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I EINLEITUNG

Glutamat-produzierende Organismen wurden 1957 erstmalig beschrieben (Kinoshita
etal., 1957). Es handelt sich dabei um eine Gruppe von nahe verwandten, Gram-positiven,
nicht Sporen-bildenden und unbeweglichen Bakterien, die als Gattung Corvnebacterium der
Familie Corynebacteriaceae zusammengefalt wurden (Kinoshita und Tanaka, 1972).
Corynebacrerium glutamicum (friher Micrococcus gluramicus), C. melassecola, C. callu-
nae, Brevibacterium flavum, B. lactofermentum und B. ammoniagenes sind einige
bekannte Vertreter dieser Familie. Die frither genuizte Methode zur Gewinnung von
Glutamat, die saure Hydrolyse von Weizengluten und Sojabohnenprotein, konnte durch den
Einsatz dieser Mikroorganismen in einer Fermentation ersetzt werden. Als
Ausgangssubstrate fiir die Glutamatfermentation kénnen Kohlenhydrate und Kohlenwasser-
stoffe dienen. 1992 wurden mehr als 400 000 t L-Glutamat ausschlieBlich durch die
Fermentation der genannten Bakterien hergestellt. Glutamat findet hauptsichlich in der
Lebensmittelindustrie als Wiirzmittel und Geschmacksverstirker Verwendung,

L1. Glutamatproduktion durch Corynebacterium glutamicum

Glutamat wird von Wildtypzellen coryneformer Bakterien produziert, jedoch erfolgt
die Produktion erst nachdem die Zellen einer besonderen Behandlung unterzogen wurden.
Es wird angenommen, daf alle, im folgenden niher erliuterten Methoden zur Auslésung
der Glutamatproduktion zu einer Verdnderung der physikalischen Eigenschaften der Cyto-

lasmamembran der Zellen fithren. Die Biotin-Limitierung der Biotin-auxotrophen Bakte-
rien ist die zuerst entdeckte und wohl bekannteste Methode zur Auslosung der Glutamat-
produktion. Biotin dient carboxylierenden und decarboxylierenden Enzyrmen als prosthe-
tische Gruppe zur Ubertragung aktivierter CO»-Gruppen (Knowles, 1989). Es ist so auch an
“der ‘Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA beteiligt. Diese durch das Enzym
Acetyl-CoA-Carboxylase katalysierte Reaktion liefert den Grundbaustein zur Fettsdure-
biosynthese. Biotinmangel hat daher bei C. gluramicum eine Hemmung der Fettsiurebio-
synthese zur Foige, die sich in einer ungefdhr 50%igen Reduktion des Phospholipidgehaits
der  Cytoplasmamembran unter Glutamatproduktionsbedingungen - bemerkbar macht
(Takinami et al., 1968).

© Die Notwendigkeit zur Kontrolle der Biotinversorgung ist dafiir verantwortlich, daf

zur Glutamatproduktion ausgeldst durch Biotinmangel nur Biotin-freie Medienbestandteile -




und Kohlenstoffsubstrate verwendet werden kénnen. Um auch billige, jedoch mit Biotin
verunreinigte C-Quellen wie z.B. Zuckerrohr- bzw. Zuckerrtibenmelasse und Stirkehydro-
lysate einsetzen zu konnen, wurden weitere auch in Anwesenheit eines Uberschulles von
Biotin durchzufithrende Methoden zur Auslésung der Glutamatproduktion entwickelt. So
fithrt auch die Anzucht von Glycerin- bzw. Olsiure-auxotrophen Mutanten unter Glycerin-
bzw. Olsiuremangel zur Glutamatproduktion (Kikuchi et al., 1972; Kitano et al., 1972y,
wobei ebenso wie bei der Anzucht des Wildiyps unter Biotinmangel eine Verarmung der
Membran an Phospholipiden beobachtet wurde (Kikuchi und Nakao, 1973a,b). Die
Behandlung der Zellen mit Oberflichen-aktiven Substanzen stellt eine weitere Mdglichkeit
zur Auslésung der Glutamatproduktion dar. Erfolgreich eingesetzt werden kationische,
aliphatische Amine wie Dodecylammoniumacetat und Dodecyltrimethylammoniumbromid
(Asahi, franzdsisches Patent, 1964; Duperray et al., 1992), nicht-ionische Detergenzien wie
die Polyoxyethylensorbitan-, Polyoxyethylenglycol- und Saccharose-ester gestittigter Fett-
siduren wie auch diese Fettsiuren selbst (Kinoshita und Tanaka, 1972). Im Fall der Fettsiu-
ren und ihrer Derivate hingt die Effektivitit bezgl. der Glutamatproduktion entscheidend
von der Linge der Kohlenstoffkette ab. Die besten Ergebnisse wurden mit Kettenldngen
von 12 bis 18 Kohlenstoffatomen erzielt. Fiir das Wirkungsprinzip der Detergenzien auf die
Cytoplasmamembran coryneformer Bakterien finden sich in der Literatur unterschiedliche
Modellvorstellungen. Im Fall der aminierten, positiv-geladenen Detergenzien wird eine
sofortige Permeabilititsinderung der Zellmembran durch Integration in die Lipiddoppel-
schicht vorgeschlagen (Duperray et al., 1992). Bei Einsatz von Fettsdurederivaten konnte
der Einbau der Fettsiureanteile in die Phospholipide der Cytoplasmamembran nachgewiesen
werden. Der dadurch hervorgerufene Anstieg des Verhiltnisses von gesittigten zu unge-
sittigten Fettsiuren in der Membran und eine Hemmung der Phospholipidsynthese werden
fiir die Auslosung der Glutamatproduktion verantwortlich gemacht (Huchenq et al., 1984).
Wachstum in Gegenwart von Penicillin fithrt bei C. glutamicum ebenfalls zu Gluta-
matausscheidung ins Medium (Nunheimer et al., 1970). Eine Veriinderung der Struktur der
Cytoplasmamembran durch die Penicillinbehandlung ist nicht direkt einsichtig. Der priméire
Angriffsort des Antibiotikums Penicillin ist die Zellwand, wo es die Quervernetzung des
Peptidoglukansakkulus durch Peptidbriicken verhindert. Besonders sensitiv gegentiber
“Penicillin sind daher wachsende Zellen, da sie bei VersrofBerung des Zellvolumens und
* Zellteilung auf die fortwihrende, kontrollierte Aufspaitung und Neubildung dieser Peptid-
briicken éngewiesen sind. Die Beobachtung, daB durch Penicillinbehandlung zur
- Glutamatproduktion angeregte Zellen neben UDP-N-Acetylhexosaminen, aktivierten Vor-
stufen der Zellwandsynthese, auch Phospholipide ins Kulturmedium abgeben (Kikuchi et
al., 1973) deutet darauf hin, da neben dem Stoffwechsel der Zellwand auch derjenige der

- Zellmembran durch Peniciilin beeintréichtigt wird. Weiterhin kann die fiir Penicillin-behan-

- “delte Zellen beschriebene Abhiingigkeit der Glutamatproduktion vom extrazelluldren osmo-




tischen Druck (Kinoshita und Tanaka, 1972) als Hinweis auf einen indirekten Einfluf} der
destabilisierten Zellwand auf die Cytoplasmamembran gewertet werden. Die Produktivitiit
der Zellen steigt mit fallender Osmolaritdt des Kulturmediums an, also bei verstirktem
Wassereinstrom in die Zellen und verstirkter Membranspannung.

