Promotor enthalt zusatzlich zwei lac-Operatorsequenzen, so dafl} die Expression
IPTG induzierbar ist. Durch Verwendung des E. coli Stammes M15 mit dem pREP4-
Plasmid, das den /acl-Repressor enthalt, wird die Induktion der Expression von he-lysG

ermadglicht.

Der Nachweis der Expression von Hs-LysG (His-markiertem LysG) erfolgte Uber einen
Kolonieblot [QlAexpress Detection and Assay Handbook, 1999]. Dazu wurden die zu
untersuchenden Transformanden zundchst auf  eine positiv geladene
Nitrozellulosemembran (Millipore, Eschbon) Ubertragen. AnschlieBend wurde dann die
Expression des lysG-Gens, das in frame mit der Region, die flr sechs Histidinreste
kodiert, vorliegt, durch Transfer der Membran auf eine IPTG-haltige LB-Platte induziert.
Nach vierstiindiger Inkubation der Membran auf der IPTG-haltigen LB-Platte wurden die
auf der Membran befindlichen Zellen durch alkalische Lyse zerstdrt und anschlielend das
auf der Membran gebundene Hs-LysG-Protein wie bei einem Westernblot [Towbin et al.,
1979] nachgewiesen. Als Antikérper wurde das Anti-His-Konjugat der Firma Qiagen
(Hilden) verwendet. Dieser Antikdrper enthélt als Reporterenzym die alkalische
Phosphatase, so daB eine direkte Detektion dieses Antikdrpers moglich ist. Der Nachweis
der alkalischen Phosphatase erfolgte mit dem Substrat der alkalischen Phosphatase 5-
Bromo-4-Chloro-3-indolylphosphat und dem Farbstoff Nitroblautetrazoliumchlorid. Zum
Nachweis der alkalischen Phosphatase wurden die Blotmembranen mit dem in Wasser
gelésten BCIP/NBT-Reagenz (Sigma-Aldrich, Deisenhofer) inkubiert. Die Blotmembran

farbt sich an Stellen, auf denen His-markiertes LysG enthaltende Zellen lysiert sind, blau.

10.1. Aufreinigung von His-markiertem LysG

Die Aufreinigung von His-markiertem LysG erfolgte mittels der Ni-NTA-Spinsaulchen der

Firma Qiagen (Hilden), die eine Aufreinigung von bis zu 125 pg His-markiertem Protein
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ermoglichen. Diese Aufreinigungsmethode beruht auf dem Prinzip der immobilisierten
Metail-Affinitdtschromatographie (IMAC) [Porath et al., 1975]. Als Chelatbildner wird in
den Spinsdulchen an Silicagel gebundene Nitrilotriessigsdure verwendet [Angaben des
Herstellers, Qiagen, Hilden]. Durch diesen vierzdhnigen Liganden ist das Nickelkation
komplexiert, so dall noch zwei der sechs Ligandenbindungsstellen des Nickelkations frei
sind. An diesen freien Bindestellen kann jeweils ein Histidinrest des His-markierten
Proteins binden [Hochuli, 1989; Janknecht et al., 1991]. Auf die Spinsaulchen wurde der
Rohextrakt des E. coli hs-lysG-Uberexprimierers M15 pREP4 pQE31NG aufgetragen. Bei
der Aufreinigung unter nicht-denaturierenden Bedingungen erfoigte die Elution nach
mehrmaligem Waschen mit Waschpuffer (60 mM NaH,PO;, pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM
Imidazol) durch 250 mM Imidazol. Wurde das Protein unter denaturierenden Bedingungen
aufgereinigt, so enthielten alle verwendeten Puffer 8 M Harnstoff. Nach Auftragen des
Rohextraktes wurde die Saule zunéachst viermal mit Waschpuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M
NaH,PO, und 0,01 M Tris-HCI, pH 6,3) gewaschen. Anschlielend wurde zweimal mit
200 pyl Elutionspuffer, der die gleiche Zusammensetzung wie der Waschpuffer besaf,
dessen pH aber bei 4,5 lag, eluiert. Die einzelnen Fraktionen der Aufreinigung wurden

jeweils auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

10.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Silberfarbung

Die analytische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte (ber
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) unter denaturierenden Bedingungen nach
Laemmli [1970]. Es wurden 12,5 %ige Trenngele, Uberschichtet von 6 %igen
Sammelgelen nach Sambrook et al. [1989] verwendet. Vor dem Auftragen wurden die
Proteine mit 2xProbenpuffer (120 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20 % Glycerin, 6 % SDS, 10 %j-
Mercaptoethanol, 0,005 % Bromphenolblau) versetzt und zur Denaturierung 5 min auf
95°C erhitzt. Als Eichstandards wurden die Proteinstandards Mark12™Wide Range
Protein Standard (6-200 kDa) und der vorgefarbte MutlitMark ™Multi-Colored Standard
(12-188 kDa) der Firma Novex Electrophoresis (Frankfurt a. M.) verwendet. Die Gele
wurden nach einstindiger Fixierung in einem Ethanol/Essigsdure/Wassergemisch (3:1:6)
nach Goérg et al. [1985] mit Silbernitrat gefarbt.
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10.3. Renaturierung von H-LysG

Da das aufgereinigte, His-markierte LysG zu Gelretardationsexperimenten verwendet
werden sollte, war es notwendig das Protein, das nach der Aufreinigung im denaturierten
Zustand vorlag, zu renaturieren. Zur Renaturierung wurde eine Dialyse gegen Puffer mit
schrittweise abnehmender Harnstoffkonzentration durchgefihrt [Sambrook ef al., 1989,
Dhandayuthapani ef al, 1997]. Als Dialysekammer wurden die Slide-A-Lyzer-
Dialysekassetten (PIERCE, Rockford) mit einem AusschiuBmolekulargewicht von 2000
kDa und einem Volumen von 1,0 bis maximal 3,0 ml verwendet. Die Dialyse erfolgte far
jeweils eine Stunde gegen 500 mi der folgenden Puffer; A: 10 mM Tris, pH 6,6, 8 M
Harnstoff; B: 10 mM Tris, pH 7,6, 8 M Harnstoff. AnschlieRBend erfolgte die Dialyse gegen
Puffer B mit sinkenden Harnstoffkonzentrationen; zundchst 6 M, dann 4 M, 2 Mund 1 M
Harnstoff. Der letzte Dialyseschritt erfolgte Uber vier Stunden gegen den
Aufbewahrungspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA
und 50% Glycerin) [modifiziert nach Dhandayuthapani ef al., 1997]. Parallel wurde auch
eine Saulenaufreinigung unter nicht-denaturierenden Bedingungen durchgefihrt. Dazu
wurde Rohextrakt der He-LysG-Uberexprimierer, der unter denaturierenden Bedingungen,
d.h. in Anwesenheit von 8 M Harnstoff, hergestelit worden war, auf die mit 600 pi
Waschpuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI pH 8.0) equilibrierte Ni-
NTA-Spinsaule (Qiagen, Hilden) aufgetragen. Die Sdule wurde anschliefend jeweils
dreimal mit 600 ul der Dialysepuffer mit abnehmender Harnstoffkonzentration gewaschen
(Zusammensetzung der Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 8/6/4/2/1/0 M Harnstoff). Die
Elution des gereinigten Proteins erfolgte mit 250 mM Imidazol.
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lil. Ergebnisse

1. Die Topologie des Lysinexportcarriers

Mit der Klonierung des Gens des Lysinexportcarriers [Vriji€ et al., 1996] wurde erstmals
ein Transporter molekular zugénglich, der spezifisch den Export einer Aminosédure
katalysiert. Aus diesem Grund und da LysE das erste identifizierte und biochemisch
charakterisierte Mitglied einer neuen Proteinsuperfamilie darstellt [Aleshin et al., 1999;
Vrljicet al., 1999], solite die Topologie des Lysinexportcarriers mittels phoA- und JlacZ-

Analyse untersucht werden.

1.1. Untersuchung der Topologie mittels phoA-Analyse

Die Untersuchung der Topologie sollte zundchst durch gerichtete Konstruktion von lysk& -
phoA-Fusionen erfolgen. Dabei wird LysE progressiv am C-terminalen Ende verkirzt und
mit der alkalischen Phosphatase fusioniert. Dieses Reporterenzym ist nur im Periplasma
aktiv, so dall Rickschlisse auf die Lokalisation von LysE-Bereichen méglich sind
[Hoffman & Wright, 1985; Manoil & Beckwith, 1985]. Die Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase kann durch einfache Platientests mittels der chromogenen Substanz, 5-
Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (XP), nachgewiesen werden. Kolonien mit aktiver
alkalischer Phosphatase verfarben sich blau [Manoil & Beckwith, 1985].

Zur Konstruktion der lysE'phoA-Fusionen wurde der Vektor pPA4 [J. Meens, IBT1]
verwendet. Dieser Vektor enthalt das ‘phoA-Gen, ohne Signalsequenz unter Kontrolle des
lac-Promotors (s. Abb. 3). Drei Restriktionsschnittstellen (EcoRV, PmaCl und Hpal) am
5’-Ende von ‘phoA ermdglichen die Klonierung ins richtige Leseraster von ‘phoA. Um die
alkalische Phosphatase an den 29sten Aminosdurerest von LysE zu fusionieren, wurde
zundchst das entsprechende 87 bp lysE-Fragment amplifiziert. Dabei wurde der sense
primer (PE-0) so gewahlt, dald der lysE eigene Promotor im PCR-Produkt nicht vorlag, um
die Konstruktion unter Kontrolle des fac-Promotors von pPA4 zu erméglichen. Durch
Einfihrung einer Psti-Schnittstelle in das 5'Ende des PCR-Fragmentes mittels des sense
primers und einer Hpal-Schnittstelle am 3'-Ende des anti sense primers, wurde die

gerichtete Klonierung in den Vektor pPA4 ermdéglicht. Nach der Amplifikation des lyskE-
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Fragmentes Uber PCR (als Template diente der Vektor pSPORTIysE) wurde das
aufgereinigte PCR-Fragment in den mit Smal-geschnittenen Vektor pUC18 aus dem
SureCloneKit (Roche Mannheim) kioniert. Mit diesem Ligationsansatz wurde E. coli DH5a
transformiert. Aus den Carbenicillin-resistenten Transformanden gewonnene Plasmid-
DNA wurde mittels Restriktionsanalyse auf das Vorliegen des gewinschten
Ligationsproduktes uberpriift. Das gewilinschte PCR-Fragment wurde durch Psfl-Hpal-
Restriktion aus pUC18 isoliert und in den mit Psfl und Hpal geschnittenen Vektor pPA4
kloniert. Dieser Klonierungsschritt wurde bereits in dem E. coli-Stamm CC118
durchgefihrt, der keine endogene alkalische Phosphatase-Aktivitdt aufweist und daher
zur Uberprifung des durch die lysE'phoA-Fusionen bedingten Phanotyps geeignet ist.
Nach Uberpriifung der Transformanden auf das Vorliegen der richtigen lysE phoA-Fusion,
wurde die Fusionsstelle ansequenziert und das PCR-Produkt vollstdndig sequenziert, um

eventuelle Fehler durch die Tag-Polymerase auszuschliefen.

ety 236 Codonnummer

lacZ-Promotor
phoA

pPA4

Abb. 3: Schematische Darstellung der Fusion von lysE'-Fragmenten mit ‘phoA.
Spezifische sukzessiv am 3'-Ende verkirzte lysE’-Fragmente wurden in
frame mit dem Signalsequenz-freien Strukturgen der alkalischen

Phosphatase ("phoA) kioniert.
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Mit dem Ziel, in jeder einzelnen cytoplasmatischen und periplasmatischen Schieife
mindestens eine LysE'PhoA-Fusion zu erzeugen (s. Abb. 4), wurden noch 18 weitere
lysE-Fragmente mittels PCR ampilifiziert. Die anschlielende Kionierung erfolgte wie fur
Fusion 29 (vgl. Abb. 3) beschrieben. In funf Fallen war es trotz mehrfacher Versuche nicht
méoglich, die erhaltenen PCR-Produkte in den Vektor pPA4 zu klonieren. Die funf nicht
kionierbaren Fusionen hatten LysE'PhoA-Fusionen ergeben, in denen die alkalische
Phosphatase am 20., 24., 80., 90. bzw. 205. Aminos&urerest fusioniert vorgelegen hétte.
Es wurden insgesamt 14 lysE-phoA-Fusionen durch die Kionierung von PCR-Fragmenten

von lysE in frame mit phoA erhalten.

Periplasma

Cytoplasma

i
A

I
11113

Abb. 4: Lage der ‘phoA-Fusionen in dem Topologiemodell gemall der Computer-
vorhersage nach Phd.htm [Rost et al,, 1994] Die Fusionen sind durch
Kreise dargestellt, die Nummer in den Kreisen bezeichnet den letzten
Aminoséurerest von LysE innerhalb des Fusionsproteins. Geflilite Kreise
stellen Fusionen, mit Phosphatase-positivem Phanotyp, offene Kreise,

solche mit Phosphatase-negativem Phéanotyp dar.
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Die erhaltenen Konstrukte wurden auf ihre alkalische Phosphatase-Aktivitat hin
untersucht. Dazu wurden die entsprechenden rekombinanten E. coli CC118-Stamme auf
XP- und IPTG-haltigen LB-Platten ausplattiert. Dabei diente der Stamm CC118 mit dem
Leervektor pPA4, der ‘phoA ohne Signalsequenz enthélt als Negativkontrolle und CC118
pKY3, der eine secY -phoA-Fusion trégt, als Positivkontrolle [Tschauder, 1993]. Die
Fusion der Phosphatase an die Aminosdurereste 99, 111, 113, 143, 154 bzw. 211 von
LysE resultierte in einem Phosphatase-negativen Phanotyp. Hingegen fUhrten die
Fusionen an Position 29, 59, 67, 75, 164, 171, 183 bzw. 236 zu einer starken Blaufarbung
der Kolonien. In Abbildung 4 ist die Lage der Fusionen in dem Computermodell von LysE
nach Phd.htm dargestellt. Die im ersten Ansatz erhaltene Fusion 29 ist blau und
widerspricht somit diesem Modell im N-terminalen Bereich. Die Fusionen 59, 67, 75, 99,
111, 113, 143, 154, 164, 171, 183, 211 bzw. 236 zeigten hingegen in CC118 den

erwarteten Phanotyp.

Auffallend ist, dal die Fusion 29, die im N-terminalen Bereich von LysE liegt, einen stark
positiven alkalische Phosphatase-Phanotyp zeigt. Dies bedeutet, dall bereits das N-
terminale, 29 Aminosaurereste umfassende LysE -Polypeptid die hydrophobe
Signalsequenz der alkalischen Phosphatase ersetzen kann. Allerdings sind in Position 30
und 31 von LysE jeweils basische Aminosdurereste lokalisiert. Da positiv geladene
Aminosédurereste an der Orientierung von Membranhelices mafigeblich beteiligt sein
kénnen [v. Heijne, 1986, v. Heijne, 1994] wurden zusatzlich drei weitere "phoA-Fusionen
an Position 33, 37 und 40 konstruiert, die auch in Abbildung 4 wiedergegeben sind. Trotz
der positiv geladenen Reste, die im LysE’-Polypeptid dieser Fusionen enthalten sind,
wurde auch in diesen Fallen die alkalische Phosphatase transloziert. Somit scheint die
Topologie von LysE im N-terminalen Bereich von dem Modell nach Phd.htm
abzuweichen. In Abbildung 5 ist das erweiterte LysE-Topologiemodell entsprechend den

Ergebnissen der phoA-Analyse dargestellt.
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N
Cytoplasma

Sl
Wa11113

Abb. 5: Lage der ‘phoA-Fusionen im erweiterten LysE-Topologiemodell. Dieses
Modell enthalt zusatzlich die LysE’LacZ-Fusionen. Diese sind durch
Vierecke wiedergegeben. Gefiilite Vierecke stelien die LacZ-Fusionen mit
aktiver B-Galactosidase und die offenen Vierecke die mit B-Galactosidase-
negativem Phadnotyp dar. Alle anderen Angaben entsprechen denen in
Abbildung 4.