Die beschriebene enge Beziehung zwischen Membranstatus und Glutamatproduktion
wurde in der Literatur vielfach als Argument fiir die Hypothese gewertet, der zufolge der
Glutamatefflux auf einfacher Diffusion durch eine durchlissig gewordene Zellmembran
beruhen soll (Demain und Birnbaum, 1968; Kikuchi und Nakao, 1986). Es wurde
angenommen, dal} es durch den Glutamatefflux zum Absinken der intrazeluliren Glutamat-
konzentration kommt, was die Aufhebung der Rickkopplungshemmung von Enzymen des
Glutamatbiosyntﬁese&veges bzw. der Repression ihrer Synthese durch Glutamat und so
dessen kontinuierliche Bildung und kontinuierlichen Efflux ermoglichen konnte. Als
Argument fiir diese mit dem Stichwort “leak™ bezeichnete Modellvorstellung wurde z.B.
die Beobachtung angefiihrt, dal sich durch Waschen Biotin-limitierter Zellen ein deutlich
héherer Anteil intrazelluldrer Aminosiduren aus den Zellen entfernen 148t als bei nicht-
limitierten Zellen (Shiio et al., 1962). Auf eine detaillierte Analyse der Kinetik des
EffluxprozeBes konnte sich das Modell jedoch nicht stiitzen,

Den experimentellen Zugang zu Kinetik und Energetik der Glutamatbildung ermog-
lichte erst die Einfithrung der sogenannten Kurzzeitfermentation (Hoischen und Kriimer,
1989). Durch die Uberfiihrung von Zellen im Produktionszustand in frisches Medium
konnte der Effluxprozef innerhalb kurzer Zeitriume, bei niedrigen Zelldichten und niedri-
gen externen Glutamatkonzentrationen untersucht werden. Dieser Ansatz lieferte Daten, die
nicht mit der Hypothese eines Diffusions-getriebenen Efflux in Einklang zu bringen sind.
So konnte gezeigt werden, da8 Biotin-limitierte, Glutamat-produzierende Zellen von
Corynebacterium glutamicum im Vergleich zu Biotin-versorgten Zellen eine nur leicht
erniedrigte interne Glutamatkonzentration und vergleichbare Werte anderer zelluldrer und
energetischer Parameter wie z.B. des Membranpotentials und des Kaliumgradi i
sen. Zusitzlich fanden sich Hinweise, dafl der Efflux energieabhiingig und regulierbar ist,
Es wurde daher vorgeschlagen, daBl ein spezifischer Glutamatexportcarrier den Gluta-
matefflux Biotin-limitierter Zellen von C. gluramicum katalysiert. Bei Charakterisierung
von Enzymen des Zentralstoffwechsels ven C. gluramicum konnte auch die durch das
“leak”-Modell postulierte Riickkopplungshemmung der Glutamatdehydrogenase und die
Repression der Synthese von PEP-Carboxylase und Citratsynthase durch Glutamat nicht

e_iegt_"'e‘den( . Eikmanns, personliche Mitteilung).
- Auch die Hypothese, dall der Glutamatetflux durch das unter Produktionsbedingun-
“gen in umgekenrtel Richtung arbeitende Glutamataufnahmesystem kataiysiert wird
(Clément et al., 1984; Clément und Lanéelle, 1986), muf} vor dem Hintergrund neuerer

- experimenteller Daten zuriickgewiesen werden. Die Glutamataufnahme erfolgt in C. gluta-
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micum durch einen priméren, ATP als Energiequelle nutzenden Carrier (Krimer und
Lambert, 1990). Die Umkehr dieses ATP-getriebenen Transportes ist aus eﬁergetisehen
Griinden nicht moglich. AuBlerdem wird die Expression des Glutamataufnahmesystems bet
C. glutamicum durch die Anzucht des Organismus mit Glutamat als einziger C-Quelle indu-
ziert (Krémer et al., 1990), es ist daher in Glutamat-produzierenden Zellen, denen zumeist
Kohlenhydrate als C-Quelle angeboten werden, nur schwach exprimiert.

Zur Uberproduktion von Glutamat bedarf es der kontinuierlichen Nachlieferung des
Glutamats durch den Stoffwechsel. Abbildung I gibt einen Uberblick iiber die an der Bio-
synthese von Glutamat in Corvaebacterium glutamicum beteiligten Reaktionen. Glutamat
wird durch reduktive Aminierung von a-Ketoglutarat, eines Intermediates des Citratzyklus,
gebildet. Seine Synthese ist daher eng an den KohlenstofffluB im Zentralstoffwechsel
gekniipfi. Als Kohlenstofiquellen zur Produktion von Glutamat kdnnen Kohlenhydrate,
z.B. Saccharose, Maltose, Glukose, Fructose, Ribose und Xylose, und eine Rethe anderer
Substanzen wie Acetat, Ethanol und Kohlenwasserstoffe eingesetzt werden (Kinoshita und
Tanaka, 1972; Kinoshita, 1985). Zur Aufnahme der Kohlenstoffsubstrate durch Glutamat-
bildende Bakterien liegen nur wenige Untersuchungen vor. Fiir die Glukoseaufnahme wurde
bei C. glutamicum ein PEP-abhiingiges Phosphotransferasesystem beschrieben (Malin und
Bourd, 1991), die Acetataufnahme wird im selben Organismus durch einen Protonen-
cotransportierenden, sekundiren Carrier vermiitelt {(Ebbighausen et al., 1991). Der Umsatz
sowohl von Cg- als auch von CS-Zuckem und Gluconat macht deutlich, dafl in Glutamat-
bildenden Bakterien der Embden-Meyerhof-Parnas-Weg und der Pentosephosphatweg zum
Abbau von C'6- zu C3-Verbindungen beschritten wird. Die Schliisselenzyme beider Abbau-
wege wurden in Glutamat-bildenden Organismen nachgewiesen (Shiio et al., 1961; Tanaka
et al., 19539). Durch die Reaktion der Pyruvatdehydrogenase wird schlieBlich aus der Cs-
Verbindung Pyruvat Acetyl-CoA gebildet, welches in den Citratzyklus eingeschleust wird.
Bei Wachstum mit Acetat als C-Quelle wird dieses durch die Reaktionen von Acetatkinase
und Phosphotransacetylase zu Acetyl-CoA aktiviert (Shiio et al., 1969).

Im Citratzyklus konkurriert die c-Ketoglutarat-Dehydrogenase, die o-Ketoglutarat
zu Succinyl-CoA umsetzt, mit den Glutamat-bildenden Enzyme um das gemeinsame
Ausgangssubsirat. Die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase ist ein sehr instabiles und daher nur
schwer nachweisbares Enzym (Shiic und Ujigawa-Takeda, 1980; J. Schwinde, persénliche
Mitteilung). Es liegt in Brevibacterium flavum mit einer ungefihr 100-fach niedrigeren
spezifischen Aktivitit vor als die Glutamat-Dehydrogenase (GDH), die a-Ketoglutarat zu
Glutamat umsetzt, Neben dem letztgenannten Enzym kann die reduktive Aminterung von -
Ketoglutarat zu Glutamat in coryneformen Bakterien auch von Glutamin-Synthethase (GS)
und. Glutamin-2-Oxoglutarat- Aminotransferase (GOGAT) katalysiert werden (Oshima et
al.. 1964; Tochikura, 1987). Obwohl die Aktivitit des GS/GOGAT-Systems deutlich

“niedriger liegt als.die der GDH vermag es in GDH-negativen Mutanten, ausreichend Gluta-




mat fiir Wachstum und Uberproduktion zur Verfiigung zu stellen (Bérmann-El Kholy et al.,
1993). Sowoh! GDH als auch GOGAT sind NADP abhiingige Enzyme. Zur Reduktion des
a-Ketoglutarats kann so das NADPH verwendet werden, das zuvor bei der oxidativen
Decarboxylierung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat, katalysiert durch die ebenfalls NADP
abhingige Isocitrat-Dehydrogenase, entsteht.

An der Auffillung des Citratzyklus, dem durch Anabolismus und Aminoséure-
produktion kontinuierlich Intermediate entzogen werden, ist bei Umsatz von Kohlenhydra-
ten die PEP-Carboxylase beteiligt (Shiio et al., 1960). Untersuchungen an PEP-Carboxy-
lase-negativen Mutanten haben jedoch gezeigt, dal zumindest ein weiteres Enzym, die
PEP-Carboxykinase, diese Funktion ebenfalls ausfithren kann (Peters-Wendisch et al.,
1993). Werden Acetat oder andere als C,-Kdrper in den Zentralstoffwechsel eingeschleuste
Kohlenstoffquellen verwertet, so erfiillen die Reaktionen des induzierbaren Glyoxylatzyklus
diese Aufgabe (Shiio et al., 1959).

1.2. Bakterielle Exporisysteme

In den letzten Jahren vermehrt durchgefithrte Untersuchungen zur Ausscheidung von
Substanzen durch Bakterien haben gezeigt, daf} in einer Vielzahl von Fillen die Ausschei-
dung genau wie die Aufnahme durch Transportproteine katalysiert wird (Konings et al.,
1692). Es wurden Exportcarrier fiir so unterschiedliche Substanzen wie organische Solute,
anorganische Ionen, Antibiotika, Polysaccharide und Proteine identifiziert. Meist ist die
Bedeutung der Exportsysteme fiir den bakteriellen Metabolismus leicht einsichtig. So
sorgen Exportcarrier bei girenden Organismen fir die Entfernung der Garungsprodukte aus
dem Cytoplasma (Otto et al., 1980). Bakteriozide Substanzen, z.B. toxische, organische
Kationen (Lomovskaya und Lewis, 1992), Schwermetailionen (Nies und Silver, 1989) oder
Antibiotika (Yamaguchi et al., 1991), die iiber passiven Einstrom oder als Substrate unspe-
zifisch arbeitender Aufnahmesysteme in die Zellen gelangen, kdnnen aktiv wieder nach
aufen gepumpt werden. Effluxcarrier fiir kompatible Solute und Kaliumionen sind an der
. Osmoregulation in Bakterien beteiligt (Koo et al., 1991; Bakker et al., 1987). Als letztes
~Beispiel sei der Natriumexport bei neutro- und alkalophilen Bakterien genannt, der durch
einen Na'/H'-Antiporter katalysiert wird und der Aufrechterhaltung eines neutralen,
cy_to_plasmatischen pH-Wertes dient (McMorrow et al., 1989).

. Viele der Transportmechanismen, die fiir Aufnahmesysteme beschrieben wurden,
finden sich auch bei bakteriellen _Exportsystemen. Die Nutzung der elektrochemischen
- ‘Gradienten -der Transportsubstrate zum Antrieb des Exports, also ein sekundirer Trans-

“portmechanismus, ist weit verbreitet. So erfolgt die Ausscheidung von Laktat hiufig im




Symport mit Protonen. Es ist einigen Organismen daher méglich, den nach auBen gerichte-
ten, treibenden Gradienten des Stoffwechselendprodukts Laktat zum Aufbau eines
Protonengradient, d.h. zur Energiekonservierung einzusetzen (Konings, 1985). Wird ein
Solut im Antiport gegen Protonen exportiert, wie im Fall des Exports von Tetrazyklin bei
Escherichia coli (Kaneko et al., 1985), so dient das zuvor durch andere Mechanismen
aufgebaute elektrochemische Protonenpotential als Energiequelle des Exports. Die Kopp-
lung des Efflux von Stoffwechselendprodukten mit der Aufnahme von Substraten stellt ein
weiteres Beispiel eines Antiportmechanismus dar (Poolman, 1990). Erleichterte Ditfusion,
d.h. ein Uniportmechanismus, wurde bisher nur fiir den Laktatefflux bei Lacrobacillus
helveticus beschrieben (Gitje et al., 1991). Bei sekundiren Transportsystemen wird die
Transportrichtung ausschlieBlich durch Grifie und Richtung der elektrochemischen Gra-
dienten alier beteiligten Substrate bestimmt. Die Richtung ist daher durch entsprechende
Verdnderung der Gradienten umkehrbar. Dort wo Aminosiuresequenzen sekundirer
Exportproteine bekannt sind, zeigen sie Homologien zu der groBen Gruppe sekundirer Auf-
nahmesystem, die sich strukturell durch zw6if membranspannende a-Helices auszeichnen
(Rouch et al., 1990; Marger et al., 1993).

Bei einem primiren Transportmechanismus wird der Translokationsschritt durch die
Kopplung mit einer exergonen chemischen Reaktion z.B. der ATP-Hydrolyse angetrieber.
Auch fiir einen solchen Mechanismus existieren Beispiele unter bakteriellen Exportsyste-
men. Der Cadmiumexport bei Staphylococcus aureus wird durch eine Efflux-ATPase kata-
lysiert, die Ahnlichkeit zu bakteriellen Kaliumaufnahme-ATPasen besitzt (Nucifera et al,,
1989). Die Mitglieder der als P-Typ- oder E E,-ATPasen bezeichneten Carrierklasse sind
charakterisiert durch grofie, globuliire, cytoplasmatische Dominen, die die ATPase-Aktivi-
tit tragen, und membranstindige Domiinen mit bis zu 12 hydrophoben w-Helices, die
wahrscheinlich den Transportkanal bilden (Silver et al., 1989; Epstein et al., 1990). Andere
primidre Exportsysteme weisen Ahnlichkeit zu den bakteriellen Bindeprotein-abhingigen

-
1992) und sec-unabhiingig ausgeschiedene Proteine (Fath et al., 1991) zu nennen. Diese
nutzen ebenfalls die Energie der ATP-Hydrolyse zum Export und tragen eine hochkon-
servierte ATP-Bindungs-Cassette, die der Familie der ABC-Transporter den Namen gibt.
Charakeeristisch ist hier der Aufbau aus zwei Membran-stindigen Doméinen mit je 5-6 a-

Helices und zwei cytoplasmatischen Dominen mit je einer ATP-Bindungs-Cassette (Hyde

etal., 1990).

o " Die Ausscheidung von Aminosiuren wurde bisher nur in wenigen Fiilen zum
Thema genauer mechanistischer Untersuchungen gemacht, obwohl sie eine Voraussetzung
fiir die industrieil in groffem MafBstab durchgefithrte Produktion der Aminoséuren ist. Da
Aminosduren wertvolle Nihrstoffe sind, die in Bakterien entweder durch spezifische

- Transportsysteme -aufgenommen oder mit hohem Energicaufwand synthetisiert werden,




erscheint ihr Export nicht sinnvoll. Naheliegend ist daher die Annahme, dafl der
Aminosiureefflux ein fiir die Zellen unerwiinschtes Ereignis ist. Als mdgliche Mechanis-
men fiir den Efflux wurden passive Diffusion oder ein, durch Umkehrung der Gradienten, in
Exportrichtung arbeitendes, sekundiires Aufnahmesystem postuliert (Milner et al., 1987;
Konings et al., 1992). Tats#ichlich Eiflt sich Diffusion besonders von hydrophoben Amino-
sguren durch die Cytoplasmamembran von Bakterien mit Hilfe von Membranvesikeln
nachweisen (Driessen et al., 1987). Auch die Prolinproduktion durch E. coli scheint
Diffusions-vermittelt zu sein (Rancourt et al., 1983). Aminosdureexport durch ein
Aufnahmesystem konnte bisher noch fiir kein Beispiel itberzeugend nachgewiesen werden.
Fiir den Effluxprozef von Isoleucin und Lysin bei Corynebacterium glutamicum konnte
gezeigt werden, daf spezifische, vom Aufnahmesystem fiir die jeweilige Aminosgure ein-
deutig zu unterscheidende Exportcarrier beteiligt sind (Ebbighausen et al., 1989; 3.
Zittrich, 1992: Broer und Krimer, 1991a,b). Dabei wurde deutlich, da sich der Efflux des
hydrophoben Isoleucins aus einer Carrier-abhingigen und einer Diffusions-abhingigen
Komponente zusammensetzt. Lysin wird ausschlieBlich Carrier-vermittelt ausgeschieden.
Der Mechanismus des Exports konnte im Detail aufgeklirt werden. Es handelt sich um
einen sekundiren Carrier, der Lysin im Symport mit 2 OH -lonen exportiert. Sekretion von
Lysin und Isoleucin kann bei Corynebacterium glutamicum nur dann beobachtet werden,
wenn intrazellulir hohe Konzentrationen der Aminoséuren akkumulieren. In den industriell
eingesetzten Produktionsstimmen sind dafiir Mutationen verantwortlich, die den Kohlen-
stoffflu} zur gewiinschten Aminosiure verstirken (Tosaka et al., 1978; Broer et al., 1993).
Erhohte, intrazellulire Lysin- bzw. Isoleucinkonzentrationen kénnen auch erzielt werden,
indem der Wildtyp in Medien, die Lysin- bzw. Isoleucin-haltige Peptide enthalten, ange-
zogen wird (Erdmann et al., 1993). Da Lysin und Isoleucin nur ais Proteinbausteine nicht
aber zur Synthese anderer Metabolite dienen, kdnnte die Funktion der Exportsysteme darin

bestehen, die intrazeliulire Aminosiurekonzentration zu regulieren.