1.2. Untersuchung der Topologie des N-terminalen Bereiches von LysE

Um die Ergebnisse im N-terminalen Bereich weiter zu festigen, soliten zwei phoA-
Sandwich-Fusionen konstruiert werden. Bei diesem Ansatz wird das promotor-iose und
Signalsequenz-freie ‘phoA-Gen in das Gen des zu untersuchenden Membranproteins
inseriert, so dafl sowohl der 5'-Bereich als auch der 3'-Bereich des zu untersuchenden
Gens volistandig vorliegt (s. Abb. 6) [Ehrmann ef al., 1990]. Somit wird gewahrleistet, daf}
die ftranslationale phoA-Fusion die topogene Information des gesamten zu
untersuchenden Membranproteins (LysE) enthédlt und nicht nur topogene Signale des N-
terminalen Bereiches [Ehrmann et al., 1990]. Dies ist insbesondere bei der
Topologieaufklarung im N-terminalen Bereich von Membranproteinen von Bedeutung, da

die Fusionen ansonsten nur wenige Aminoséurereste des Membranproteins enthalten und
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daher haufig eine verdnderte Lokalisation in der Membran aufweisen [Froshauer ef al.,
1988; Calamia & Manoil, 1992; Traxler et a/., 1993].

Gen des zu untersuchenden Membranproteins (lysE)

konventionelle phoA-Fusion ‘phoA-Sandwichfusion
= = - 8
lysg’ ‘phoA lyse’ ‘phoA lysE

Abb. 6: Schematische Darstellung der Konstruktion von konventionelien ‘phoA-

Fusionen und "phoA-Sandwichfusionen.

Die alkalische Phosphatase sollte in LysE nach dem 40. bzw. 67. Aminosaurerest inseriert
werden. Die so erzeugten Fusionen wiédren im LysE-Modell laut Abbildung 4 im
Cytoplasma vor bzw. im Periplasma nach der zweiten transmembranen Helix lokalisiert.
Somit muRte die Fusion am 40ten Aminosdurerest von LysE einen alkalische
Phosphatase-negativen Phéanotyp und die in Position 67 einen alkalische Phosphatase-
positiven Phanotyp aufweisen. Zundchst wurde flr jedes Konstrukt das entsprechende 5°-
und 3'-lysE-Fragment Gber PCR ampilifiziert. Dabei wurde in das 5°-lysE-Fragment eine
Pstl-Schnittstelle am 5'-Ende und eine BamHI-Schnittstelle am 3-Ende inseriert. In das
3’-lysE-Fragment wurde am 5°-Ende eine BstEll-Schnittstelle eingefihrt. Diese
Schnittstellen sollten eine gerichtete Klonierung beider Fragmente in frame mit ‘phoA
ermdglichen. Zur Konstruktion der Sandwich-Fusionen wurde das "phoA-Strukturgen als
BamHi-Fragment aus dem Vektor pSWFHI [Ehrmann et al.,, 1990] isoliert. AnschlieBend
wurde in den mit BamH! und Pstl geschnittenen Vektor pSWFIIl das entsprechende 5'-
lysE-Fragment kloniert. Der so erhaltene Vektor pSWFP40 bzw. pSWFP67 wurde mit
BamHl geschnitten und mit dem BamHl-"phoA-Fragment ligiert. Dadurch lagen zunéchst
zwei neue lysE’'phoA-Fusionen vor, deren Test auf alkalische Phosphatase-Aktivitat in

beiden Fallen positiv war, d.h. die alkalische Phosphatase war im Periplasma lokalisiert.
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Sie bestétigen somit das erweiterte Topologiemodell, das auf den bisherigen "phoA-

Fusionen beruht.

Um die Sandwich-Fusionen vollsténdig herzustellen, war noch die Klonierung des 3'-
Endes von IlysE in frame mit der entsprechenden 5'-lysE’phoA-Fusion notwendig. Dazu
wurde der Vektor pSWFP40::'phoA bzw. pSWF67P::'phoA mit BstEll und EcoRV
geschnitten und mit den entsprechenden 3’-lysE-PCR-Fragmenten ligiert. Die Kionierung
des 3'-Endes von lysE erwies sich jedoch bei beiden Fusionen als nicht erfolgreich. Nach
diesem Konstruktionsschritt wiesen alle Plasmide Deletionen im ‘phoA-Genbereich bzw.
in lysk selbst auf. Auch durch eine andere Reihenfolge der einzelnen Klonierungsschritte
war es nicht méglich, die gewlnschten phoA-Fusionen zu konstruieren. Bereits bei den
vorangegangen phoA-Analysen hatte es sich gezeigt, dall zahlreiche lysE phoA-
Fusionen toxisch flr E. coli sind. So traten bei einigen Fusionen, wie aus der Literatur
bekannt, Deletionen innerhalb von phoA bzw. lysE auf [Manoil & Traxler, 1995; Franke et
al. 1996]. So sind einige Falle [Horabin & Webster, 1988, Cordes ef al, 1996]
beschrieben, in denen selbst die Expression von Proteinfragmenten nur in bestimmten
E. coli Stammen moglich war, in denen aufgrund einer Mutation die Plasmidzahl gesenkt
ist [Zagorec & Postma, 1992]. Der Phanotyp der beiden neuen lysE phoA-Fusionen
stimmte mit dem erweiterten phoA-Topologiemodeli von LysE Uberein (s. Abb. 5). Beide
Fusionen ergaben in Ubereinstimmung mit dem phoA-Topologiemodell eine starke

alkalische Phosphatase-Aktivitat.

1.3. Bestitigung der Topologie durch /acZ-Fusionsstudien

Zur weiteren Uberprifung des LysE-Topologiemodells wurden lysE lacZ-Fusionen
hergestelit. Im Gegensatz zu der alkalischen Phosphatase ist die B-Galactosidase
(kodiert durch /facZ) nur im Cytoplasma aktiv, so dal damit eine weitere Methode zur
Topologieanalyse zur Verfigung steht [Michaelis & Beckwith, 1982; Beckwith & Silhavy,
1983].

Es wurden sechs verschiedene lysE facZ-Fusionen ausgewahlt, so dall in jeder putativen

cytoplasmatischen bzw. periplasmatischen Schieife mindestens eine /acZ-Fusion

vorhanden war. Die p-Galactosidase sollte in der resultierenden LysE LacZ-Fusion an




Ergebnisse 37

die Aminoséaurereste 29, 67, 111, 171, 211 bzw. 236 von LysE fusioniert sein (s. Abb. 5).
Zur Konstruktion der entsprechenden Fusionen wurden die pGP20, -21, -22-Vektoren
[Haardt & Bremer, 1996] genutzt, die das promotorlose lacZ-Gen enthalten und eine
Klonierung in allen drei Leserahmen ermdglichen. Die benétigten lysE-Fragmente wurden
wiederum mittels PCR hergestellt (die verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle 6
aufgelistet). Da die pGP-Vektoren im Gegensatz zu dem Vektor pPA4 keinen Promotor
stellen, wurde der sense primer so gewahlt, dal} der gesamte lysE-Promotor im Fragment
enthalten war. Aullerdem wurde durch diesen primer am 5°-Ende von lysE eine EcoRI-
Schnittstelle eingefthrt. Der anti sense primer enthielt eine Hpal-Schnittstelle. Dies
ermdglichte die gerichtete Klonierung in die pGP-Vektoren. Nach Klonierung der PCR-
Fragmente in Smal-geschnittenen pUC18 (SureClone Kit, Roche, Mannheim), wurden sie
als EcoRl-Hpal-Fragment isoliert und mit dem entsprechenden EcoRl und Smal-
geschnittenen pGP-Vektor ligiert. Mit diesem Ligationsansatz wurde E. coli DH5a MCR
transformiert. Trotz zahlreicher Versuche und verschiedener Klonierungsstrategien
konnten nur drei der sechs geplanten Fusionen konstruiert werden. Dabei handelt es sich
um die Fusionen an Aminosurerest 67, 111 und 211 von LysE. Mit diesen Kontrukten
wurde der E. coli Stamm CC118 transformiert. Nach Restriktionsanalyse wurden
Plasmide, die das gewinschte Konstrukt enthielten, sequenziert (AGOWA, Berlin). Der
Phénotyp von Klonen mit diesen Konstrukten wurde auf LB-Platten, die das Substrat der
B-Galactosidase 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-Galactosid (Xgal) enthielten, Uberprift.
Alle drei Fusionen wiesen auf Xgal-haltigen Platten eine intensive Blaufarbung auf. Da die
Konstruktion der Fusionen an Aminosaurerest 29, 171 und 236 von LysE erfolglos blieb,
wurde versucht, diese Fusionen unter Kontrolle des /ac-Promotors zu klonieren. Jedoch
wurde erneut kein Konstrukt mit der gewlnschten Fusion erhalten. Bei allen
Konstruktionsversuchen wiesen die Plasmide Deletionen im lysk- oder lacZ-Gen auf. Dies
deutet wiederum darauf hin, dal} die Zelle die gewlinschiten Konstrukte nicht toleriert.
Auffallend war, da} alle lysE'lacZ-Fusionen, die nicht konstruiert werden konnten, nach
der phoA-Analyse die Translokation der B-Galactosidase ins Periplasma bedingen
wirden. Eine mdégliche Erklarung fur die Probleme bei der Konstruktion von lysE facZ-
Fusionen, die vermutlich zu einer periplasmatischen Lokalisation der B-Galactosidase
fuhren, ist, dall die p-Galactosidase zwar als Substrat von dem Translokationsapparat
der Zelle erkannt wird, aber nicht volistandig transloziert wird. Dadurch wird auch der

Export von fur die Zelle essentiellen Proteinen beispielsweise OmpA, verhindert [Nikaido,




38 Ergebnisse

1994; hybrid protein jamming*“, Snyder & Silhavy, 1995]. Ein Hinweis darauf ist auch, daR
die beiden cytoplasmatischen LysE LacZ-Fusionen ohne Probleme erhalten wurden.

Uberraschend ist, daR die Fusion an den Aminoséurerest 67 von LysE einen
B-Galactosidase-positiven Phanotyp aufwies, so dal man davon ausgehen muf}, dafll
eine cytoplasmatische Lokalisation der B-Galactosidase vorliegt. Dies pafit nicht ins Bild.
Jedoch ist das anhand der phoA-Fusionen erstellte Topologiemodell aufgrund der Vielzahl
der mit ihm Gbereinstimmenden LysE PhoA-Fusionen als relativ gesichert anzusehen.
Auch die beiden anderen LysE’LacZ-Fusionen bestéatigten dieses PhoA-Modell. Eine
weitere Aufklarung der Topologie dieses Bereiches ist mittels der hier verwendeten
Reporterfusions-Ansétze nicht méglich. Es ist bekannt, daR Reporterfusionen gerade im
N-terminalen Bereich von Membranproteinen durchaus widersprichliche Ergebnisse
liefern, da die topogene Information der kurzen N-terminalen Fragmente fiir eine korrekte
Translokation haufig nicht ausreicht [Haardt & Bremer, 1996].

2. Die Regulation des Lysinexportcarriers

2.1. Der Lysinexportcarrier wird auf Transkriptionsebene durch den Aktivator

LysG reguliert

Direkt benachbart zu dem lysE-Gen konnte das Gen lysG identifiziert werden [Vrlji¢ et al.,
1996], das divergent zu lysE transkribiert wird. Das von diesem Gen abgeleitete
Polypeptid LysG weist sowohl auf der Ebene der Primar-, als auch auf der der
Sekundarstruktur Ahnlichkeiten zu den LysR-dhnlichen Regulatoren ["LysR-Type-
Transcriptional-Regulators"=LTTRs, Schell, 1993] auf.

Um nachzuweisen, dal LysG an der Regulation von lysE beteiligt ist, solite die lysE’-
Expression in lysE lacZ-Fusionsstdmmen quantifiziert werden. Dazu wurden zunichst
zwei verschiedene lysE’lacZ-Fusionsstdmme konstruiert, die sich nur in der An- bzw.
Abwesenheit von lysG unterscheiden. Dafiir wurde eine transkriptionelle lysE lacZ -Fusion
konstruiert. Zundchst wurde das /acZ-Gen mit seiner Ribosomenbindestelle als Asp718-
Xbal-Fragment aus dem Vektor piWiT10 [v. Wilken-Bergmann et al., 1986] isoliert und
nach Auffillen der Uberstehenden Enden in die Rsrl-Schnittstelle von lysE inseriert (Abb.
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7). Dies fuhrte zu einer lysk :lacZ-Fusion, bei der /acZ nach Nukleotid 62 in lysE
fusioniert ist. Durch die Nutzung der Rsrl-Schnittstelle entstand ein Stopcodon nach dem
62 nt von lysk, so dall es sich bei der so erzeugten lysE':lacZ-Fusion um eine
transkriptionale und nicht um eine translationale Fusion handelt. Die Insertion erfolgte in
Vektor pJClysGE [Vrlijc et al., 1996]. Die so erhaltene GE lacZ-Genkassette enthalt neben
der lysE ::lacZ-Fusion auch eine volistandige Kopie von lysG. Um den Einflu von LysG
auf die lysE-Expression in single copy in C. glutamicum zu untersuchen, war es
notwendig die GE'lacZ-Genkassette ins Chromosom des lysG-lysE-Deletionsstammes
13032AEG zu integrieren. Dazu wurde die Genkassette zundchst als BamHl-Fragment in
den Integrationsvektor pEM1 dppc [Vasikova et al., 1998] ligiert. Dieser Vektor ist in
C. glutamicum nicht replizierbar und kann aufgrund des dppc-Fragmentes (dppc=
downstream ppc) stromabwiérts des ppec-Gens (PEP-Carboxylase-Gen) in das
Chromosom von C. glutamicum integrieren [Eikmanns et al., 1991]. Das so erhaltene
Integrationsplasmid pEMGE /lacZ wurde dann zur Konjugation von E. coli S17-1 mit
C. glutamicum  13032AEG  eingesetzt. Die erhaltenen  kanamycinresistenten
Transkonjuganden wurden mittels PCR auf korrekte Integration des Plasmides und auf
Vollstandigkeit der GE'lacZ-Kassette hin Uberpriift. Dies erwies sich als notwendig, da
vorherige Klonierungen von [ysG-haltigen Fragmenten eine Haufung von Deletionen
gezeigt hatten (Sequenz und Lage der Primer, s. Tabelle 8 und Abb. 23, Anhang). Zwei

der fiinf getesteten Transkonjuganden enthielten die gewiinschte Integration (Abb. 8).

lysG lysE
BamHl  nan Nar Rsrl BamHl
A
BamHl HTH BamHi
B —l—u—-—%
facZ
BamHil BamHi

Abb. 7: Darstellung der [ysE":JacZ-Genkassette, die zur Konstruktion der
lysE ::lacZ-Fusionsstamme verwendet wurde. (A) zeigt das [lysGE-
Gencluster mit den fur die Konstruktion der Genkassette wichtigen
Restriktionsschnittstellen; HTH: kennzeichnet den Bereich von lysG, der die
N-terminale Helix-Turn-Helix-Domane von LysG kodiert; in (B) ist die zur
Konstruktion des GE facZ-Fusionsstammes und in (C) die zur Konstruktion

des G**"E’lacZ-Fusionsstammes verwendete Genkassette dargestelit.
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Abb. 8: Kontrolle des Stammes 13032AEG GE'lacZ. Das linke Bild zeigt den
Nachweis der Integration von pEMGEacZ in dem dppc-Bereich
(verwendete Primer: SG4 u. SG5). In den Spuren 1-5 sind jeweils 10 ul des
PCR-Ansatzes von funf getesteten Transkonjuganden aufgetragen. Alle
funf Spuren zeigen das fUr die korrekte Integration erwartete 0,9 kb-
Fragment. Im rechten Bild ist die Uberprifung auf Vollstdndigkeit der
GE’lacZ-Genkassette gezeigt (verwendete Primer: AB1 u. BA1). Die
Spuren 1-7 enthalten jeweils 10 yl des entsprechenden PCR-Ansatzes von
Transkonjuganden, bei denen die korrekte Integration nachgewiesen
worden war. Nur zwei der getesteten Transkonjuganden weisen das
erwartete 2,4 kb grofle PCR-Fragment auf (Spuren 6+7). S: A-DNA-
Fragmente von 14,3 kb bis 0,7 kb.