I.3.. Der “overflow”-Metabolismus

Die in I.1. beschricbenen Manipulationen zur Auslgsung effizienten Glutamat-

£z . cung der Vermehrings-

effluxes bei Corynebakieri
‘fihigkeit der Zellen. Fermentationen der Organismen zur Produktion von Glutamat werden
daher nur in Batchkulturen durchgefiihrt, die durch zwei distinkte Phasen gckennzeichnet
'sind: In der ersten Phase werden die Kulturen bis zur gewiinschten Zelldichte angezogen, in

o g?:_l_er-_zwci_tf_:n_zl_?ha_s_e_: erfolgt dann die Glutamatproduktion durch die stationdiren Zellen.




Eine Kopplung von Produktbildung und Wachstumslimitierung, wie sie bei der
Glutamatproduktion beobachtet wird, tritt auch bei anderen Fillen bakterieller Metabolit-
iberproduktion auf. Am besten untersucht ist dies fiir Klebsiella aerogenes, Bacillus subiilis
und Escherichia coli, die in kontinuierlicher Kultur unter aeroben Bedingungen immer dann
unvolistindig oxidierte Abbauprodukte der C-Quelle in das Kulturmedium ausscheiden,
wenn das Wachstum der Zellen nicht durch die C-Quelle, sondemn durch andere Nihrstoffe
wie Stickstoff, Kalium, Magnesium, oder Sulfat limitiert wird (Neijssel und Tempest, 1979;
Tempest und Neijssel, 1987). An Stelle der ausschlieBlichen Bildung von G5 und neuen
Zellen unter Kohlenstofflimitierung, kénnen bei Uberschu der C-Quelle eine ganze Reihe
von organischen Siuren (z.B. Pyruvat, Acetat, a-Keioglutarat oder Gluconat) oder Exo-
polysaccharide produziert werden. Auch anaerobe Chemostatkulturen bilden unter
Kohlenstoffiberschull haufig Fermentattonsprodukte in groBerem Umfang und mit
groBerem Spektrum als unter Kohlenstofflimitierung (Teixeira de Mattos und Tempest,
1983). Die Uberproduktion von Metaboliten ist mit einer verminderten Wachstumseffizienz
der Zellen verbunden. Dies spiegelt sich in erniedrigten Zellertriigen bezogen auf den Ver-
brauch von C-Quelle und (unter aeroben Bedingungen) Sauerstoff wieder. Zusiitzlich setzen
einige Organismen die C-Quelle bei KohlenstoffiiberschuB3 schneller um als bei Kohlen-
stofflimitierung.

Der Begriff des "overflow”-Metabolismus beschreibt das Verhalten von Zellen, die,
wie oben erléutert, eine angebotene C-Quelle nur unvollstindig zu Energiegewinnung und
Biomasseproduktion ausnutzen und statt dessen energiereiche Metabolite in das Kultur-
medium ausscheiden (Neijssel und Tempest, 1979). Die Art eines unter “overflow”-
Bedingungen {berproduzierten Metaboliten wird sowohl durch die gewihlten Kultur-
parameter als auch durch die besonderen Eigenschafien des jeweiligen Organismus
bestimmt. Neben einem Uberangebot des Kohlenstoffsubstrates sind die Art der C-Quelle
und des Nihrstoffs, der zur Wachstumslimitierung der Kultur eingesetzt wird, von Bedeu-
tung. Letzterer bestimmt den metabolischen i
der Eigenarten seines Metabolismus mit der Akkumulation eines Metaboliten reagiert.
Schlechte Regulation des Aufnahmesystems fiir die Kohlenstoffquelle unterstiitzt die
Akkumulation. Unverzichtbare Voraussetzung fiir die Uberproduktion ist weiterhin, daff der
- gebildete Metabolit iiber die Cytoplasmamembran in das extrazelluliire Medium gelangen
.I(ann. Explizite Untersuchungen zu Effluxmechanismen von “overflow”-Metaboliten
existieren nicht. Es ist daher unklar, ob der Efflux durch einfache Diffusion oder durch ein
Transportsysiem kataiysiert erfolgt.

. Die Analyse der energetischen und metabolischen Konsequenzen einer Limitierung
im Baustoffwechsel ist Grundlage fiir Uberlegungen, die versuchen, den “overflow”-Meta-
bolismus als vom Standpunkt des Organismus aus sinnvolles Verhalten zu beschreiben
- (Tempest und Neijssel, 1992). In Abbildung II ist der Kohlenstoff- und Energiefluf} fiir ein




aerobes Bakterium bei unlimitiertem und limitiertem Wachstum skizziert. Bel ungehemm-
tem Wachstum sind Katabolismus und Anabolismus strikt miteinander verkniipft. Die durch
den Katabolismus verfiigbar gemachten Metabolite, die Energie- und Reduktionsiquivalente
werden fiir den Anabolismus verbraucht. Ubertriigermolekiile wie Acetyl-CoA, die
Pyridine- und Adeninnukleotide werden auf diese Weise regeneriert. Eine Speicherung von
Reduktionskraft und Energie auf der Ebene der Ubertrigermolekiile ist auf Grund ihrer
geringen Poolgrife nicht moglich. Aktivitdt des Katabolismus bei gleichzeitiger Hemmung
des Anabolismus, also eine Entkopplung der beiden, ist daher abhingig davon, ob der
Organismus iiber andere Maglichkeiten zur Regeneration der Ubertrigermolekiile verfiigt.
So kénnte die unter einer Reihe von Limitierungen hiufig beobachtete Bildung von Acetat
den Bakterien dazu dienen, den zyklischen Umsatz des Coenzym A aufrechtzuerhalten und
sich gleichzeitig nicht bendtigter intermedifirer Metabolite zu entledigen. Im Fall der

Produktion von Exopolysacchariden konnte gezeigt werden, dall der Energiegewinn bei

Wachstum
f Anabolismus
I
Redukfionséquivalante & Synthess von Menomeren

(NADH, NADPH)

| A Polymeren

/

Wachstum limitiert

ETP Zelisubstanz
Supstrat———is Katabollsmus $Kp ==t Energio (ATP) ——smm———s (

Intermadidre Metabolite \ | vom Wachstum entkoppsiter
\ Stoffwechsel
A
& Metabolitiberprogukiion
& "utlle cycles'
& Entkopplung von ET und
ATP-Synthess

Abb.II

Kohlenstoff- und Energieflu eines aeroben Bakteriens bei ungehemmtem (A) oder
~limitiertern (B) Wachstum (Limitation im Anabolismus)

- SKP: Substratkettenphosphorylierung

" ETP: Elektronentransporiphosphorylierung
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Bildung der Saccharidmonomere durch den Energieaufwand bei Synthese der Polymere aus

diesen Monomeren ausgeglichen wird (Linton, 1990). Auch hier ermdglicht die Metabolit- -

produktion also die Dissipation von Kohlenstoffquelle und Energie, wenn das Kohlenstoff-
substrat tber die Bediirtnisse der Zellbiosynthese hinaus aufgenommen wird. Eine ginzlich
andere Situation liegt im Fall der Produktion von Gluconat durch wachstumslimitierte
Zellen von Klebsiella pneumoniae und Escherichia coli vor. Die Produktbildung erfolgt
hier gerade als Reaktion auf unerwiinschte Energiedissipation. Ein energiezehrender Zyklus
von Kaliumaufnahme durch ein hochaffines Aufnahmesystem und Kaliumefflux durch ein
niedrigaffines Aufnahmesystem (Mulder et al., 1986; Neijssel et al., 1990) oder ein erhéh-
ter Energieaufwand fiir die pH-Homgostase nach Entkopplung der oxidativen Phosphorylie-
rung (Neijssel, 1977) sind hier zu nennen. Eine Verstirkung der ATP-Bildungsrate
erreichen die Zellen unter diesen Bedingungen durch hotheren Glukoseumsatz und die
Oxidation der Glukose zur Gluconat iiber eine membranstindige, Pyrrolochinidinchinon
(PQQ) als prosthetische Gruppe tragende Glukoseoxidase (Van Schie et al., 1985). Dieses
Enzym speist die Elekironen auf der Ebene des Chinons in die Elektronentransportkette ein
und umgeht so die NADH-Dehydrogenase, die in der normalen Atmungskette die
Geschwindigkeit der Gesamtreaktion limitiert.

Als Ausgangspunkt fiir das Verstindnis bakterieller Metabolititberproduktion ist die
Vorstellung des “overflow”-Metabolismus iiberaus hilfreich. Die Analyse einzelner Bei-
spiele zeigt jedoch, da} mit diesem Begriff eine ganze Reihe von mikrobiellen Reaktionen
aut’ Stoffwechsellimitationen zusammengefaBt sind, die sich in ihrer metabolischen und
energetischen Bedeutung fiir den jeweiligen Organismus deutlich unterscheiden. Es muB
daher in jedem Fall die Bedeutung der Limitation fiir Metabolismus und Energetik und der
Ausweg, der sich dem Organismus in der Uberprodukiion von Metaboliten eréffnet, neu

analysiert werden.

1.4. Ziel der Arbeit

Die primiire Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die Aufklirung des Mechanismus
der Carrier-vermittelten Glutamatsekretion bei Biotin-limitierten Zellen von Corynebacte-
rium glutamicum. Es wurde zum einen die Bedeutung des Zusammenspiels von
Wachstumslimitierung und Membranverdnderung fiir die Ausiosung der Glutamatsekretion
Iana}ysiert. Zum zweiten sollte iiber die Charakterisierung des energetischen Zustands von
‘Zellen im Produktionszustand und dessen Manipulation die zum Antrieb der Sekretion
genutzte zellulire Energiequelle identifiziert werden. Die erhaltenen Daten werden in

- Hinblick auf die Theorie des "overflow”-Metabolismus diskutiert.
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1I. MATERIAL UND METHODEN

I1.1. Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben wurden Chemikalien der Firma Merck, Darmstadt, oder

Boehringer, Mannheim, in p. A. Qualitiit verwendet.

Sigma, St. Louis, USA

Amersham International

NEN

1I.2. Organismen

CCCP

Valinomycin

Nigericin

DCCD

INT

Luciferin/Luciferase
{U—MC]-Acetat
[U-14C]-Benzoat

[C14] Methylamin-Hydrochlorid
Inulin-[ 14C]-carboxylsﬁure
3H,0

Rubidium-86

Tetra-{ 14C]—phenylphosphoniumbromid

Es wurden folgende Stimme von Corynebacterium glutamicum verwendet:

- C. gluramicum ATCC 13032: Wildtyp

- C. gluramicum ATCC 14310: Leucin auxotrophe Mutante; durch UV-Mutagenese

: ‘vorn Wildtyp abgeleitet; Die Auxotrophie beruht auf einem Defekt der Isopropyl-

-~ malat-Synthase (Patek et al., 1993). -

— B glutamicum Nr. 9910 und Nr. 9087 Stimme der Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd.,
- Chiyoda-ku, Tokyo 100, Japan. Die Stimme wurden durch Selektion auf Glutamat- -

: 'bildur_lg in Anwesenheit eines BiotiniiberschuBes erhalten.

.. 'Wenn nicht extra angemerkt wurden die Experimente mit dem Wildtyp durchgefiibrt. . . -
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I1.3. Kulturmedien

Die Kultivierung von C. glutamicum erfolgte stets in Mineralsalzmedium, dem nach der

Sterilisation eine C-Quelle (getrennt autoklaviert) und Biotin (steril filtriert) in den jeweils

gewlinschten Konzentrationen zugesetzt wurde.

Mineralsalzmedium [ (modifiziert nach Kase und Nakavama. 1972)

(NH)»SOy
Harnstoff

KH,PG4

K,HPO, x 3 HyO
MgS50, x 7H,0
FeSO, x 7 H,0
MnSO4 x H,O
CaCly x 2H50
Spurenelementlsung

2 ka2 LA R

0,25
0,01
0,01
0,01
3

ml/1

Einstellung des pH-Wertes mit 6 N KOH auf 7,0; Sterilisation durch Auioklavieren

Spurenelementldsung

ZnS0,4 x 7H,0 10 mg/l

H3BO; 30 mg/l

CoClly x 6 HgO 20 mg/l

CuSO4 x 5 HyO 0,9 mg/l

NiCl, x 6 H,O 2 mg/l

NayMoOy x 2 HyO 3 mg/l

Glukose als C-Quelle

Zur Anzucht mit Glukose als C-Quelle wurde dem beschriebenen Medium 50 g/1 Glukose

zugesetzt. Wenn nicht anders angegeben wurde Glukose als C-Quelle eingesetzt. -

Aceta_lt als C-Ouelle

Anzucht mit Acetat als C-Quelle erforderte eine stiirkere Pufferung des Mediums. Diese

erfolgte entweder durch Verstirkung des Kaliumphosphatpuffers (150 mM) oder durch

. Zugabe von 180 mM MOPS. ‘Acetat wurde in einer Konzentration von 20 g/i zugesetzt.
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1I.4. Kulturbedingungen
Kulturgefiifie

Die Anzucht von Corvnebacterium gluramicum erfolgte in 500 ml Erlenmeyerkolben mit
zwei seitlichen Schikanen. Als normale Fiillmenge wurden 100 ml Kulturmedium einge-
setzt, Im Falle von Wachstumsuntersuchungen wurde diese zur Gewihrleistung einer

optimalen Beliiftung auf 70 ml reduziert.

Inkubation

Die Inkubation der Kulturen erfolgte auf einem Rotationsschiittler (130 Upm) bei 30°C.

Stammhaltung

Als Vorkulturen fiir die Anzucht von C. glutamicum wurden auf Mineralsalzmedium mit
10 pg/l Biotin gewachsene Kulturen verwendet. Diese wurden nach Einstellung des Wachs-
tums, bei einem externen pH-Wert von ca. 6 mit 15% Glycerin versetzt und portioniert bei
-20°C eingefroren und aufbewahrt. Jeweils 0,5-3,0 ml dieser Glycerinkulturen dienten zur

Inokulation von 100 ml Medium.

Wachstum von Bakterienkulturen

Das Wachstum einer Bakterienkultur wurde verfolgt durch Bestimmung der optischen
Dichte der Kultur bei 600 nm (ODgpq) in einem Spectrophotometer (Novospec II, Pharma-
cia LKB) mit Wasser als Referenz. Durch Trockengewichtsbestimmungen gewaschener
Zellen wurden folgende Konversionsfaktoren fiir die Beziehung Zelltrockengewicht/ODgqq
ermittelt: -Exponentiell wachsende Kultur: 0,36 mg TG ml"l/oD 1

-Auf Grund von Biotinmangel stationdre Kultur: 0,34 mg TG ml"/OD 1

.5, Kurzzeitfermentation

Zur Analyse von Stoffumsatz- und Produkibildungsraten bei verschiedenen Zell-
‘typen wurde das experimentelle System der Kurzzeitfermentation (Hoischen und Krimer,
| 1989) verwendet. Dazu wurden die Zellen in der jeweils interessierenden Wachstumsphase
| .geemtet,. gewaschen und erneut resuspendiert. Die .chldichte in der Kurzzeitfermentation

-~ und die ‘Zusammensetzung ‘des ‘zur Resuspension: verwendeten Mediums -konnten -so..frei-




gewiihlt werden. Wenn nicht anders vermerkt, wurde auch in der Kurzzeitfermentation das
Mineralsalzmedium I benutzt. Das Angebot der C-Quelle wurde mdglichst niedrig gewshlt,
so dafl} die enzymatische Bestimmung der C-Quelle im Medium mit hoher Genauigkeit
ertolgen konnte und es gleichzeitig im Verlauf des Experimentes nicht zu vollstindigem
Verbrauch der C-Quelle kam. Wurde zusitzlich auch die Atmungsrate der Zellen gemessen,
so war die maximal einsetzbare Zelldichte durch den MeBbereich der Sauerstoffelektrode
begrenzt. In der Kurzzeitfermentation wurde die Beliiftung der Zellsuspension durch
Rithren (650 rpm) mittels eines Magnetrithrers gewiihrleistet.

Fir Untersuchungen an wachsenden Zellen wurden Kulturen verwendet, die in
Anwesenheit eines Uberschufies von Biotin (200 pe/ly bis zu einer Zelldichte von
ODgpg=4-10 herangezogen wurden. Glutamat-sekretierende Zellen wurden nach Ein-
steliung des Wachstums durch Verbrauch des angebotenen Biotins (0,5-1,0 pe/l) und nach
Akkumulation von mindestens 5 mM Glutamat im extrazelluliiren Raum in die Kurzzeit-

fermentation transferriert.