Um die lysE-Expression auch in Abwesenheit von LysG quantifizieren zu kénnen, wurde
ein weiterer Stamm ausgehend von der GE'lacZ-Kassette konstruiert. Um die zentralen
739 nt von lysG zu deletieren, wurde pJCGE lacZ mit Nar restringiert und anschlieflend
religiert (Abb. 7). Die dadurch hergestellte Genkassette G**"F’lacZ kodiert nur fur die
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ersten 21 Aminoséaurereste von LysG. In diesem LysG-Fragment fehit das N-terminale
Helix-Turn-Helix-DNA-Bindemotiv (HTH), das charakteristisch fur Proteine der LTTR-
Familie ist [Schell, 1993]. Die G*"*"E’lacZ-Genkassette wurde als BamHI-Fragment aus
dem Vektor pJCG*"E’lacZ isoliert und in den ebenfalls mit BamHI geschnittenen
Integrationsvektor pEM1 dppc ligiert. Mit dem Integrationsplasmid pEMG*"*'E"lacZ wurde
E. coli $17-1 transformiert, und der resultierende Stamm zur Konjugation mit dem Stamm
13032AEG eingesetzt. So wurden 20 Kanamycin-resistente Transkonjuganden von
C. glutamicum erhalten, in denen das in C. glutamicum nicht replikative
Integrationsplasmid im Chromosom integriert war. Die Uberprifung der Transkon-
juganden erfolgte wieder, wie bereits beschrieben, Uber PCR. Zwei der zehn getesteten
Transkonjuganden enthielten die vollstandige G*V*"E"lacZ-Genkassette integriert in dem

dppc-Bereich.

Zur Quantifizierung der Abhangigkeit der lysE "::lacZ-Expression von der Anwesenheit von
LysG, wurden die beiden lysE :lacZ-Fusionsstamme in BHI-Medium kultiviert und die
spezifische p-Galactosidase-Aktivitdt nach sechs Stunden bestimmt. Wahrend der
Stamm  13032AEG GE’lacZ mit 6,49 U/mgProtein eine hohe spezifische
B-Galactosidase-Aktivitat aufwies, war die bei 13032AEG G**'E’JacZ gemessene
spezifische PB-Galactosidase-Aktivitdt mit 0,33 U/mg Protein mehr als 20 fach verringert.
Dies ist somit ein deutlicher Hinweis, dall LysG ein positiver Regulator der lysE-

Expression ist.

In einem Kontrollexperiment wurde in den Fusionsstamm ohne lysG dieses Gen vektor-
kodiert wieder eingebracht. Zunachst wurde das volistédndige GE lacZ-Fragment durch
Restriktion mit BamH! aus pJCGElacZ isoliert, in pEC-T18mob ligiert und anschlieRend
lysE ::lacZ durch eine Restriktion mit Aafll und Scal deletiert. Diese Vorgehensweise war
notwendig, da eine direkte Kionierung von lysG unmoglich war, da sie stets zu
Transformanden mit Deletionen im Vektor bzw. Insert fuhrte. Der Stamm 13032AEG
G™EJacZ mit dem resultierenden Vektor pEC-T18mob lysG wies eine verglichen mit
dem Kontrollstamm 13032AEG G*"*"'E’lacZ (0,30 U/mg Protein) ca. finffach erhéhte
spezifische B-Galactosidase-Aktivitat von 1,5 U/ mg Protein auf. Da die Erhdhung der
Aktivitat verglichen mit der 20fachen Erhéhung in dem Stamm 13032AEG GE'lacZ

vergleichsweise gering ist, liegt méglicherweise am beobachteten schiechten Wachstum
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wahrscheinlich durch das Einbringen von LysG in héherer Kopienzah! bedingt. Die hier
beschriebenen Experimente zeigen, dal LysG ein positiver Regulator der /ysE-
Expression ist, der in trans die lysE-Expression beeinflufit.

2.2. Die lysE—Expression ist medienabhidngig

Der Einflu@ des Mediums auf die lysE-Expression sollte mittels der JysE lacZ-
Fusionsstamme untersucht werden. Zunachst wurde die lysE-Expression bei Wachstum
auf Vollmedium (BHI) mit der auf Minimalmedium (CGXIl) verglichen. Dazu wurden die
beiden Klone der zwei Fusionsstamme parallel auf den verschiedenen Medien kultiviert.
Zur Quantifizierung der lysk "::lacZ-Expression wurde dann zu verschiedenen Zeitpunkten

die spezifische B-Galactosidase-Aktivitdt bestimmt.

Der Stamm 13032AEG GE’'lacZ zeigt im Gegensatz zum lysG-Deletionsstamm eine
starke Abhéngigkeit der lysE"::lacZ-Expression vom Medium. Auf Minimalmedium ist die
erreichte p-Galactosidase-Aktivitat mit ca. 0,5 U/ mg Protein mehr als 10fach geringer als
die bei Wachstum auf Volimedium gemessene (s. Abb. 9). Lediglich nach 24 Stunden
Kultivierung in Minimalmedium wird eine erhéhte Expression von 4 U/ mg Protein erreicht.
Dies ist ein Hinweis darauf, dall die IlysE-Expression in Anwesenheit eines
Induktormolekils, das im Vollmedium in genlgend hoher Konzentration vorliegt, durch
LysG induziert wird. Der lysG-Deletionsstamm 13032AEG G*M*"E’lacZ zeigte auf beiden
Medien eine gleichbleibend niedrige p-Galactosidase-Aktivitat von ca. 0,3 U/mg Protein.
Die Notwendigkeit des Vorhandenseins zuséatzlicher Effektoren fur die Aktivierung der
Transkription des Zielgenes, ist fur die Mehrzahl der Regulatoren der LTTR-Familie
gezeigt [Schell, 1993]. So wird die Expression des Na'/H'-Antiporters NhaA von E. coli
durch steigende Konzentrationen des Effektors Na® und den Aktivator NhaR erhoht
[Dover et al., 1996]. CatR aus Pseudomonas putida aktiviert nur in Anwesenheit von
cis,cis-Muconat die Transkription des catBCA-Operons [McFall et al., 1998]. Da bekannt
ist, dal} eine erhdhte interne Lysinkonzentration in C. glutamicum zu einem verstarktem
Lysinefflux fuhrt [Vrijic et al., 1995] und C. glutamicum bei Wachstum auf BHI bis zu 77
mM Lysin intern enthalt, handelt es sich bei dem Effektor von LysG wahrscheinlich um L-
Lysin.
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Abb. 9: Die lysE-Expression bei Wachstum auf verschiedenen Medien. Gemessen wurde die
B-Galactosidase-Aktivitat der lysk ::lacZ-Fusion in Stamm 13032AEG GE'lacZ. Die
p-Galactosidase-Aktivititen wurden mindestens zweimal mit jeweils zwei
verschiedenen Kionen bestimmt. Sadulen geben die spezifische B-Galactosidase-
Aktivitat und Linien das Wachstum wieder. A: nach Wachstum auf Minimalmedium

(CGXIl); B: nach Kultivierung auf Volimedium (BHI).
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2.3. L-Lysin ist der Induktor von LysG

Um zu prufen, ob L-Lysin als Induktor auf die LysG-vermittelte lysE-Expression wirkt,
wurde gezielt die interne L-Lysinkonzentration im Stamm 13032AEG GElacZ erhéht.
Wahrend die externe Konzentration einer Aminosédure durch Mediumzusatz beliebig
beeinflult werden kann, ist eine gezielte Erhéhung der internen Konzentration einer
bestimmten Aminosdure nur mittels spezieller Techniken méglich. Dies ist z.B. durch L-
Methioninzugabe [Vrljic ef al., 1995 ] oder Dipeptidzugabe méglich [Erdmann & Kramer,
1993; Zittrich & Kramer, 1994].

Zunachst wurde C. glutamicum in CGXIl unter Zusatz verschiedener L-Methioninkonzen-
trationen kultiviert. Dies fuhrt zu einer verringerten Homoserindehydrogenase-Aktivitat und
damit zu einer erhéhten internen L-Lysinkonzentration [Cremer et al., 1988; Vrlji¢ et al.,
1995]. Um nun zu tberprifen, ob die durch Methionin bedingte Erhéhung der internen L-
Lysinkonzentration tatsdchlich zu einer Steigerung der p-Galactosidase-Aktivitat fihrt,
wurde 13032AEG GE'lacZ in CGXIl, dem 0, 0,1, 1 und 5 mM L-Methionin zugesetzt
worden war, kultiviert und nach 8 h parallel die interne L-Lysinkonzentration und die
spezifische  p-Galactosidase-Aktivitdt bestimmt. Es zeigte sich, daR die
p—Galactosidase-Aktivitdt bei Zugabe von 1 mM L-Methionin um einen Faktor von etwa
zwanzig erhdht ist, wahrend die interne L-Lysinkonzentration nur um den Faktor vier steigt
(Tabelle 3). In Anwesenheit von 0,1 mM Methionin zeigte sich noch keine signifikante
Erhdhung der lysE ::lacZ-Expression, wahrend die Zugabe von mehr als 1 mM Methionin
zu keiner weiteren Steigerung der lysE"::lacZ-Expression fihrte. Dies kénnte bedeuten,
daB erst nach Uberschreiten einer bestimmten internen L-Lysinkonzentration eine
Steigerung der lysE-Transkription erfolgt, die durch eine weitere Erhéhung der internen L-

Lysinkonzentration nicht gesteigert wird.
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Tab. 3: EinfluR der externen L-Methioninkonzentration auf die JysE -Expression.
Gemessen wurde die [(-Galactosidase-Aktivitdt und die interne L-Lysin-
konzentration des lysE’lacZ-Fusionsstammes 13032 AEG GE'lacZ nach 8 h
Kultivierung in  CGXlI-Medium unter Zusatz der angegeben L-

Methioninkonzentrationen.

Spezifische Interne
L-Methionin B-Galactosidaseaktivitat L-Lysinkonzentration
[mM] [ mM] [mM]
0 0,12 8,4
0,1 0,19 16,0
1 2,00 31,3
5 1,74 37,8

Zur  Kontrolle  durchgefihrte  Experimente mit dem lysG-Deletionsstamm
13032AEG G*"*"'E’lacZ ergaben, wie erwartet keine erhéhte lysE :lacZ-Expression, was
die Notwendigkeit von LysG zur Expression bestétigt. Ein Nachteil dieses Systems zur
Steigerung der L-Lysinbiosynthese durch L-Methionin besteht darin, dal} die Erhéhung
der internen Lysinkonzentration indirekt erzielt wird und daher nicht auszuschlielen ist,
daR z.B. L-Methionin als Effektor von LysG wirkt.

Deswegen wurde in zuséatzlichen Experimenten die interne L-Lysinkonzentration durch
Zugabe verschiedener Konzentrationen des Dipeptides Lysylalanin (Lys-Ala) erhéht.
Dabei wurde ausgenutzt, dall C. glutamicum in der Lage ist Dipeptide aus dem Medium
aufzunehmen und in der Zelle zu den entsprechenden Aminosduren zu hydrolysieren
[Erdmann & Kramer, 1993; Zittrich & Kramer, 1994]. Dies ermdglicht die gezielte
Erhéhung der internen Konzentration bestimmter Aminoséuren. Um zu testen, welche
Dipeptidkonzentrationen zur Steigerung der internen L-Lysinkonzentration geeignet sind,
wurde in einem Vorexperiment die spezifische B-Galactosidase-Aktivitdt des Stammes
13032AEG GE'lacZ bei Kultivierung auf Minimalmedium, dem steigende Konzentrationen
Lys-Ala-Dipeptid zugesetzt worden waren, bestimmt. Wie ausgehend von den vorherigen
Experimenten erwartet, stieg die pB-Galactosidase-Aktivitdt mit zunehmender Lys-Ala-

Konzentration im Medium an (Abb. 10). Jedoch zeigte sich bereits ab einer Konzentration
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von 0,75 mM Lys-Ala im Medium eine deutliche Wachstumshemmung und bei 2 mM Lys-
Ala im Medium wuchs der Fusionsstamm (berhaupt nicht mehr. Dies ist damit zu
erklaren, dall die Fusionsstdmme keine intakte Kopie des Lysinexportcarriergens
enthalten und es daher zu einer starken internen Lysinakkumulation kommt, die toxisch
fur die Zelle ist. Daher wurde fur die folgenden Experimente nur noch Medium mit Lys-
Ala-Konzentrationen bis maximal 0,75 mM verwendet. Als Negativkontrolle verwendetes
Medium mit Thr-Ala-Zusatz hatte keinerlei EinfluR auf die p-Galactosidaseaktivitat, so
dal eine BeeinfluBung der lysE-Expression sowohl durch die Erhéhung der internen
Alanin- als auch der L-Threoninkonzentration ausgeschlossen werden kann. Als weitere
Kontrolie wurde die /ysE-Expression des Stammes 13032AEG G'E’lacZ in
Anwesenheit steigender Lys-Ala-Konzentrationen gemessen. ErwartungsgeméaB zeigte
sich keine BeeinfluBung der /ysE-Expression durch steigende Lys-Ala-Konzentrationen.
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Abb. 10: Einflul des Zusatzes von Lys-Ala- und Thr-Ala-Dipeptiden zu Minimalmedium
(CGXIl) auf die lysE -Expression. Die spezifische B—Galactosidaseaktivitat der
lysk"::lacZ-Fusion von 13032AEG GE'lacZ wurde nach 8,5 h Kultivierung in
CGXIil mit der entsprechenden Lys-Ala-Konzentration (schwarze Saulen) bzw.