I1.6. Silikondlzentrifugation

Die Trennung von Zellen und extrazellulirem Medium sowie das gleichzeitige,
sofortige Abstoppen des Stoffwechsels der Zellen erfolgte durch die Siliconélzentrifugation
(Klingenberg und Pfaff, 1967). Dazu wurden zu definierten Zeiten entnommene Proben
einer Zellsuspension in Reaktionsgefilie mit iibereinanderliegenden Schichten von 30%iger
Perchlorsiure und Silicons] tberfithrt und diese GefiBe anschlieBend zentrifugiert. Auf
Grund der Dichteunterschiede zwischen Kulturmedium und Zellen verbleibt das Kultur-
medivm auf der Silicondlschicht, wihrend die Zellen schnell durch die {1- in die Perchlor-

sdureschicht wandern, wo sie sofort inaktiviert werden, Die so erhaltenen zellfreien Kultur-

schiedener Metabolite und Mess-Sonden (s. I1.9. und I1.10.) eingesetzt. Zur Ermittlung der
intrazelluldren Konzentrationen der genannten Substanzen wurden diese aus den Zell-
sedimenten der Silicondlzentrifugation extrahiert. Die erhaltenen wissrigen Exurakte dien-

ten dann ebenfalls als Proben fiir die jeweiligen Nachweistests.

Durchfﬁhmn_g der Silikondlzentrifugation

- - Norbereitung der Silikondlrshrchen: Bestiickung von Beckmann-Reaktionsgefifien
02 1(300 ul) mit 30 ul 20% Perchlorsiure und 65 pl Silikondl, spezifische Dichte
-d=1,03 oder 1,04, je nach Dichte des benutzten Kulturmediums

2. Probenvolumen: 100 oder 200 ! Zellsuspension pro Réhrchen
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- Mehrfachbestimmung: je 3 Silikonglréhrchen pro Melpunkt
- Zentrifugation: 30 Sekunden in einer Beckmann Microfuge beil maximaler

Geschwindigkeit

Extraktion der Zellsedimente fiir die Bestimmung intrazelluldrer Metabolite

- Uberfiihrung der Zellsedimente und der gesamten Perchlorsiurephase in 750 ul
Reaktionsgefie durch Durchtrennung der Réhrchen in der Silicondlschicht
- Extraktion noch zellgebundener Metabolite durch Beschallung im Ultraschallbad —
(5 Minuten) 2
- Zugabe von 10 ul Siliconsl d=1,07 zur Erhéhung der spezifischen Dichte des mitge-
schieppten Silicondls
- Neutralisation und Pufferung der Extrakte durch Zugabe von 25 pl 5 M KOH und
1 M Tristhanolamin
- Priizipitation von Kaliumperchlorat auf Eis
- Zentrifugation der Extrakte (Eppendorf-zentrifuge, 14 000 Upm, 5 Minuten) zur
Sedimentation von Zellfragmenten, Kaliumperchlorat und Silikonél

Extraktion der Zellsedimente fiir die Ermittlune der zellassoziierten Mengen radioaktiv-

markierter Mess-Sonden

- Uberfiihrung der Zellsedimente und der gesamten Perchlorsiurephase in Eppendorf
Reaktionsgefifie (1,5 ml)

- Zugabe von 750 ul H,O

- Resuspension der Zellsedimente

- " Extraktion noch zellgebundener Substanzen durch Beschallung im Ultraschallbad
(5 Minuten)

- ©  Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge, 14000 Upin, 5 min)

11.7. Bestimmung des cytoplasmatischen Volumens einer Zellsuspension

Kenntnis des cytoplasmatischen Volumens einer Zellsuspension ist die Voraus-
‘setzung zur Berechnung von intrazelluldren Metabolitkonzentrationen. Die Messung der
internen Riume erfolgte mit Hilfe von zwei, mit unterschiedlichen {sotopen radioaktiv
‘markierten Sonden (Rottenberg, 1979; Kashket, 1985), von denen die eine die Cytoplas-
mamembran der Zellen durchdringen kann (3H20), die andere jedoch nicht (Inulin-__[mC]—

*carboxylsdure). Nach Inkubation eines Aliquots einer Zelisuspension mit diesen Sonden - £
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wurde die Suspension einer Silikondlzentrifugation unterzogen. Dadurch erreicht man im
Zellsediment der Silikonélrshrchen eine starke Erhoshung des Verhiltnisses von intrazellu-
lirem zu extrazellulirem Raum im Vergleich zur Zellsuspension. Im Zellsediment wurde
die vorhandene Menge der beiden Sonden durch Szintillationszihlung bestimmt. Aus diesen
Werten lassen sich, mit Hilfe der eingesetzten Volumenaktivititen der Sonden, die von den
beiden Substanzen im Zellsediment eingenommenen Riume berechnen. Dabei zeigt die
membrangingige Sonde das Gesamtvolumen, die membranimpermeabele Sonde nur das
extrazellulire Volumen des Zellsedimentes an. Das intrazellulire Volumen berechnet sich
als Differenz dieser beiden Riume.

Fir wachsende Zellen von Corynebacterium glutamicum wurden intrazellulire
Riume von 2,0 + 0,2 pl/mg TG, fiir biotinlimitierte Zellen von 1,6 = 0,2 ul/img TG gefun-
den. In den Sedimenten der Silicongizenirifugation betrug das Verhiiltnis von extrazelluls-

rem zu intrazelluldrem Raum ungefihr 2:1.

Durchfithrune

- Volumenaktivitit der Sonden im Raumbestimmungsansatz:
3H,0: ca. 100 KBg/ml
Inulin—[14C}“carboxylséiure: ca. 25 KBg/mi

- Probenvolumen: 500 ul Zellsuspension, OD600:5"20

- 1,5mintitige Inkubation der Zellsuspension mit den Sonden bei Raumtemperatur

- Silikondizentrifugation: 5 x 100 ul

- Exakte Bestimmung der eingesetzten Volumenaktivititen der Sonden:
Auszéhlung der Radioaktivitit in 20 ul Aliguots der Uberstinde in einem Fliissig-
Szintiilationszihler (Rackbeta 1214, LKB) nach einem Programm fiir Doppel-
markierungen

- ‘Extraktion der Sedimente der Silikondlzentrifugation wie unter (IL.6.) beschrieben

- Bestimmung der Sondenmengen im Sediment der Silikondlzentrifugation:
Auszihlung der Radioaktivitit in 650 ul Aliquots der Extrakte (Gesamtvolumen:

780 pul)

Berechnune des inirazelluliren Volumens

Zu messende GroBen

-+ VASH - Volumenaktivitit des *H,0, [dpm/ul]
LU VA '14(3_." 1 Volumenaktivitit des [ 14C}-—Inulin, [dpm/ul]
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. 3H-Radioaktivitit in 780 1l extrahierten Sediments,
[dpm/100 pl Zellsuspension]

14CS ed - ¢ Radioaktivitit in 780 ul extrahierten Sediments,

[dpm/100 ul Zellsuspension]

Zu berechnende Griflen

IL.8.

Metabolitkonzentrationen berechnet werden, indem der Quotient aus zellassoziierier Meta-
bolitmenge (pro x ul Zellsuspension) und intrazellulirem Volumen (pro x pl Zellsuspen-
sion) gebildet wurde. Lag der Metabolit, dessen intrazellulire Konzentration zu berechnen
war, auch im externen Medium vor, sc mubBte die im Sediment der Silicondlzentrifugation
vorgefundene Metabolitmenge um die durch das extrazeliulire Volumen im Sediment einge-
fiihrte Menge korrigiert werden. Bei Bestimmung des intrazelluliren Glutamai-Pools von
Corvnebacterium glutamicum wurde diese Korrektur erst bei externen Glutamatkonzentra-
tion 210 mM vorgenommen. Unterlassung der Korrektur bei niedrigeren externen Konzen-
trationen fiihrt auf Grund des hohen intrazelluliren Glutamat-Pools von Corynebacterium

glutamicum nicht zu einem signifikanten Fehler der Bestimmung.

IL.9.

glutamicum wurde das lipophile Kation TPPT als Sonde eingesetzt (Rottenberg, 1979;
Kashket, 1985). Diese Sonde vermag die Cytoplasmamembran von Zellen zu durchdringen
:hnd-_wird in Anwesenheit eines elektrischen Potentials liber dieser Membran (innen negativ) s

‘auf Grund seiner positiven Ladung im Innern der Zelien akkumuliert. Im Gleichgewicht -

Vgesamt = 3HSed/ VA“H R
Vextern - 14’CSede A l4c f
Vintern = Vgesamt - Vextern |
\Y gesamt : Gesamtvolumen des Sediments, [pl/100 pl Zellsuspension]

Vextem : Extrazellulires Volumen des Sediments, [ul/100 pl Zellsuspension]

Vintem - Intrazelluldres Volumen des Sediments, [l/100 pl Zellsuspension]

Berechnung intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen

Bei bekanntem, intrazellulirem Volumen einer Zellsuspension konnten intrazellulidre

Messung des Membranpotentials

Zur Ermittlung des elektrischen Potentials iiber der Cytoplasmamembran von C.




entspricht das chemische Potential der Sonde dem elektrischen Potential iiber der Membran,
und letzteres kann mit Hilfe der experimentell bestimmbaren intra- und extrazelluliren

Sondenkonzentration berechnet werden.
AY  =-2303RT log ([TPP*; J[TPP*_ 1)

Voraussetzung fiir eine genaue Bestimmung des Membranpotentials ist der Einsatz der
Sonde in sehr niedriger Konzentration, so daB der Abbau des zu messenden Membranpoten-
tials durch die Aquilibrierung der Sonde vernachlissigbar gering ist. Diese Voraussetzung
wurde erfiillt, indem radioaktiv markiertes TPP™ mit hoher spezifischer Aktivitit verwendet

wurde. Die Bestimmung der intra- und extrazelluliren TPP™-Konzentrationen erfolgte dann
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Abb.1

Eichkurve zur Korrektur der Membranpotentialbestimmung mit TPPT als Sonde

Die A¥Y-Messung mit TPP* (@) und Rubdium-86 (O) wurde in Anwesenheit von 25 uM
Valinomycin bei externen Kaliumkonzentrationen von 50 uM bis 300 mM durchgefiihrt. Es

wurden Biotin-limitierte, in Puffer (50 mM Mes /Tris, 10 mM NaCl, 5 % Glukose, pH §,5)
-.gewaschene und resuspendierte Zelien eingesetzt,
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iiber Szintillationszihlung bei niedriger chemischer Konzentration an TPP™,

Sein lipophiler Charakter ist dafiir verantwortlich, daf} TPP* stark an Membranen
bindet. Durch Messung der Menge zellassoziierten TPP*s wird daher die intrazellulire
TPP*-Konzentration iiberschitzt. Eine Korrektur der TPP-MeBwerte wurde durch Ver-
gleich von A¥-Messungen mit TPPT und Rubidium-86 als Sonden vorgenommen.
Rubidium, das von vielen Kaliumtransportsystemen und -ionophoren als Substrat akzeptiert
wird, zeigt keine Bindung an zelluldre Strukturen. Es vermag analog zu TPPY, ein
Membranpotential anzuzeigen, wenn die Membran zuvor durch Einbau von Valinomycin
fiir Kalium und Rubidium permeabel gemacht wurde. Potentiale unterschiedlicher Grofe
wurden in  Anwesenheit von Valinomycin durch Variation der externen
Kaliumkonzentration vorgegeben (Kaliumdiffusionspotentiale) und dann mit beiden Sonden
bestimmt. Die erhaltene Eichkurve (Abb.1) diente der Korrektur der TPPt-MeBwerte. Im
Bereich niedriger MeBwerte weist die A¥-Messung generell einen groen methodischen

Fehler auf. Stark erniedrigte Mefiwerte wurden daher als < -50 mV angegeben,

Durchfiihrune

- Verwendete Sonden:

1. [YC)-TPP*-Bromid: 710 MBg/mMol
Konzentration im Ansatz: 7,8 uM, 5,5 KBg/ml
Rb*-86-Chlorid: 45 MBg/mMol
Konzentration im Ansatz: 100 uM, 4,5 KBa/ml
- Probenvolumen: 500 i Zellsuspension OD gnq=5-20

b3

- Eichkurve: + 25 pM Valinomycin

- 1,5miniitige Inkubation der Zellen mit der Sonde bei 30°C, Beliiftung der Zellen
durch Rithren

- Silikondlzentrifugation: 3 x 100 pl

- Szintillationsziihlung:
1. 3 x 50 ul Uberstand der Silikondlzentrifugation
2. 3 x 50 ul Zellsuspension

Berechnuno des Membranpotentials

Zu messende Grélien

S VAgesamt " : Radioaktivitit des Gesamtansatzes der Zellsuspension
ST [dpm/ 100t Zellsuspension]
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- VA xtern : Radioaktivitiit im Uberstand [dpm/100 pul]
= Extrazelluldre Volumenaktivitiit der Sonde
- Vintern : Intrazelluldres Volumen [ul/100 pl Zellsuspension]

Zu berechnende GriéBen

i Aintern = VAgesamt'VAextern

- VAintern = Afntern’ Vintern

- AY =-2,303 RT log (VA e’V Aextern)

- Ajpntern : Zellassoziierte Radioaktivitit [dpm/100 pl Zellsuspension]
- VAjtern : Intrazelluldre Volumenaktivitit der Sonde [dpm/ul]

- AY : Membranpotential [mV]

I1.10. Bestimmung des pH-Gradienten

Auch der pH-Gradient tiber der Cytoplasmamembran von C. gluramicum wurde mit
Hilfe radioaktiv markierter, in niedriger Konzentration eingesetzter Sonden bestimmt
(Rottenberg, 1979; Kashket, 1985). Je nach Richtung des pH-Gradienten wurde entweder
eine schwache Siure (pH;,,2pH.,, ApH20) oder eine schwache Base als Sonde
(pH;,<pH,y, ApH=0) verwendet. Die ungeladenen und damit lipophilen Formen dieser
schwachen Séure bzw. Base konnen die Cytoplasmamembran passieren. Liegt ein positiver
bzw. negativer pH-Gradient tiber der Membran vor, so wird die durch Diffusion in die Zelle
gelangte, ungeladene Form der Sdure verstirkt deprotoniert bzw. die der Base protoniert.
Da die Membran fiir die geladenen Formen der Sonden undurchlissig ist, kommt es zur
Akkumulation dieser Formen im Cytoplasma. Das AusmaB der Akkumulation wird
bestimmt durch die Grole des pH-Gradienten.
Im Gleichgewicht gilt:

[HS;,] = [HS]
[SipllS7ex] = [H+ex]/ {H+1n]
bzw.
[Bin] = [Bexl
[BH‘LGX}/{BH%m] = [H+ex]/fH+an

Liegt der extra- und intrazellulire pH-Wert mehr als eine Einheit {iber bzw. unter dem PKg-
‘Wert der 'schwachen Sture bzw. Base so gilt niherungsweise fiir interne und externe

* . Sondenkonzentrationen: -~ -
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n

(ST ~ [ST+SH = [Sgesamd

bzw.

[BH*]

I

BHT+[B] = (Bgegymd

Entsprechend kann das Verhiiltnis der Konzentrationen der geladenen Sonden im internen
und externen Raum und somit auch das Verhiltnis von internem zu externem pH durch die
Messung der Gesamtkonzentrationen der Sonden (protoniert und unprotoniert) ermittelt
werden. Nur diese Gesamtkonzentrationen sind der Messung zuginglich.

Alle ApH-Messungen wurden stets mit beiden Sonden durchgefiihrt, Zur Korrektur
der intrazelluliren Sondenkonzentrationen gegen mitgeschleppte extrazellulidre Sonde und
an Zellstrukturen gebundene Sonde wurde auch je eine ApH-Messung an Zellen vorge-
nomimen, deren pH-Gradient durch Zusatz der Ionophore CCCP und Nigericin abgebaut

worden war.