Thr-Ala (weille Saulen) gemessen.
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Um eine direkte Korrelation der internen L-Lysinkonzentration mit der /ysE-Expression
prufen zu kénnen, wurde 13032AEG GElacZ in Minimalmedium unter Zusatz von 0, 0,25,
0,5 und 0,75 mM Lys-Ala kultiviert. Alle zwei Stunden wurde eine Probe der Zellen zur
Bestimmung der spezifischen  p-Galactosidase-Aktivitdt und der internen
L-Lysinkonzentration entnommen. Die Ergebnisse dieses Experimentes sind in Abbildung
11 zusammengefallt. Bereits in Anwesenheit von 0,25 mM Lys-Ala kommt es zu einer
Erhéhung der internen L-Lysinkonzentration auf maximal 62 mM und einer deutlichen
Steigerung der lysE"::lacZ-Expression auf 5,6 U/mg Protein gegeniber maximal 0,7
U/mg Protein in Abwesenheit von Lys-Ala. Wie erwartet fluhrten steigende Lys-Ala-
Konzentrationen im Medium zu einer Erhéhung der internen L-Lysinkonzentration. So
wurden in Anwesenheit von 0,50 mM Lys-Ala intern bis zu 142 mM Lysin und bei einer
externen Lys-Ala-Konzentration von 0,75 mM intern 240 mM Lysin akkumuliert. Auch die
spezifische p-Galactosidase-Aktivitdt stieg entsprechend an. Jedoch zeigte die
B-Galactosidase-Aktivitat Uber die Kultivierungszeit je nach externer Lys-Ala-
Konzentration einen unterschiedlichen Verlauf. Wahrend sie bei 0,25 mM Lys-Ala stetig
sinkt, erreicht sie z.B. bei 0,75 mM Lys-Ala erst nach 6 h ihr Maximum, so daf} keine
direkte Korrelation zwischen einer bestimmten internen L-Lysinkonzentration und einer
daraus resultierenden spezifischen B-Galactosidase-Aktivitdt erkennbar ist. Das Fehlen
einer direkten Korrelation zwischen der internen L-Lysinkonzentration und der
spezifischen B-Galactosidase-Aktivitat ist moglicherweise durch die Art des Experimentes
selbst erklarbar: Durch den Dipeptidzusatz zum Medium kommt es beim Uberimpfen der
Zellen zu einer plétzlichen, drastischen Erhéhung der internen L-Lysinkonzentration,
gefolgt von einem langsamen Abfall. Méglicherweise beeinflullt auch das bei hohen
internen L-Lysinkonzentrationen verschlechterte Wachstum die lyskE"::/acZ-Expression.
Insgesamt waren die gemessenen (-Galactosidaseaktivtaten deutlich héher als nach
Methioninzugabe. Dies ist méglicherweise damit erklarbar, daf die Methioninzugabe erst
nach einem langerem Zeitraum 2zu einer starken Erhoéhung der internen L-

Lysinkonzentration flhrt.
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Abb. 11: Einflufd der internen Lysinkonzentration auf dielysk "::lacZ-Expression.
nach Wachstum von 13032AEG GE lacZ in Minimalmedium mit
(A) 0 mM
(B) 0,25 mM
(C) 0,50 mM
(D) 0,75 mM Lys-Ala
Die Saulen geben die spezifische B-Galactosidaseaktivitdt, die Linien die
interne Lysinkonzentration an.
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Um die Expression von lysE in Anwesenheit konstanterer interner L-Lysinkonzentrationen
zu bestimmen, wurden lysE’lacZ-Fusionsstdmme konstruiert, die sich von vornherein in
ihrer internen L-Lysinkonzentration unterschieden. Dazu wurden isogene C. glutamicum-
Stamme verwendet, die sich nur in der Regulation des Schilusselenzyms der zellularen
Lysinsynthese, der Aspartatkinase, unterscheiden [Cremer ef al., 1991]. Die
Aspartatkinase in Stamm MH20-22B ist feedback-resistent [Kalinowski et al., 1990],
wahrend LE4 die Wildtyp Aspartatkinase besitzt, die durch L-Lysin und L-Threonin
konzertiert feedback-inhibiert wird. In diese zwei Stamme wurde mittels Konjugation mit
E. coli S17-1 pEMGE’lacZ die GE’lacZ-Fusionskassette eingefihrt. Die Kontrolie der
erhaltenen Transkonjuganden erfolgte wie oben beschrieben. Aus 35 erhaltenen
Transkonjuganden von LE4 GE'lacZ wurden zwei Klone ausgewahit, die die gewlinschte
lysE’lacZ-Fusion enthielten. Die einzige erhaltene Transkonjugande des Stammes MH20-
22B GE’lacZ enthielt ebenfalls die lysE lacZ-Fusion. Die Ergebnisse der Bestimmung der
internen L-Lysinkonzentration und der spezifischen Q(-Galactosidaseaktivitat, nach
Kultivierung auf Minimalmedium sind in Tabelle 4 zusammengefal’t. Im Stamm LE4
GE’lacZ ist intern kein L-Lysin nachweisbar, wahrend MH20-22B GE'/acZ eine mit 28,4
mM deutlich erhéhte interne L-Lysinkonzentration aufweist. Der Stamm LE4GE ‘lacZ zeigt
wie erwartet mit nur 0,13 U/mgProtein eine wesentlich geringere spezifische
p-Galactosidaseaktivitat als der Stamm MH20-22B GElacZ mit 6,12 U/mg Protein. Auch
dieses Experiment, in dem auf jegliche BeeinfluBung durch extrazellulare Zuséatze

verzichtet wurde, bestatigt, dal L-Lysin als Induktor von LysG wirkt.
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Tab. 4: lysE-Expression in isogenen C. glutamicum Stammen mit unterschiedlicher
interner L-Lysinkonzentration. Die lysE’-Expression wurde Uber die lysE'lacZ-
Expression der Fusionsstdmme bestimmt. Zum Vergleich sind die interne L-
Lysinkonzentration und die spezifische B-Galactosidase-Aktivitat auch von den

Ausgangsstammen angegeben.

Stamm Interne Lysinkonzentration Spezifische
[ mM] B-Galactosidase-Aktivitit
[U/mg Protein]
LE4 <0,05 0,05
LE4 GE'lacZ <0,05 0,38
MH20-22B 28,4 0,07
MH20-22B GElacZ 34,9 6,12

In drei verschiedenen Experimenten konnte somit gezeigt werden, daR die interne L-
Lysinkonzentration, die LysG-vermittelte [ysE-Expression beeinflult. L-Lysin wirkt

demnach als Induktor von LysG.

2.4. Auch L-Arginin induziert die LysG vermittelte lysE-Expression

Da bekannt ist, dal der Lysinexportcarrier neben L-Lysin auch L-Arginin exportiert (Vriji¢
personl. Mitteilung), stelite sich die Frage, ob auch eine Erhéhung der internen
L-Argininkonzentration die lysE-Expression beeinflufit.

Um dies zu untersuchen, wurde der Stamm 13032AEG GE JacZ in Minimalmedium unter
Zusatz verschiedener Arginylalanin-Konzentrationen (Arg-Ala) kultiviert und die
spezifische B-Galactosidase-Aktivitat bestimmt. Die Daten sind in Abbildung 12 gezeigt.
Wie ersichtlich bedingt auch der Zusatz von Arg-Ala eine drastische Steigerung der
lysk ::lacZ-Expression. Folglich wirkt nicht nur L-Lysin sondern auch L-Arginin als
Induktor der /ysE-Expression. Jedoch fihrt die Zugabe von mehr als 0,5 mM Arg-Ala zu
keiner weiteren Steigerung der lysE-Expression. Dies kénnte damit zu erkldren sein, daft
Arg-Ala bereits ab einer Konzentration von 0,5 mM im Minimalmedium zu einer deutlichen

Wachstumsverzégerung flhrt, die noch stérker ist, als die durch hohe Lys-Ala-
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Konzentrationen ausgeltste. Die bei einer Konzentration von 2 mM Arg-Ala im Medium
durchgefiihrte Bestimmung der internen L-Argininkonzentration zeigte, dall das Dipeptid
ebenso wie Lys-Ala aufgenommen und in der Zelle hydrolysiert wird. Die interne L-
Argininkonzentration, die unter diesen Bedingungen in dem Deletionsstamm 13032AEG
erreicht wird, ist mit ungefahr 800 mM vergleichbar mit der in Anwesenheit von Lys-Ala

intern akkumulierten L-Lysinkonzentration.

Aktivitat
[U/mg Protein]

0 0,25 0.5 0,75 1
Arg-Ala [mM]

Abb. 12: FEinfluR des Dipeptides Arg-Ala auf die lysE -Expression. Gemessen
wurde die spezifische B-Galactosidase-Aktivitat der LysE"::LacZ-Fusion
des Stammes 13032AEG GE‘lacZ. Dieser Stamm wurde 6 h in CGXI

unter Zusatz der angegebenen Arg-Ala-Konzentrationen kultiviert.

Um zu zeigen, daR auch L-Arginin Uber LysG-vermittelt die lysE-Expression induziert,
wurde auch der lysG-Deletionsstamm 13032AEG G*""E’JacZ in Anwesenheit steigender
Arg-Ala-Konzentrationen kultiviert und anschlieBend die [-Galactosidase-Aktivitat
bestimmt. Hier zeigte sich wie bei den vorherigen Experimenten zur L-Lysin-bedingten

Induktion, dal L-Arginin in Abwesenheit von LysG keine Induktion der /ysE-Expression

ausldst.
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2.5. L-Histidin und L-Citrullin induzieren die lysE-Expression, werden aber nicht

durch den Lysinexportcarrier exportiert

Da L-Lysin und L-Arginin sowohi die LysG-vermitteite lysE-Expression induzieren als auch
durch LysE exportiert werden, lag es nahe weitere basische Aminosauren auf Induktion
und Export hin zu untersuchen. Dazu wurden Dipeptidfitterungsexperimente mit
Histidinyl-Alanin (His-Ala) und Citrullinyl-Phenylalanin (Cit-Phe) durchgefiihrt. Der Stamm
13032AEG GE’lacZ wurde in Minimaimedium unter  Zusatz  steigender
Dipeptidkonzentrationen kultiviert und die spezifische p-Galactosidase-Aktivitat nach 6 h
Wachstum bestimmt. In Abbildung 13 sind die Ergebnisse dieser Experimente
zusammengefalt. Sowohl der Zusatz von His-Ala, als auch der von Cit-Phe bedingen
eine starke Erhéhung der lysE ::lacZ-Expression von 13032AEG GE'lacZ. Zur Kontrolle
wurde die [lysE :lacZ-Expression im lysG-Deletionsstamm 13032AEG G*V*'E’jacz
gemessen. In Abwesenheit von LysG wird die lysE-Expression wie erwartet nicht durch
steigende Konzentrationen der beiden verwendeten Dipeptide im Minimalmedium
beeinflufit.
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Abb. 13: Einflul steigender His-Ala- bzw. Cit-Phe-Konzentrationen auf die lysE -
Expression. Die spezifische B-Galactosidaseaktivitdt der LysE'LacZ-
Fusion wurde nach 6 h Kultivierung von 13032AEG GE‘lacZ in
Minimalmedium unter Zusatz der angegebenen Dipeptidkonzentration
bestimmt. Schwarze Saulen: His-Ala-Zusatz, weille Saulen: Cit-Phe-

Zusatz.
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Abb. 14: Akkumulation und Export von L-Histidin (A) und L-Citrullin (B) im Wildtyp

13032 und in 13032 AEG. Beide Stamme wurden in Minimalmedium mit
2 mM His-Ala bzw. 2 mM Cit-Phe kultiviert. &/ & : interne L-Histidin-/ L-
Citrullinkonzentration; Y @ externe L-Histidin- bzw. L-Citrullin-
konzentration; ausgefllite Symbole: 13032; offene Symbol: 13032 AEG;
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Um zu prifen, ob der Lysinexportcarrier auch L-Histidin und L-Citrullin exportieren kann,
wurde in Kurzzeitfermentationen der Export beider Substanzen im C. glutamicum Wildtyp
13032 und in der Deletionsmutante 13032AEG untersucht. Dazu wurden beide Stamme
auf Minimalmedium vorkultiviert und dann zur Bestimmung des L-Histidin- bzw. L-
Citrullinexportes in Minimalmedium, das 2 mM His-Ala bzw. 2 mM Cit-Phe enthielt
Gberimpft. Alle 15 min wurden Proben zur Bestimmung der internen und externen L-
Histidin- bzw. L-Citrullinkonzentration genommen. Die Ergebnisse dieser Experimente
sind in Abbildung 14 dargestellt. Bei Wachstum auf CGXIl mit 2 mM His-Ala stieg die
intrazellulare L-Histidinkonzentration in beiden Stammen auf ca. 200 mM an. Auch die
externe L-Histidinkonzentration zeigte keinen Unterschied zwischen dem Wildtyp mit
intaktem Lysinexportcarrier und der lysEG-Deletionsmutante. Wahrend der Histidinexport
offensichtlich nicht durch die An- bzw. Abwesenheit des Lysinexportcarriergens beeinfiufdt
wird, ist die Situation in Bezug auf den Citrullinexport komplizierter. In Anwesenheit des
Lysinexportcarriergens ist die interne Citrullinkonzentration sogar etwas héher verglichen
mit dem /ysEG-Deletionsstamm. Da der Deletionsstamm eine verglichen mit dem Wildtyp
erhoéhte extrazellulare Citrullinkonzentration aufweist, kann aber ausgeschlossen werden,
dal der Lysinexportcarrier am Citrullinexport direkt beteiligt ist. Eine Erhéhung der
internen L-Arginin- bzw. L-Lysinkonzentration war bei beiden verwendeten Stammen nicht

zu beobachten (nicht gezeigt).

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dall sowohl L-Histidin als auch L-Citrullin zwar als
Effektoren von LysG wirken, beide Aminoséduren aber nicht von LysE exportiert werden.
Die durchgefiihrten Experimente zeigen, dal es weitere noch unbekannte Exporter fir L-

Histidin und L-Citrullin geben muf3.

2.6. Einbringen des intergenischen Bereichs von fysE und lysG in hoher
Kopienzahl setzt die lysE ::lacZ-Expression in 13032 AEG GE lacZ herab.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Regulation der lysE-Expression
auf molekularer Ebene. Mit dem Ziel eine Interaktion zwischen dem LysG-Protein und der
Promotorregion von LysG nachzuweisen, solite ein Titrationsexperiment mit ganzen
Zellen von C. glutamicum durchgefihrt werden. Dazu wurde die vermutete LysG-
Bindesequenz zunéchst in den Vektor pVWEX2 [Wendisch, 1997] kioniert.
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Im Bereich des divergenten Promotors von /lysE und lysG befindet sich eine partiell
palindromische DNA-Sequenz, die einer typischen DNA-Erkennungssequenz von
Regulatoren der LTTR-Familie dhnelt. Um eine Interaktion zwischen dieser Region und
LysG nachzuweisen wurde ein 455 bp Fragment ('EG” in Abb. 15), das neben dem
intergenischen Bereich von lysE und lysG auch Teile beider Gene enthielt, mittels Uber
PCR eingefugte BamHI|-Schnittstellen aus dem lysGE-Gencluster isoliert und in den
Vektor pVWEX2 [Wendisch, 1997] kloniert. Mit dem so erhaltenen Vektor pVWEX2'EG’
wurde der Stamm 13032AEG GE'lacZ transformiert. AnschlieRend wurde der
resultierende Stamm 13032AEG GE'lacZ pVWEXZ2 und der Stamm 13032AEG GElacZ
pVWEX2'EG’ in Volimedium kultiviert und die spezifische —Galactosidase-Aktivitat nach
sechs Stunden Kultivierungszeit bestimmt. Die spezifische (-Galactosidase-Aktivitat in
Anwesenheit des Vektors pVWEX2'EG’ betrug 0,30 U/mg Protein und ist damit mit der
des LysG-Deletionsstamms von 0,38 U/mg Protein vergleichbar. Dagegen zeigten die
Klone, die den Leervektor enthielten eine [(-Galactosidase-Aktivitdt von ca.

6 U/mg Protein, die der in Abwesenheit des Vektors gemessenen entsprach.

Durch dieses in vivo Experiment ist gezeigt, dal} LysG mit dem intergenischen Bereich
von Jysk und lysG interagiert und in der Zelle frei diffundiert. Auerdem wurde hierdurch

der Bereich, in dem LysG bindet bereits eingegrenzt.

1 GS1 |
. GS2

lysG

Abb.15: Lage der im Titrationsexperiment und in den Gelretardations-
experimenten verwendeten Promotorfragmente innerhalb des /lysGE-
Genclusters. Die Fragmente GS1, GS2 und GS3 wurden fur die
Gelretardationsexperimente und das 'EG’-Fragment fir das

"Austitrierexperiment” verwendet
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2.7. LysG bindet am intergenischen Bereich von lysG und JysE

Um in vitro eine Interaktion zwischen LysG und dem intergenischen Promotor von fysE
und lysG nachzuweisen, wurden Gelretardationsexperimente durchgefiuhrt. Dieses
Verfahren beruht darauf, dall das elektrophoretische Laufverhalten von Nucleinsauren
durch die Bindung eines Proteins verandert, meist verzégert, wird [Fried & Crothers.
1981].

2.7.1. Gelretardationsanalyse unter Verwendung von E. coli-Rohextrakten

Als Quelle von LysG wurden E. coli-Rohextrakte von den lysG-Uberexprimierern DH5,
MCR pUC18GE und DH5¢ MCR pJCGElacZ verwendet. Diese Vektoren wurden genutzt,
da die Uberexpression von lysG in Abwesenheit des lysE-Gens in E. coli zu einer starken
Wachstumsverzégerung und haufig auch zu Deletionen in den entsprechenden
Plasmiden fuhrte. Als Kontrolle dienten Rohextrakte, die denselben Vektor enthielten, in
dem aber lysG durch Restriktion mit Narl und anschlieBende Religation fast vollstandig
deletiert war. Die Rohextrakte wurden mit dem DIG-markierten DNA-Fragment GS1
inkubiert, das mit 321 bp den gesamten intergenischen Bereich (61 bp) vonlysE und lysG
sowie 140 bp von lysG und 120 bp von lysE umfalite (Abb. 15). AuRerdem enthielt der
Reaktionsansatz 5 x Inkubationspuffer, Poly[d(I-C)] als Kompetitor-DNA und Poly-Lysin,
das die DNA-Bindung unterstitzt [Bannister et al, 1989]. Die Auftrennung erfolgte in
einem 6% nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. Abbildung 16 zeigt eine der mehrfach
durchgeflhrten Gelretardationsanalysen. Zwar sind in den Spuren, in denen
Reaktionsansatze, die Rohextrakte von den lysG-Uberexprimierern enthalten, zwei
Verzégerungsbanden zu erkennen, jedoch finden sich beide Banden auch in den
Kontrollen (DH5y MCR pUC18G™WeE, DH5, MCR pJCGAarE"lacZ und DH5, MCR ohne
Vektor). Dies zeigt, daR die beobachtete Retardation nicht LysG-spezifisch ist. Zur
Kontrolle wurde die Konzentration der Kompetitor-DNA verdoppelt, so dal sie im
2000fachen Uberschuf im Vergleich zu dem DIG-markierten GS1-Fragment vorlag. Auch
unter diesen Bedingungen verminderte sich die Intensitat der Verzégerungsbanden nicht.
Um zu Uberprifen, ob es sich um eine spezifische Verzégerung handelt, wurden
Retardationsexperimente mit DIG-markierten DNA-Fragmenten aus dem Pilz Ashbya
gossypii (800 bp PCR-Fragment, amplifiziert von |. Maeting) und einem 500 bp-Fragment

aus dem dfsR1-Gen von C. glutamicum (isoliert von Y. Tilg) durchgefuhrt. Hier zeigte sich
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2.7.2. Gelretardationsanalyse unter Verwendung von C. glufamicum-Rohextrakten

Aufgrund der derzeit vorliegenden Genomdaten von C. glutamicum ist es
unwahrscheinlich, dal C. glutamicum neben lysG noch weitere Regulatoren der LTTR-
Familie besitzt. Daher sollte bei Verwendung von C. glutamicum-Rohextrakten das
Auftreten einer LysG-unspezifischen Retardationsbande unwahrscheinlich sein. Aus
diesem Grund wurden die Gelretardationsexperimente mit Rohextrakten aus
verschiedenen C. glutamicum lysG-Uberexprimierern wiederholt. Die Rohextrakte wurden
aus den Stdmmen 13032AEG pJCGElacZ, R127AEG pJCGETacZ und 13032 pMV/ysG
gewonnen. Als Kontrolle dienten die Stamme mit dem Vektor pJCG***"'EfacZ. Zun&chst
zeigte sich keinerlei Verzégerung. Erst nachdem der pH-Wert des ZellaufschiuRpuffers
von vorher 8,5 auf einen pH von 7,6 herabgesetzt wurde, erfolgte eine Retardation der
GS1-Bande. Neben einer verzégerten Bande, die auch nach Inkubation von GS1 mit
Rohextrakten von lysG-Deletionsstdmmen sichtbar wird, zeigten die Spuren, in denen
Reaktionsansatze mit GS1 und Rohextrakt von fysG-Uberexprimierern aufgetrennt
wurden, eine noch stérker retardierte Bande (Komplex, s. Abb. 17A). Wie Abbildung 17A
zeigt, war diese in den Kontrollen nicht nachweisbar. Auch bei Verwendung des DNA-
Fragmentes aus Ashbya gossypii bzw. des disR1-Fragmentes aus C. glufamicum trat
keinerlei Verzégerung auf. Dies zeigt, dal’} die beobachtete Retardation LysG- und DNA-

Fragment-spezifisch ist.

Um den LysG-Bindebereich einzugrenzen wurden Retardationsexperimente mit zwei
weiteren DIG-markierten DNA-Fragmenten aus dem Promotorbereich von lysG und lysE
durchgefuhrt. Die Lage dieser Fragmente innerhalb des lysGE-Genclusters ist in
Abbildung 15 dargestellt. Das PCR-Fragment GS3 umfaf3t mit 105 bp nur 32 nt vonlysG
und 12 nt von lysE sowie den gesamten intergenischen Bereich. Bei Verwendung dieses
GS3-Fragmentes (die zur Amplifikation verwendeten Primer sind im Anhang in Tabél!’e 9
angegeben), tritt ebenfalls eine deutliche Retardationsbande auf (Komplex, s. Abb. 17B).
Diese ist LysG-spezifisch und trat in den Negativkontrollen nicht auf. Hingegen erfahrt das
GS2-Fragment, das bis auf 5 nt des intergenischen Bereiches ausschliellich aus dem
lysG-kodierenden Bereich stammt (Abb. 15), durch LysG-haltigen Rohextrakt keine
Verzdgerung (nicht gezeigt). Damit ist es mdglich, die DNA-Binderegion auf die 105 nt

einzugrenzen, die in dem GS3-DNA-Fragment vorliegen.
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Verzégerung (nicht gezeigt). Damit ist es méglich, die DNA-Binderegion auf die 105 nt

einzugrenzen, die in dem GS3-DNA-Fragment vorliegen.

Abb. 17:

4——— Komplex

GS3

Gelretardationsexperimente unter Verwendung verschiedener
C. glutamicum-Rohextrakte und der DNA-Fragmente GS1(A) und GS3
(B). De Auftrennung erfolgte in einem 6% DNA-Retardationsgel (Novex
Electrophoresis). Die Detektion der DIG-markierten DNA erfolgte Uber
Chemolumineszenz der Anti-DIG-alkalische Phosphatase-Konjugate. +:
Gelretardationsansatz bestehend aus dem entsprechenden DNA-
Fragment und LysG-haltigem Rohextrakt, - Gelretardationsansatz
bestehend aus dem entsprechenden DNA-Fragment und LysG-freiem
Rohextrakt; K: freie DNA; Komplex: LysG-spezifischer DNA-

Proteinkomplex;
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2.7.3. lsolierung von His-markiertem LysG-Protein

Um zukinftige Gelretardationsexperimente mit reinem LysG-Protein zu erméglichen,
sollte LysG als His-Derivat Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereingt werden.
LysG weist am N-Terminus die fur die Mitglieder der LTTR-Familie charakteristische
Helix-Tum-Helix-Dom&ne und im C-terminalen Bereich eine der putativen
Multimerisierungsdomaénen der fur LTTRs typischen Regionen auf [Schell, 1993].

Sowoh! die N- als die C-terminale Region von Proteinen der LTTR-Familie enthalt
Doménen, die essentiell fir die DNA-Bindung bzw. die Transkriptionsaktivierung ihrer
Zielgene sind [Schell, 1993]. Da in der Literatur sowohl Beispiele beschrieben sind, in
denen eine N-terminale His-Markierung als auch eine C-terminale Markierung die
effiziente Bindung an die DNA stért, sollte LysG sowohl als N- als auch als C-terminal His-
markiertes Protein isoliert werden. Hinzu kommt, daf} eine C-terminale Fusion

gewabhrleistet, da nur volistindige Proteine aufgereinigt werden.

Fur die Konstruktion des C-terminal His-markierten LysG’s, wurde lysG zunéchst mittels
PCR, unter Verwendung von Primern, die am 5-Ende von lysG eine BarnHi- und am 3'-
Ende eine Sphl-Schnittstelle einfiihrten (s. Tabelle 10, Anhang), einschlieRlich des
eigenen Startcodons amplifiziert. Nach Klonierung des PCR-Fragmentes in den mit Smal-
geschnittenen Vektor pUC18 (SureClone-Kit, Roche Mannheim), wurde lysG als 882 bp
groBes BamHI-Sphl-Fragment aus diesem Vektor isoliert. AnschlieBend wurde dieses
Fragment mit dem mit BamHIl und Sphl geschnittenen pQE70-Vektor (Qiagen, Hilden)
ligiert, so daR lysG hinter dem T5-Promotor und in frame mit einer stromabwirts
gelegenen, fir 6 His-Reste kodierenden Region vorlag. Das resultierende Plasmid
pQE70CG wurde nach E.coli M15 pREP4 transformiert. Das in diesem Stamm
vorliegende Plasmid pREP4 kodiert den Lacl-Repressor und erméglicht so die Induktion
der lysG-Expression durch IPTG-Zusatz. Auerdem ist die Expression des lysG-Gens in
Abwesenheit von IPTG so gering, dall auch falls LysG bzw. die LysG-His-Fusion
schadlich flur die Zelle sein solite, die Konstruktion méglich sein solite. Um die
Identifikation solcher Klone des Stammes M15 pREP4 pQE70CG zu erleichtern, die C-
terminal His-markiertes LysG (LysG-Hg) exprimieren, wurde zunichst mit den erhaltenen

Transformanden ein Kolonieblot durchgefiihrt und parallel die Plasmide von zehn der
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(Qiagen, Hilden) in einer fir die Gelretardation ausreichenden Menge aufgereinigt werden
(Abb. 19).

kDa

52

Hs-LysG
33

19

Abb. 18: SDS-PAGE von unter nicht-denaturierenden Bedingungen bzw. unter
denaturierenden Bedingungen erzeugten Rohextrakten von E. coli M15
pREP4 pQE31NG. M: Proteinstandard; 1: Pellet, nach Zellaufschiu
unter nicht-denaturierenden Bedingungen 2: Rohextrakt nach Aufschiuf
unter nicht-denaturierenden Bedingungen, 3: Pellet, nach Zellaufschiuf
unter denaturierenden Bedingungen, 1:10 fach verdinnt; 4. Rohextrakt,
nach Aufschiuf® unter denaturierenden Bedingungen, 1:10 fach
verdinnt.

Da das His-markierte LysG-Protein fur die Gelverzégerungsanalysen in nativer Form
vorliegen mull, wurden zwei verschiedene Verfahren angewandt, um Hs-LysG wieder zu
renaturieren. Zum einen wurde das unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigte He-
LysG gegen eine Reihe von Puffern mit schrittweise abnehmender Harnstoffkonzentration
dialysiert, zum anderen wurde das Protokoll zur LysG-Aufreinigung modifiziert. Dabei
erfolgte nur noch der Zellaufschiu@ unter denaturierenden Bedingungen und die

Saulenaufreinigung nach mehrmaligen Waschen mit den Dialysepuffern mit abnehmender
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Harnstoffkonzentration unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Mit dem auf die
verschiedenen Arten gewonnenen Hs-LysG-Protein wurden dann Gelretardations-
experimente durchgefihrt. Da LysG keinerlei enzymatische Aktivitat besitzt, die in vitro
nachweisbar wére, &Rt sich nur durch positiv-verlaufende Gelretardationsexperimente
priffen, ob das isolierte Hs-LysG im nativen Zustand vorliegt. Die Retardationsanalysen
unter verschiedenen Bedingungen zeigten aber keinerlei Retardation der freien DNA
(verwendet wurde sowoh! das Fragment GS1 als auch GS3, s. Abb. 15). Aufgrund der
fehlenden Enzymaktivitdt von LysG war nicht zu kldren, ob das Ausbleiben der
Gelverzégerung dadurch  bedingt wird, dal HsLysG auch nach den
Renaturierungsversuchen nicht in seiner nativen Form vorliegt, oder ob die N-terminale
His-Markierung eine effiziente Interaktion zwischen der DNA und He-LysG verhindert. Eine

weitere Mdglichkeit besteht darin, dal im Reaktionsansatz ein Effektor fehlt, der bei

Verwendung von Rohextrakten von lysG-Uberexprimierern vorhanden ist bzw. an LysG
gebunden vorliegt. Dies mufte durch weitere Gelretardationsanalysen geklart werden.
Mt 2 3 4 M2 6 7 8 9 10

200 — — 188
974 —
554 — — 97
—52
= e Mol vy G
31 33 g-LY
215 —
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Abb. 19: Aufreinigung von N-terminal markiertem His-LysG (Hs-LysG) unter
denaturierenden Bedingungen. Auf das mit Silber-gefarbte SDS-PAGE
wurden folgende Probenaufgetragen. Spur 2: Rohextrakt von M15
pREP4 pQE31NG nicht-induziert; 3: Rohextrakt von M15 pREP4
pQE31NG induziert; 4: Durchfluffraktion der Saulenaufreinigung Uber
Ni-NTA-Spinséulchen; 6-8: Waschfraktion 1-3; 9: Eluat 1; 10: Eluat 2;
M1 und M2: Proteinstandards.
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3. LysG besitzt ein zweites Target

Mittels der /acZ-Fusionsstudien wurde belegt, dal LysG die Transkription von lysE
steigert. In physiologischen Experimenten, in denen die Lysineffluxrate von drei
verschiedenen Stdmmen verglichen wurde [Vrljié, 1997], zeigte sich jedoch, dafk LysG
einen negativen Einflud auf den Lysinefflux besitzt. Diese Messungen erfolgten mit
ganzen Zellen, so dal} einander gegenldufige Effekte von LysG, beispielsweise ein
positiver Effekt auf die /ysE-Expression und eine negative BeeinfluBung der
Lysinbiosynthese einander (berlagern kénnten. Da die Ergebnisse der physioclogischen
Experimente eindeutig einen negativen Effekt von LysG auf den Lysinefflux ergaben, die
genetischen Experimente aber LysG als positiven Regulator von lysk identifizierten,
kénnte LysG neben lysE noch ein oder mehrere weitere Targetgene besitzen, die einen
negativen EinfluR auf die Lysinbiosynthese haben. Bestérkt wird diese Hypothese durch
die Tatsache, dal bei gleichzeitiger Uberexpression des lysE und lysG-Gens die interne
Lysinkonzentration verglichen mit einem fysE-Uberexprimierer ohne lysG sinkt [Vrlji¢,

1997].

Ein mégliches Zielgen von LysG ist [ysA, das Gen fir die Diaminopimelatdecarboxylase.
in E. coli wird die lysA-Expression durch LysR, dem namensgebenden Mitglied der LTTR-
Familie, reguliert [Stragier ef al., 1983]. Hinzu kommt, dal eine Regulation der
Lysinbiosynthese nach der Bildung des Zellwandbestandteiles D,L-Diaminopimelat
sinnvoll erscheint, um eine Limitierung durch D,L-Diaminopimelat zu vermeiden. Aus
diesem Grund wurde der Einflul@ von LysG auf die Aktivitat der

Diaminopimelatdecarboxylase untersucht.

Die Enzymaktivitdt wurde parallel im Wildtypstamm 13032, 13032AEG und 13032AlysG
gemessen. Dazu wurden die Stdmme Uber Nacht in Volimedium angezogen und
anschlieBend zellfreie Rohextrakte aus diesen Zellen hergestelit. Die spezifische
Diaminopimelatdecarboxylase-Aktivitat wurde durch Nachweis des aus Diaminopimelat
gebildeten L-Lysins mittels HPLC bestimmt. Alle drei Stdmme weisen unabhingig von der
An- bzw. Abwesenheit von [lysG keine signifikanten Unterschiede in der
Diaminopimelatdecarboxylase-Aktivitat auf (Tabelle 5). Demzufolge handelt es sich bei

dem Gen der Diaminopimelatdecarboxylase nicht um das zweite Target von LysG.
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Tab. 5: Aktivitat der Diaminopimelatdecarboxylase im Wildtyp 13032 und in den
lysG-Deletionsstammen 13032AEG und 13032AG im Vergleich.

Diaminopimelatdecarboxylase-
Stamm Aktivitit
[Uf mg Protein]

13032 0,065
13032AEG 0,075
13032AG 0,077
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V. Diskussion

1. Die Topologie des Lysinexportcarriers LysE

Ziel der durchgefuhrien Topologieuntersuchungen mittels PhoA- bzw. LacZ-Reporterfusionen
war die Prifung des mittels spezieller Software [Rost et al., 1995] erstellten Topologiemodelles.
Zur experimentellen Untersuchung der 2D-Struktur des Lysinexportcarriers war ein genetischer
Ansatz gewdhit worden, bei dem Fusionen des verkirzten C-Terminus von LysE mit der
alkalischen Phosphatase bzw. mit der B—Galactosidase eine Aussage Uber die Lokalisation der
Fusionsstelle ermdglichen [Manoil & Beckwith, 1985; Froshauer et al., 1988, Boyd et al., 1993].
Die Ergebnisse der Analyse der PhoA-Fusionen im C-terminalen Bereich von LysE (s. Abb. 5)
stimmen mit der Computervorhersage fur diesen Bereich Uberein, in dem jede Helix die
Membran einmal durchspannt (Abb. 20). Auch die beiden LacZ-Fusionen am 111. bzw. 211.
Aminosédurerest von LysE bestatigen das in Abbildung 20 dargestellte Modell. Dagegen ist die
Situation im N-terminalen Bereich, der % des Proteins ausmacht, ungewéhnlich. Die Zuordnung
der Domaénen und die Ergebnisse der lacZ- bzw. phoA-Studien erfordern eine ungewdhnliche
Anordnung der ersten drei hydrophoben Doméanen. Die vier PhoA-Fusionen am 29., 30., 33.
und 40. Aminoséaurerest von LysE, die Uberraschenderweise alkalische Phosphatase-Aktivitat
aufweisen, sprechen flr eine periplasmatische Lokalisation dieser LysE-Bereiche. Dies ist auch
aufgrund der absoluten spezifischen Aktivitaten der alkalischen Phosphatase anzunehmen, die
in diesen vier Fallen jeweils sehr hoch war. Boyd et al. [1987] konnten namlich zeigen, daf}
PhoA-Fusionen am N-terminalen Ende einer cytoplasmatischen Schleife eine bis zu 20fach
héhere Aktivitat als eine Fusion am C-Terminus der gleichen cytoplasmatischen Schleife
gelegen, aufweisen. Da die Fusionen 29, 33, 37 und 40 an verschiedenen Stellen der Schieife
lokalisiert sind, wéaren nach Boyd et al. [1987] bei einer cytoplasmatischen Lokalisation dieser
Schieife im intakten LysE Unterschiede in den Phosphatase-Aktivitdten zu erwarten. Da sogar
die phoA-Fusion an dem 67. Aminosdurerest von LysE einen alkalische Phosphatase-positiven
Phanotyp bedingt, missen von Position 29 bis 67 alle Aminoséurereste von LysE ins
Periplasma transloziert werden. Einzig die LacZ-Fusion 67 stimmt mit diesem experimentell
erhaltenen Bild nicht Gberein. Méglicherweise genugt der kurze aminoterminale Teil von LysE
nicht, den p-Galactosidase-Anteil des Fusionsproteins durch die Membran zu ziehen.

Grundsatzlich ist bekannt, dall Fusionen unmittelbar am Aminoterminus aufgrund der kurzen
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Sequenz des zu untersuchenden Proteins problematisch sind. So kénnen Fusionen, in denen
grolRe Teile des C-terminalen Bereiches des Membranproteins durch alkalische Phosphatase
oder p-Galactosidase ersetzt sind, die Translokation der alkalischen Phosphatase oder
B—Galactosidase verhindern [Tate & Henderson, 1993; Turk et al, 1996] oder sogar die
Orientierung von transmembranen Helices umkehren, wenn positive Reste fehien [v. Heijne,
1994]. Jedoch ist darauf hinzuweisen, dall im Falle der PhoA-Fusionen bei LysE nicht die
Translokation behindert wird, sondern die PhoA-Fusionen ins Periplasma transloziert werden.
Es erfolgt also bereits im Falle der PhoA-Fusionen mit kurzen N-terminalen Sequenzen von
LysE die Translokation der alkalischen Phosphatase. Deswegen ist anzunehmen, dal} die
zweite Helix peripher auf der periplasmatischen Seite der Cytoplasmamembran angeordnet ist
oder vielleicht auch in diese eintaucht. Ein Beispiel fur ein Membranprotein, in dem ebenfalls
stark hydrophobe Bereiche im Periplasma lokalisiert sind, ist das Chromatresistenzprotein A
(ChrA) aus Alcaligenes eutrophus [Nies et al., 1998]. Unterstutzt wird dieses ungewohnliche
Topologiemodell fur LysE durch die Tatsache, daB die erste transmembrane Helix mit nur 15
Aminosdureresten relativ kurz ist und daher die Membran méglicherweise gar nicht vollsténdig
durchquert. Untersuchungen zum Aquaporin [Walz ef al., 1997] haben kirzlich gezeigt, dall
Regionen, die weder als transmembrane Helix die Membran durchspannen, noch als Schleife
im Cyto- bzw. Periplasma lokalisiert sind, funktionell und mechanistisch von grofier Bedeutung
sein kénnen. Fir eine besondere Bedeutung der zweiten Helix von LysE spricht ferner, dal
innerhalb dieses Bereiches LysE starke Ahnlichkeiten zu weiteren Mitgliedern der LysE-Familie
aufweist [Aleshin ef al., 1999].

Entsprechend des Topologiemodelles (s. Abb. 20) besitzt LysE nur finf transmembrane
Domanen. Zwar sind die meisten integralen Membranproteine aus Untereinheiten von je sechs
oder zwdlf transmembranen Helices aufgebaut [Saier, 1994], es existieren allerdings auch
solche, die nur funf transmembrane Doménen besitzen. Dazu gehéren z.B. die Proteine HisQ
und HisM, die am Histidintransport von Salmonella typhimurium beteiligt sind [Kerppola et al.,
1992]. Aufgrund der neuartigen Topologie sowie der Primdrsequenz ist LysE einer neuen
Superfamilie zuzuordnen [Vriji¢ et al., 1996; Aleshin et al., 1999; Vriji¢ et al., 1999]. LysE gehort
innerhalb der Superfamilie zu der LysE-Familie. Diese bildet zusammen mit der kurzlich
entdeckten RhtB-Familie [Aleshin et al., 1999] und der CadD-Familie [Vrlji¢ et al., 1996, Vriji¢ et
al., 1999] die LysE-Superfamilie. Das namensgebende RhtB-Protein und das RhtC-Protein aus

E. coli sind vermutlich wie LysE am Export von Aminosduren oder deren Derivaten beteiligt
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[Aleshin et al., 1999, Zakataeva et al., 1999]. RhtC ist vermutlich am Threoninexport und RhtB

am Efflux von Homoserin bzw. Homoserinlacton beteiligt [Zakataeva et al., 1999].

Das erstelite Topologiemodell von LysE zusammen mit der Identifizierung  von
Aminoséaureresten, die innerhalb der LysE-Familie konserviert sind [Aleshin et al., 1999; Vrljic¢ ef
al., 1999], und einer Helical Wheel Analyse erméglichen es, Hypothesen (iber Aminoséaurereste
mit funktioneller Bedeutung aufzustellen. Ein auffallendes Charakteristikum von LysE ist die
grolle hydrophile Schieife zwischen der zweiten und dritten transmembranen Helix, die laut des
Topologiemodelles im Cytoplasma lokalisiert ist. Diese Schieife ist in keinem anderen Mitglied
der LysE-Superfamilie in dieser Gréfe vorhanden [Vrijic et al., 1999]. In LysE enthalt sie einen
Bereich, der sehr reich an Valin- und Arginin-Resten ist und zwei negative Nettoladungen
enthalt (s. Abb. 20). Ahnlich stark geladene repeat-Sequenzen sind in Schleifenregionen
anderer Transporter gefunden worden, ohne dall allerdings ihre Funktion bekannt wire
[Paulsen & Saier, 1997, Eng et al, 1998]. DaR diese Ladungen direkt an der
L-Lysintranslokation beteiligt sind, ist nicht anzunehmen, da alle anderen Translokatoren der
LysE-Superfamilie diese Schieife nicht besitzen. Die am stéarksten konservierte Region in LysE
mit der Konsensussequenz LNPHVYL (die Aminosauren sind im Ein-Buchstabencode
angegeben) ist ganz &hnlich in allen drei Subfamilien zu finden. Dies ist ein Hinweis darauf, daf
diese Region essentiell fur die Funktion der Translokatoren der LysE-Superfamilie ist. In LysE
liegt sie in der Mitte der dritten transmembranen Helix (Abb. 20), die sehr wahrscheinlich einen
zentralen Teil des Translokationskanals ausmacht. Das vollstandig konservierte Asparagin
kénnte zusammen mit dem vier Aminosé&urereste, und damit genau eine Helixwindung, entfernt
gelegenen konservierten Threoninrest als ein Teil einer aktiven, transmembranen Region
wirken. In Ubereinstimmung damit ist die Lage des Prolinrestes innerhalb des konservierten
LNP-Motivs; Prolinreste sind bekannt daflr, da sie in transmembranen Helices durch
Einfihrung von 20°-Winkeln funktionell wichtige Reste in die zur Translokation erforderliche
Position bringen [Deisenhofer & Michel, 1989; Grigorieff et al., 1996]. In Bacteriorhodopsin ist
gezeigt worden, dafl3 der Prolinrest in Position 50 die Funktion besitzt, ein ungepaartes
Sauerstoffatom einer Carbonylgruppe so zu positionieren, dafl dieses Teil des Kanals wird
[Deisenhofer & Michel, 1989]. Der Abstand zwischen dem Prolinrest und dem Threoninrest
betragt im Bacteriorhodopsin wie in LysE nur vier Aminosaurereste [Deisenhofer & Michel,
1989]. Die Prolin- und Threoninreste in LysE kénnten zusammen mit dem Aspartatrest aus der

zweiten Domane an der Bindung von Lysin bzw. eines im Symport oder Antiport transportierten
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Kations beteiligt sein [Vrjic et al, 1999]. Weitere- konservierte Reste, wie der volisténdig
konservierte Aspartatrest in der zweiten putativ peripher angeordneten hydrophoben Region,
der Asparagin- und der Threoninrest in der dritten transmembranen Helix sowie die vollstandig
konservierten aromatischen Reste in der vierten transmembranen Helix und die Aspartat- bzw.
Asparagin- und Methioninreste in der finften transmembranen Helix kdnnten sehr wohl auf der
Innenseite des Kanals liegen, der durch die Interaktion aller transmembranen Helices gebildet
wird [Vrlji¢ et al., 1999].

Periplasma

Cytoplasma

Abb. 20: Vorstellung zur Anordnung des Lysinexportcarriers in der Cytoplasma-
membran. Funktionell wichtige Aminosédurereste sind im Ein-
Buchstaben-Code eingezeichnet. Die dargestelite Topologie basiert auf
den Ergebnissen der phoA- und /acZ-Fusionsstudien. Im Kasten ist die
Valin- und Arginin-reiche repeat-Sequenz innerhalb der zentralen,
hydrophilen Schleife von LysE dargestellt; die Arginin-(R) und Valinreste

(V) sind unterstrichen, alle geladenen Aminoséurereste fettgedruckt.
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2. Der Regulator des Lysinexportcarriers

Die mit den lysE :lacZ-Fusionen erhaltenen Ergebnisse belegen, dall die Anwesenheit von
LysG fur die lysE-Transkription erforderlich ist. Uberraschenderweise ergaben die den dieser
Arbeit vorausgehenden Untersuchungen zu LysG von M. Vriji¢ [1997] Hinweise, dal es sich bei
LysG um einen negativen Regulator handeln kénnte. So war z.B. bei Uberexpression von lysE
in einer lysG-Deletionsmutante der Lysinefflux héher, als bei gemeinsamer Uberexpression von
lysE und lysG. Ein &hnliches Bild ergab sich auch in Stammkonstrukten mit anderem lysG-
Status. Dieser scheinbare Widerspruch 1463t sich dadurch erkldren, dall es sich bei den von M.
Vrlji¢ durchgefihrten Experimenten um physiologische Untersuchungen mit ganzen Zellen
handelte [Vrlji¢ et al., 1996; Vrlji¢, 1997], so dal hier einander entgegengerichtete Effekte von
LysG, wie ein positiver Effekt auf die lysE-Expression und eine negative Regulation der
Lysinbiosynthese einander Uberlagern koénnten. Tatsdchlich weisen Messungen der
intrazelluldren Aminosaurekonzentrationen daraufhin, dal LysG auch die Hoéhe der
intrazelluldren Lysinkonzentration bestimmt [Vrlji¢ ef al., 1996; Vriji¢ 1997]. Da aus Escherichia
coli bekannt ist, daf} dort die Aktivitdt der Diaminopimelatdecarboxylase durch ein Mitglied der
LTTR-Familie reguliert wird, wurde in der vorliegenden Arbeit die spezifische Aktivitit dieses
Enzyms in An- und Abwesenheit von LysG bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dafl in
C. glutamicum durch LysG hier keine Regulation der Lysinbiosynthese erfolgt, so dall das
zweite Zielgen von LysG woanders zu suchen ist. Es ist bekannt, dal eine Reihe von
Mitgliedern der LTTR-Familie an der Regulation der Transkription mehrerer Zielgene beteiligt
sind, so aktiviert OxyR mindest neun Gene auf Transkriptionsebene [Dhandayuthapaniet al.,
1997] und CysB reguliert die Expression mehrerer Operons, die an der Biosynthese von Cystein
in Escherichia coli beteiligt sind [Tyrell ef al, 1997]. Um weitere Zielgene von LysG zu
identifizieren bieten sich mehrere Wege an. Die in dieser Arbeit gezielt durchgeflihrte Suche
nach dem T n,; A-Motiv, das haufig in der Binderegion von LTTRs vorliegt [Schell, 1993], fluhrte
zu keinem Erfolg. Es stehen aber weitere experimentelle Ansatze zur Verfligung, wie z.B. (i)
durch Durchfihrung von Gelretardationsexperimenten mit genomischer DNA  und
anschlieBender Isolation des durch LysG-gebundenen Fragmentes [Boffini & Prentki, 1991], (ii)
Immunoprazipitation mit anschlieBender PCR [Kinzler & Vogeilstein, 1989; Tao, 1997] oder (iii)
Titrationsexperimente mit Genbanken, die im Falle von LysG zu reduzierter Expression der

lysk"::lacZ-Expression fihren wirden [Stojilikovic ef al., 1994; Wood et al., 1998].
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Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist zur LysG-abhangigen Expression von lysE der Induktor L-Lysin
erforderlich. Fast alle Mitglieder der LTTR-Familie bedingen nur in Anwesenheit eines
Induktormolekdils die Aktivierung der Transkription ihres Zielgens [Schell, 1993]. So wird z.B. in
Acinetobacter die Transkription von pobA, dessen Genprodukt die Umwandlung von p-
Hydroxybenzoat zu Protocatechuat katalysiert, nur in Anwesenheit von p-Hydroxybenzoat durch
den LTTR PobR induziert [Kok ef al., 1998]. Ebenso steigert NahR aus Pseudomonas putida
nur in Anwesenheit von Salicylat, einem Zwischenprodukt des Naphthalinabbaus, die
Expression des nah- bzw. des sal-Operons, deren Genprodukte am Naphthalinabbau beteiligt
sind [Schell & Poser, 1989]. Es gibt aber bisher nur sehr wenige Beispiele, wo die tatsachlich im
Zellinneren vorliegende Induktorkonzentration bestimmt wurde. Meist existieren nur indirekte
Belege fur die Identitat des Induktors der die LTTR-vermittelte Expression in der Zelle bewirkt.
So konnte in Gelretardationsexperimenten gezeigt werden, dal} in Anwesenheit des Induktors
cis,cis-Muconat die Bindung des Regulators des cat-Operons von Pseudomonas putida CatR
an der DNA verandert wird [Parsek ef al., 1995]. Einer der wenigen LTTRs fur den direkt gezeigt
wurde, dafl eine Erhéhung der internen Induktorkonzentration die Expression des Zielgens
induziert ist NhaR aus E. coli. NhaR ist zudem der einzige bisher bekannte Vertreter der LTTR-
Familie, der die Transkription eines Exportergens kontrolliert [Schell, 1993]. Wenn die interne
Na*-Konzentration 0,15 mM Ubersteigt, induziert NhaR die Transkription des Na'/H*-Antiporter-
Gens [Rahav-Manor et al., 1992]. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist bei 62 mM
zellinternem L-Lysin bereits eine sehr hohe Expression der lysE ::lacZ-Fusion von 5.8 U/mg
Protein erreicht. Zum Erreichen der erhdéhten Konzentration war die Zugabe des Dipeptides Lys-
Ala erforderlich. Ohne Peptidzugabe lag die zellinterne L-Lysinkonzentration bei 10 mM und es
wurde eine p-Galactosidase-Grundaktivitdt von 0,7 U/mg Protein bestimmt. Da bei
Peptidzugabe immer ein Puls von erhéhter zellinterner Aminoséaurekonzentration erreicht wird
(s. Abb. 11) [Erdmann et al, 1993] und keine konstant gleichbleibende Konzentration
vorhanden ist, ist eine Korrelation zwischen verschiedenen internen L-Lysinkonzentrationen und
der Expressionsstarke nicht méglich. Deswegen wurde zusétzlich ein Experiment mit isogenen
C. glutamicum-Stammen durchgefihrt, die sich in ihrer internen L-Lysinkonzentration
unterscheiden. So zeigt der Vergleich des Lysinproduzenten MH20-22B mit seinem isogenen
nicht mehr L-Lysin-produzierenden Abkémmiing LE4, dal} bereits die Erhéhung der internen L-
Lysinkonzentration auf etwa 30 mM L-Lysin intern zu einer spezifischen B-Galactosidaseaktivitat
von 6,1 U/mg Protein fuhrt. Das bedeutet, dall bereits eine relativ moderate Erhéhung zur

induktion der fysE-Expression ausreicht. Dies zeigt weiter, wie auerordentiich empfindlich die
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lysE-Expression durch LysG und den Induktor gesteuert wird. Nur so ist gewiahrleistet, daft bei

zelleigener Synthese kein aufwendig synthetisiertes L-Lysin ausgeschieden wird.

Neben L-Lysin bedingen auch die Aminosauren L-Arginin und L-Histidin sowie L-Citrullin eine
starke Steigerung der lysE-Expression, die mit der bei Induktion durch L-Lysin vergleichbar ist.
Auch von einigen Mitgliedern der LTTR-Familie ist bekannt, daf} sie nicht spezifisch durch nur
eine Substanz, sondern durch verschiedene, strukturell ahnliche Substanzen induziert werden
kénnen. So induzieren verschiedene Flavone die durch NodD regulierte Expression der nod-
Gene in Rhizobium spec. [Firmin et al, 1986]. Im Falle der gemeinsamen Kontrolle des
Lysinexportcarrier-Gens durch LysG und L-Arginin bzw. L-Lysin ist der physiologische Nutzen
ersichtlich, da beide Aminosduren von dem Lysinexportcarrier mit einer vergleichbaren Affinifitat
transportiert werden [Vriji¢ , pers. Mitteilung]. Da L-Histidin und L-Citrullin nicht durch LysE aus
C. glutamicum exportiert werden [diese Arbeit], erscheint es ungewdhnlich, dal diese beiden
Substanzen dennoch als Induktoren die Transkription von LysE beeinflulen. In der Literatur
finden sich aber Beispiele von Regulatoren aus anderen Regulatorfamilien, die durch
Substanzen induziert werden kénnen, die nicht als Substrat des Genproduktes bzw. der
Genprodukte des kontrollierten Gens bzw. Operons dienen kénnen, so z.B. in der Familie der
MalT-Regulatoren. Die durch AlkS-regulierte Expression der alk-Gene in Pseudomonas
oleovorans, deren Genprodukte an der Biodegradation von linearen Alkanen beteiligt sind, wird
nicht nur durch die als Substrat tauglichen linearen Alkane, sondern auch durch eine Vielzahl
verzweigtkettiger Alkane, Alkene, Halogenalkane, Ether und sogar Ketone induziert [Wubbolts,
1994]. Diese fehlende Spezifitdt von Transkriptionsregulatoren ist moglicherweise ein Hinweis
auf die fortlaufende evolutiondre Optimierung der Transkriptionskontrolle der beteiligten

Operons oder Gene [de Lorenzo & Pérez-Martin, 1996].

Durch die Tatsache, dall das lysEG-System sowohl durch L-Lysin als auch durch L-Arginin
induziert wird, und LysE auch beide Aminoséduren exportiert, ergibt sich unter Umsténden ein
zusatzliches Problem bei der Kontrolle der intrazelluldren Aminosaurekonzentration. In
Anwesenheit erhdhter L-Lysinkonzentrationen wirde L-Lysin exportiert werden, gleichzeitig
wulrde aber auch L-Arginin exportiert werden, da L-Arginin mit der gleichen Affinitat wie L-Lysin
durch LysE exportiert wird [M. Vrlji¢ ,pers. Mitteilung]. Dies wiirde zu einer Verarmung von L-
Arginin fihren. Dies erklart méglicherweise, warum ein Gen des L-Lysinstoffwechsels mit einem

des L-Argininstoffwechsels ein Operon darstelit [Oguiza et al., 1993]. Dieses Operon ist argS
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lysA, dessen Expression sowohl durch L-Lysin als auch L-Arginin kontrolliert wird. Bei erhéhten
L-Lysinkonzentrationen wiirde eine erhthte argS-Expression die vermehrte Synthese der
Arginyl-tRNA-Synthetase zur Folge haben. Dadurch wirde der Abfall der L-Argininkonzentration
durch vermehrte Bindung an die Arginyl-tRNA kompensiert, da so der Export des L-Arginins

verhindert wilrde.

Die meisten Mitglieder der LTTR-Familie binden an der DNA an die T n,; A-Konsensussequenz.
Im LysE-Promotorbereich im Bereich von -75 — -62 (nt) vor dem Transkriptionsstart von LysE
befindet sich die partiell palindromische Region ACTN,AGT (s. Abb. 21) [Schell, 1993; Vriji§
1997]. Durch das Titrationsexperiment und die Gelretardationsexperimente konnte sowohl
in vivo als auch in vitro gezeigt werden, dal} LysG im intergenischen Promotorbereich von lysE
und lysG bindet. In den zunachst mit Rohextrakten von E. coli-lysG-Uberexprimierern
durchgefiihrten Gelretardationsexperimenten zeigte sich Uberraschenderweise bereits mit
Rohextrakt aus dem Wildtyp von E. coli eine Verzégerung des eingesetzten DNA-Fragmentes.
Da E. coli mehr als 40 Regulatoren der LTTR-Familie besitzt und diese im Bereich der DNA-
Bindungsdoméane sehr hohe Sequenzidentitdten zu anderen LTTRs und auch zu LysG
aufweisen, ware es denkbar, dal} einer dieser LTTRs an dem DNA-Fragment bindet. In der
Literatur sind Falle beschrieben, in denen ein Regulator an den Promotor eines Genes, das
durch einen anderen Regulator kontrolliert wird, bindet und teilweise sogar dessen Transkription
aktiviert bzw. reprimiert [McFall et al, 1999; de Lorenzo & Pérez-Martin, 1996; Everett et al.,
1995]. Dabei kann es auch zum ,Cross Talk" zwischen Regulatoren verschiedener Organismen
kommen. So koénnen die unspezifischen DNA-bindenden, Chromatin-assoziierten Proteine
HMG1 und HMG2 des Saugers das bakterielle, Histon-ghnliche HU-Protein sowohlin vivo als
auch in vitro, in Gelretardationsanalysen, funktionell ersetzen [ Paull ef al., 1993; Megraw &
Chae, 1993; Travers et al., 1994]. Durch Gelretardationsexperimente unter Verwendung von
Rohextrakt von C. glutamicum-lysG-Uberexprimierern wurde eine LysG-spezifische
Verzégerung des DNA-Fragmentes GS1 nachgewiesen. Zusatzlich konnte auch eine LysG-
unspezifische Retardationsbande identifiziert werden, was darauf hinweist, dal noch ein
weiteres DNA-bindendes Protein in C. glutamicum vorliegt. Mittels der Gelretardationsanalysen
war es maoglich, die LysG-Binderegion innerhalb des divergenten lysGE-Promotorbereiches
einzugrenzen. Das kleinste DNA-Fragment, an dem LysG spezifisch bindet, GS3 ist dadurch
gekennzeichnet, dall es sowohl die ACTN,AGT-Region als auch ein Palindrom, das im Bereich

der -35-Region von lysE lokalisiert ist, enthdlt (Abb. 21). Da bei Verwendung des GS2-
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Genfragmentes keine Verzdgerung erfolgt, in GS2 jedoch die gesamte putative Binderegion
ACTN,AGT von LysG noch enthalten ist, scheinen zuséatzliche Nukleotide stromabwarts dieser
Region flr eine ausreichend feste Bindung von LysG an der DNA notwendig zu sein. Zur
weiteren Eingrenzung der LysG-Binderegion sind weitere Gelretardationsexperimente mit

anderen DNA-Fragmenten aus dem lysGE-Gencluster notwendig.

[ GS1

{  GS2 I

| GS3

< 61 bp >
+1 lyse

lysG
i Y 0 135

[35] [-10]

IFRTTIERRE

75 RrBs %2 | ABS |
| “ S ACTTAAGT 2
TGAATTCA

75 ACT n, AGT 2
TGAn, TCA

Abb. 21: Schematische Darstellung der Organisation des intergenischen
Promotorbereiches von JfysG und /ysE und Lage der fur die
Gelretardationsexperimente benutzten Fragmente. —10 und -35 geben
die Uberlappenden Promotorbereiche von lysG und lysk an und +1 den
jeweiligen Transkriptionsstart dieser Gene. RBS ist die mégliche
Erkennungsregion von LysG mit der konservierten fir LTTRs typischen
Sequenz; ABS ist die putative DNA-Binderegion von LysG bei
Anwesenheit des Induktors. Innerhalb der ABS Region ist das
Pallindrom eingezeichnet. Die Wellenlinie markiert den DNA-Bereich,
der eine intrinsische Biegung der DNA bedingen kénnte. Mit GS1-3 sind

die in den Gelretardationsanalysen verwendeten Fragmente bezeichnet.
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3. Modell der LysG-vermittelten Regulation der /ysE-Expression

Anhand der Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen und unter Berlcksichtigung der
hier diskutierten Beispiele der durch LTTRs gesteuerten Transkriptionskontrolle wird das
folgende Modell flur die Regulation des Lysinexportcarriergens in C. glutamicum aufgestelit
(Abb. 22). Da der putative LysG-DNA-Komplex im Gelretardationsexperiment ein sehr
schlechtes Laufverhalten im Polyacylamidgel aufwies, auch wenn das verwendete DNA-
Fragment nur 105 bp umfalite, bindet LysG wahrscheinlich nicht als Monomer sondern
méglicherweise als Dimer an der DNA. In Ubereinstimmung damit wurde fir die meisten LTTRs
festgestellt, daR sie als Dimere oder sogar Tetramere binden. So bindet IciA [Leeet al., 1997]
wie ClcR und CatR als Dimer an der DNA [McFalll et al., 1998], wahrend fir CysB gezeigt
werden konnte, dall es als Tetramer bindet [Tyrell ef al, 1997]. Wie die Gelretardations-
experimente zeigen, bindet LysG ohne Induktor an Fragment GS3 (und auch GS1). In Analogie
zu den detailliert untersuchten DNA-Interaktionen anderer Mitglieder der LTTR-Familie wird die
Bindung in dem mit RBS bezeichneten Bereich erfolgen. Dieser Bereich enthalt die typische
T ny, A-Region. Die Tatsache, dal mit dem Fragment GS2 keine Bindung im
Gelretardationsexperiment nachweisbar war, ist ein Hinweis darauf, dafl méglicherweise
Nachbarsequenzen die Bindung stabilisieren. Die erhaltene Gelverzégerung zeigt, dal3 LysG
auch ohne den Induktor L-Lysin bereits mit dem intergenischen Promotorbereich interagiert. Wie
fur andere LTTRs gezeigt werden konnte [Schell ,1993; Tyrell et al., 1997; Peng et al., 1999;
McFall et al., 1998], ist dies die Grundiage der negativen Autoregulation der Transkription von
lysG, die gewahrleistet, daR immer eine bestimmte Grundmenge von LysG-Regulatorprotein
vorliegt. Bereits diese Bindung bedingt wahrscheinlich eine geringe Biegung des DNA-Stranges.
Dies konnte fiir CIcR, [McFall et al., 1999], OxyR [Toledano et al., 1994] und eine Reihe anderer
LTTRs nachgewiesen werden. Diese Biegung wird flr lysGE wahrscheinlich durch die
Nukleotide im -67 — -64 Bereich von lysE begunstigt werden, die aufgrund ihrer Sequenz eine
intrinsische Biegung der DNA bedingt (s. Abb. 21) [Patek, pers. Mitteilung]. Es ist bekannt, dal
solche Sequenzen, die beispielsweise Regionen enthalten, in denen G-C-Basenpaarregionen
an eine A-T-Basenpaarregion grenzen, bereits ohne Wechselwirkung mit einem Protein zu einer
Biegung um 10-20° fihren [Allemann & Egli, 1997]. Diese Ausgangssituation, in der noch keine
lysE-Expression erfolgt, ist in Abb. 22 oben dargestellt. In Anwesenheit von Induktormolekilen
erfolgt eine gering veranderte Interaktion des Regulators mit der DNA, was eine veranderte
Biegung der DNA zur Folge hat (Abb. 22 unten). Wie fir Trpl, dem Aktivator der Gene der

Tryptophanbiosynthese, gezeigt werden konnte, tritt Trpl erst in Anwesenheit des Induktors
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Indolglycerinphosphat mit der Aktivierungsregion in Wechselwirkung. Die Bindung an dieser
Aktivierungsregion ist essentiell fur die Transkriptionsaktivierung [Tullius et al., 1987, Gao &
Gussin, 1991]. In Analogie dazu wirde der LysG-L-Lysin-Komplex dann mit der
Aktivierungsregion ABS interagieren. Diese Sequenz zeichnet sich durch das Vorliegen einer
T ny; A-Konsensussequenz (-37 nt — -26 nt) und einer damit (berlappend palindromischen
Sequenz (-31 nt — -24 nt) aus. DNA-bindende Proteine binden haufig an solchen partiell
palindromischen oder vollstandig pallindromischen Sequenzen [Lewin ef al., 1994]. Die DNA-
Biegung ist vermutiich durch die Wechselwirkungen bedingt verringert. Dies konnte fir eine
Reihe von Regulatoren der LTTR-Familie gezeigt werden. Der Regulator des cbb- und des gap-
pgk-Operons, deren Genprodukte an der CO,-Fixierung beteiligt sind, CbbR aus Xanthobacter
flavus bedingt in Abwesenheit von NADPH eine 64° Biegung der DNA, die in Anwesenheit von
NADPH um 9° relaxiert wird [van Keulen et al., 1998]. Fir OccR [Wab et al., 1992}, CatR
[Parsek ef al., 1995], NocR [Kreusch et al., 1995] und CysB [Monroe et al., 1990] konnte mittels
Gelretardationsexperimenten ebenfalls eine Relaxierung der DNA-Biegung in Anwesenheit des
entsprechenden Induktors nachgewiesen werden. Entsprechend dieser Befunde und der
strukturellen Gemeinsamkeiten von LysG mit den Mitgliedern der LTTR-Familie, bewirkt der
LysG-L-Lysinkomplex ebenfalls eine Relaxierung des DNA-Biegungswinkels, was zu der
festgesteliten erhéhten Transkription von lysE fihren kénnte. Dieses Modell zur lysEG-
Transkription erklart die wesentlichen Befunde der vorliegenden Arbeit. Es zeigt, dall das
ubiquitéar vorhandene Prinzip der Regulation vom Typ der LTTRs auch in C. glutamicum
verwirklicht ist. LysG stellt damit das erste Beispiel eines Regulators der LTTR-Familie in

C. glutamicum dar.
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A: negative Autoregulation in Abwesenheit des Induktors

-35
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B: Induktion der Transkription durch den induktor

Abb. 22:

+ Induktor

Modell der LysG-vermittelten lysE-Expression . A: In Abwesenheit des
Induktors (L-Lysin, L-Arginin, L-Histidin bzw. L-Citrullin) interagiert LysG
mit der RBS (Erkennungsregion), was zu einer Basaltranskription von
lysG und lysk fuhrt. B: In Anwesenheit des Induktors erfolgt eine
Konformationsdnderung des LysG-DNA-Komplexes, die eine
gesteigerte lysE-Transkription bedingt. LysG interagiert zusatzlich mit
der Aktivierungsregion (ABS). Dadurch nimmt der Biegungswinkel der

DNA ab, und es erfolgt eine starke Transkription von lysE .
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Zusammenfassung

V. Zusammenfassung

Mit der Klonierung des Lysinexportcarriergens aus C. glutamicum ist erstmals ein fir den

Export von Aminoséuren spezifischer Translokator molekular zuganglich geworden. Wie

dessen abgeleitete Polypeptidsequenz zeigt, stellt dieser Carrier das bisher einzige

funktionell charakterisierte Mitglied einer sehr groBen und weit verbreiteten Familie von

Carrierproteinen dar. Benachbart zum Carriergen liegt ein mutmaBliches Regulatorgen.

Ziel dieser Arbeit war es, sowohl die Topologie des Carriers, als auch die Funktion des

Regulators zu untersuchen.

Es wurden mehr als 20 phoA- und /acZ-Fusionen des Carriergens /ysE hergestellt.
Aus deren Analyse a0t sich ableiten, dall der Carrier finfmal die Membran
durchspannt. Im N-terminalen Bereich ist eine sechste hydrophobe Helix [okalisiert,

die wahrscheinlich der Membran auf der periplasmatischen Seite anliegt.

Durch Analyse von lysE'lacZ-Fusionsstdmmen konnte LysG als positiver Regulator
der lysE-Transkription identifiziet werden. Die intrazelluldre L-Lysinkonzentration
wurde variiert, und es gelang zu zeigen, dall L-Lysin als Induktor zur LysG-
vermittelten Transkription von lysE erforderlich ist. Bereits die Erhéhung von etwa 0,1
mM auf 30 mM intrazellularen L-Lysin fuhrt zu etwa 20fach erhéhter/ysE-Expression.
Neben L-Lysin sind auch die beiden basischen Aminosauren L-Arginin und L-Histidin

sowie L-Citrullin Induktoren der LysG-vermittelten lysE-Expression.

In einem in vivo Titrationsexperiment mit C. glutamicum Zellen konnte gezeigt werden,
dall LysG an dem intergenischen Promotorbereich von lysE und lysG bindet. Das
LysG-Protein wurde isoliert. Mit Gelretardationsexperimenten konnte die Region, an

der LysG im lysE-Promotorbereich bindet, auf 105 bp eingegrenzt werden.

Exportstudien belegen, dal L-Citrullin  und L-Histidin nicht durch den
Lysinexportcarrier transportiert werden, sondern neben LysE wahrscheinlich noch

weitere unbekannte Carrier in C. glutamicum existieren.
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Anhang

Vil. Anhang

Tab.6:

Sequenz der zur Amplifikation von lysE-Fragmenten fur die Konstruktion von
lysE'phoA- bzw. lysE’lacZ-Fusionen verwendeten Primer. Die Hpal-
Schnittstelle am 3°-Ende der anti sense primer ist fettgedruckt, die Pstl-

Schnittstelle am 5°-Ende des sense primers unterstrichen.

Primer

Sequenzen

sense primer 5 CTGTCCTGC AGC TTC CATAGGTCACGATGG TG 3~

PE-O

sense primer: 5 CTGTCCGAATICTTC CATAGG TCACGATGG TG 37

Pi-0

anti sense primer

PE-1
PE-2
PE-3
PE-4
PE-5
PE-6
PE-7
PE-8
PE-9
PE10
PE-11
PE-12
PE-13
PK-1
PK-2
PK-3
PK-4
PK-5
PK-6
PK-7
PK-3+2
PK-7+2

"CCT TGG TTA ACCACCAGTACATICTGC GGTCC 5’
"GCC ACG TTA ACG CATATT ATC GAG CAC GATCGG 57
"CTG TGG TTA ACC CACCTT GTT TGT CAT GGC GTC 5°
"GCG CAAGTT AACGCACGG TTGGTT CTGTITCTTC S’
"GTT CAA GTT AAC CAG CAC GATTGC CATCAACATG 5’
"CGC GCC GTT AAC GAAAAT CCACCG TCC GGT GTC 57
"CAC ACC GTT AACCTG GAC AGC GGG CGT GAC AATG 5’
"CGC GAAGTT AAC CCC ATC AACATC AGTTTG ATG GC 5°
"CTG CGG GTT AAC GGA CAG TAAAAG ACT GGC 57

"CAC CAG GTT AACCTG CGG TCC GAT GGA CAG TAAAG 57
"CCATAA GTT AAC AGC GATGCCACCCCAGCGCSH

" CAT GGC GTT AAC CGC TGC CAT GAC GGC AAACC 5
"GGA CAGGTT AAC TGACAATGC TGC TGC GCC GAAAC 5°
3" GAT CGT TAACCAAGG TGC CGGCGATGAAC 5

3'CAC GAT GTT AAC GGC ATT GGA CAA AAG ATC AAC G 5’

3" GCC ACC GTT AAC CAT AAT ATC GAG CAC GAT CGG CG 57
3'ATG GGC GTT AAC CAAACC CGC TGC TTATCG ACG CTC5’
3'GGG TTC GTT AAC GTC AGC ACG ATT GCC ATC AAC ATGS’
3'AAA CAC GTT AACGTC CAAATACGCATTCGG GTTC 5’
3'GTATTG GTT AAC GAC GCC GCC GAT AAACAC AAACSH

5 GCC ACC GTT AAC ATA ATA TCG AGC ACG ATC GGC G 37
5 GTATTG GTT AAC ACG CCG CCGATAAAC ACAAAC T

W W W W w W Www www w w
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Tab. 7: Sequenz der zur Amplifikation von lysE-Fragmenten zur Konstruktion der
lysE phoA-Sandwichfusionen verwendeten Primer. Die Bam/HI-Schnittstelle
ist einfach, die Pvull-Schnittstelle doppelt unterstrichen.

Primer Sequenzen

sense primer
PI-0

SW40

Swe7

anti sense primer
P-40

P-67

SWR

5 CTGTCCGAATTCTTC CATAGG TCACGATGG TG 3°
5 CTCGGTACACCGTTCTTCTCGTGTGTTTAATTTC 37
5 GAT G GT ACACC CGC TGG GGT GGC ATC GCTTA 3’

5'GAA GGG ATC CCAATGAGTCCTTCGC GCTTAATTIC C 37
5'CAG GGA TCG CAT AAT ATC GAG CAC GAT CGG CG 37
5'CCC ATC AAC ATCAGTTTG TTG ATG GC 3’

Tab. 8: Sequenz der zur PCR-Kontrolle der lysE lacZ-Fusionsstdmme verwendeten

Primer.

Primer

Sequenzen

sense primer
AB1
SG4
anti sense primer
BA1
SG5

5 GAT CCCTCT GGACCG TAGGAAG ¥
5 GCG ACC AAAGCGAGC AAGTGTCC 3

5 GAT TAG CGC CGGT GGC CTG ATT 3°
5 CGTGTTCCGCTTCCTTTAGCAGC 37
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SG4

dppe
- )< Chromosom von C. glutamicum

pbpc

dppc

k SG5

oriT

pGEMGE facZ
km

lacZ
AB1 lyse
lysG
ety oriV

= %

BA1

Abb. 23: Lage der zur Uberprifung der Integration von pEMGE lacZ verwendeten
Primer.Die Primer SG4 und SG5 dienten der Kontrolle der Integration des
Plasmides ins Chromosom in dppc, AB1 und BA1 der Kontrolle auf
Vollstandigkeit der GE lacZ bzw. G"""EJacZ-Genkassette
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Tab. 9: Primer, die zu Amplifikation der in den Gelretardationsexperimenten

verwendetenen lysGE-Promotorfragmenten verwendet wurden.

Primer Sequenzen

sense primer

GS1F 5  GAG AGC AAA GTT GTC CAG TTG AAT 3’
GS2F 5 CAA CAC TCG ACC CAC GTG ATG 3

anti sense primer

GS1R 5" CAT GAT CAC CAT CGT GAC CTATG 3°
GS2R 5 GCT TCATGA ACC CCATTC AAC 3

P40b 5GCAATGAGT CCTTCG CGC TTAATTCCT 3°

Tab. 10:  Primer, die zu Ampilifikation von lysG zur Konstruktion von N- bzw. C-terminal
His-markiertem LysG, verwendet wurden. Die BamH|-Schnittstelle ist einfach,
die Pvull-Schnittstelle doppelt unterstrichen, die Sphi-Schnittstelle

unterkringelt.

Primer Sequenzen

sense primer

GNHISF 5 CAGCTG CTAAGG CCG CAATCCCTC GATTG 3
CHISF 5 GGATCCAGG CCGCAATCCCTCGATTG 3

anti sense primer

GNHISR 5" GGA TCC GAA CCC CATTCAACT GGA CAC 3

CHISR 5 GCATGC ATG AAC CCC ATT CAA CTG GAC 3







Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fir Biotechnologie 1 des Forschungszentrums

Julich angefertigt.

Herrn Prof. Dr. H. Sahm danke ich fir die Uberlassung des Themas und die groRzigige

Unterstiitzung der Arbeit.

Herrn Privatdozent Dr. J. Heinisch danke ich fiur die freundliche Ubernahme des

Korreferates.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. Lothar Eggeling fur die intensive Betreuung, die
wertvollen Ratschldge und stindige Diskussionsbereitschaft, sowie fir die Ruhe und

Gelassenheit, auch wenn eine Katastrophe (Gipsarm...) die andere jagte.

Ein besonderer Dank gilt Herrn Dr. R. Freud! fiir die Diskussionen und Ratschidage zur

phoA-Analyse.

Der Degussa Hils AG danke ich flr die finanzielle Unterstitzung meiner Arbeit.

Petra Ziegler, Ines Maeting und Sigrid Grolle (speziell fur die Unterstitzung in der
Abendgestaltung), Karin Krumbach (fir unzdhlige Tips), Carlo Schimz (fir die vielen
,Flurdiskussionen“), Yvonne Tilg (fur vielfach gewdhrte seelische Unterstitzung..),
Thomas Junold (der mich mutig im Kampf gegen die LysG-Tilcken unterstitzte), Nicole
Kennerknecht, Eva Krings, Anja Schmitz, Petra Peters-Wendisch, Dr. Pégeler und Dr.
RUb und dem ganzen Team vom betriebséarztlichen Dienst (fur groRartige Unterstitzung
im ,Schadensfall), Marina Vrlji¢, Uwe Reuter, Madhavan Nampoothiri, Séren Petersen,
Volker Wendisch, Doris Rittmann, Sibylle Kaspar (fur die Dialysetips und —kammern), Ulli
Degner, Simon Curvers (fur die Ubernahme von Transportdiensten aller Art) méchte ich
fur die freundliche Atmosphdre in und auflerhalb des Labors und die groRe

Hilfsbereitschaft danken.

Allen Institutsangehérigen sei an dieser Stelle fur die freundliche Aufnahme und die stets

gewahrte Unterstlutzung gedankt.

Ganz besonders danke ich meinen Eltern flr die zahlreichen Aufmunterungen und
finanzielle Unterstitzung, meiner "groRen" Schwester Britta flrs Durchflttern, wenn die
Kasse mal wieder leer und das Semester lang war und meinem "kleinen" Bruder Jens

inshesondere fir die schnelle PC-Nothilfe.










s
e, -

R

2

s

7

sl

sy

;z
G
j o
g
s
.
o
e

Baoner

Q




	page 1
	page 2
	page 3
	page 4
	page 5
	page 6
	page 7
	page 8
	page 9
	page 10
	page 11
	page 12
	page 13
	page 14
	page 15
	page 16
	page 17
	page 18
	page 19
	page 20
	page 21
	page 22
	page 23
	page 24
	page 25
	page 26
	page 27
	page 28
	page 29
	page 30
	page 31
	page 32
	page 33
	page 34
	page 35
	page 36
	page 37
	page 38
	page 39
	page 40
	page 41
	page 42
	page 43
	page 44
	page 45
	page 46
	page 47
	page 48
	page 49
	page 50
	page 51
	page 52
	page 53
	page 54
	page 55
	page 56
	page 57
	page 58
	page 59
	page 60
	page 61
	page 62
	page 63
	page 64
	page 65
	page 66
	page 67
	page 68
	page 69
	page 70
	page 71
	page 72
	page 73
	page 74
	page 75
	page 76
	page 77
	page 78
	page 79
	page 80
	page 81
	page 82
	page 83
	page 84
	page 85
	page 86
	page 87
	page 88
	page 89
	page 90
	page 91
	page 92
	page 93
	page 94
	page 95
	page 96
	page 97
	page 98
	page 99
	page 100
	page 101
	page 102
	page 103
	page 104
	page 105
	page 106
	page 107
	page 108
	page 109
	page 110
	page 111
	page 112