Durchfiihrung

- Verwendete Sonden:
I. [MC]—Benzoat: pK¢ =4,3; Verwendung bis pH,,=5,3; 2,04 GBg/mMol;
Konzentration im Ansatz: 9,8 uM, 20,0 KBg/ml

2. [YC]-Methylamin: pKg = 9,3; Verwendung bis pH,,=8,3; 2,07 GBg/mMol;
Konzentration im Ansatz: 8,0 uM, 16,6 KBg/ml o

- Korrekturansatz: + 20 uM CCCP, 20 uM Nigericin

- Probenvolumen: 500 ul Zellsuspension, OD@(}O =5-20

- 1,5mintitige Inkubation der Zellen mit den Sonden bei 30°C

- Silicondlzentrifugation: 3 x 100 ul

- Aufarbeitung der Zellsedimente wie unter II.6. beschrieben

- Szintillationszihlung:

1. Uberstinde: 3 x 50 ul
2. Extrakte der Zelisedimente: 3 x 650 pl
- Berechnung

Zu messende GroBen

VA exmazellulire Volumenaktivitit [dpm/il] |
o Ai_n_t_em,M - Radioaktivitdt in 780 ul extrahi__eﬁcn S_g:d_ime_nts,_ Mgﬁan_s?tz, “
Co o [dpm/100 pl Zelisuspension] R
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- A

B Vintern

intern, K

: Radioaktivitit in 780 pl extrahierten Sediments, Korrekturansatz,

[dpm/100 ul Zellsuspension}
: Intrazelluidres Volumen [pl/100 pul Zellsuspension]

Zu berechnende GriBen

- VAintem
- ApH

- ApH
ApH

B VAintem
- ApH

VA WV

= [Aintern,M ~ Aintern.K * Vintern X YAextern’V Vintern

=pHjpH = EOg([Hﬂex/ [H+}in)

=log(VA, VA ) (schwache Siure)

Hitern extern

VA {schwache Base)

=10g(VA xiern’ Y Afntern’

: Intrazelluldre Volumenaktivitét [dpm/ul]
: pH-Gradient

II.11. Optisch-Enzymatische Tests zum Nachweis von Metaboliten

II.11.1. Glutamatbestimmung

Die Glutamatbestimmung erfolgte modifiziert nach Beutler und Michal (1974) wie
bei Hoischen (1990) beschrieben. Zum quantitativen Umsatz des Glutamats zu a-Ketogluta-
rat wurde die Glutamat-Dehydrogenase zusammen mit einem weiteren Enzym, der Diapho-
rase, cingesetzt. Letzteres Enzym libertriigi die aus der oxidativen Deaminierung des

Glutamats stammenden Reduktionséiquivalente auf Jodnitrotetrazolium-Violett unter Bil-

dung eines gefirbten Formazans.

- Reaktionsprinzip:
1
Glutamat + NAD™T 2= o-Ketoglutarat + NADH + HT + NHjy
2
‘NADH + INT = Formazan + NAD

1: Glutamat-Dehydrogenase

2: Diaphorase

- ..~ ‘Photometrischer Nachweis des gebildeten Formazans bei 492 nm . -

- MeBbereich: 2_—20 puM im Testansatz




H.11.2. Glukosebestimmung

Glukosekonzentrationen im Kulturiiberstand wurden mit Hilfe der Testkombination

fiir D-Glukose der Firma Boehringer ermittett.

Reaktionsprinzip:
1
D-Glukose + ATP — 3 Glukose-6-P + ADP
2
Glukose-6-P + NADPY w> 6-Phosphogluconat  + NADPH

+HY

1: Hexokinase

2: Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Photometrischer Nachweis des gebildeten NADPHS bei 340 nm
Mefbereich: 7-92 uM im Testansatz

11.11.3. Acetatbestimmung

Die Essigsiure-Testkombination der Firma Boehringer wurde zum quantitativen

Nachweis von Acetat eingesetzt.
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Reaktionsprinzip:
I

Acetat + ATP + CoA - = Acetyl-CoA + AMP + PP,
2

Acetyl-CoA + Oxalacetat . Citrat CoA
3

‘Malat + NAD™ v Oxalacetat + NADH + H

1: Acetyl-CoA-Synthetase

2: Citrat-Synthase

3: Malat-Dehydrogenase

Nachweis von Acetat itber die photometrische Bestimmung des in der vorge-
schalteten Indikatorreaktion (Malat—Dehydrog_enase) .gebii_deten NADHSs bei 340 nm

_ _MeBbercic_h: 5-77 uM im Testansatz




I1.11.4.Laktatbestimmung

Auch zum Nachweis von Laktat wurde eine Testkombination der Firma Boehringer

eingesetzt.
- Reaktionsprinzip:
1
L-Laktat + NAD™" 3= Pyruvat + NADH + HT
g)
D-Laktat + NAD™ % Pyruvat+ NADH +H*

I: L-Laktat-Dehydrogenase

2: D-Laktat-Dehydrogenase
- Photometrische Bestimmung des NADHSs bet 340 nm
- MeBbereich: 10-100 uM im Testansatz

II.11.5. a-Ketoglutaratbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von a-Ketoglutarat erfolgte wie beschrieben
(Burlina, 1985) durch quantitativen Umsatz des a-Ketoglutarats zu Glutamat mit Hilfe der
Glutamat-Dehydrogenase. In Anwesenheit eines UberschuBes an Ammonium liegt das

Gleichgewicht der Reaktion auf Seiten des Glutamats.

- Reaktionsprinzip:
1 -
_ = Glutamat + NAD™ + "20

ConrrT
ADH+1\4H4'

nT

a-Ketoglutarat + 1

“1: Glutamat-Dehydrogenase
- Photometrischer Nachweis der NADH-Abnahme bei 340 nm
- ..-MeBbereich: 10-120 pM im Testansatz .~ :

Jreeat
i . -
SR

2. Bestimmung der intrazelluldren Kaliumkonzentration

Die quantitative Bestimmung von Kaliumkonzentrationen wurde iiber Atomabsorp-

tions-Spektrometrie von der Zentralabteilung fiir chemische Analysen des Forschungszen-
- trum Jilich durchgefiihri. Wihrend fiir Messungen extrazelluidrer Konzenwationen die zell--— - =
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freien Uberstinde der Silikondlzentrifugation eingesetzt wurden, dienten Zellextrakte
speziell durchgefiihrter Siliconolzentrifugationen als Proben fiir die Ermittlung mtrazellu-
lirer Konzentrationen. Zur Vermeidung von Fehlern durch Kalium-Verunreinigung der Per-
chlorsiure erfolgte die Sedimentation der Zellen ausschliefilich in Siliconél. Der Aufschiuf3

der Zellen wurde dann durch das Detergenz CTAB vorgenommen.

Durchfithrung

- Vorbereitung der Silicondlrshrchen: Vorlage von 65 pl Silikonsl, spezifische Dichte
d=1,03

- Probenvolumen: 3 x 200 pl Zellsuspension

- Zentrifugation: siche 11.6.

- Uberfithrung der Zellsedimente mit maglichst geringer Olmenge in 1,5 ml Reak-
tionsgetidBe

- Resuspension der Sedimente in 200 ul 0,2% CTAB

- Extraktion der Sedimente durch Beschallung im Ultraschallbad (5 min)

- Sedimentation von Zelltriimmern und Ol durch Ultrazentrifugation
(20 min, 140 000 g, 4°C)

- Verwendung der Uberstiinde fiir die Atomabsorptionsspektrometrie

I1.13. Bestimmung der Adeninnukleotide

Die Lichtemission bei Umsatz von ATP durch das Luciferin/Luciferase-System
bildet die Grundlage des Nachweises der Adeninnukleotide ATP und ADP (modifiziert

nach Lundin et al., 1976; Schimz et al., 1981):
ATP + Luciferin + Oy ——— & Oxyluciferin + AMP + PP, + CO5 +h " v

Das verwendete Luciferin/Luciferase-Rohextrakt liefert keine zeitlich konstante Licht-
emission wie hochgereinigte Extrakie, so da8 statt der Emissionsrate die Lichtemission
wihrend der ersten 20 Sekunden nach Start der Reaktion bestimmt wurde. Die Proportiona-
litit dieses MeBwertes zum ATP-Gehalt der Probe wurde mit Hilfe eines ATP-Standards
iiberpriift, ATP-Standardlésungen wurden ebenfalls zur internen Standardisierung der

Messung -verwendet. Zur Bestimmung von ADP wurde dieses in Anwesenhelt von

:Phosphoenolpyl_‘uvat.durch die Reaktion der Pyruvatkinase (PK) zu ATP umgesetzt und

- dann ebenfalls entspechend des oben genannten Prinzips ais ATP nachgewiesen,
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Extraktion und Probenvorbereitung

- Extraktion durch dircktes Einspritzen der Zellsuspension in Dimethylsuifoxid
(DMSO); Probenvolumen: 40 oder 80 ul, je nach Zelldichte

- % Probe + DMSO =400 ul

- + 1,6 ml HyO (kalt)

- Aufbewahrung der Extrakte bei -18°C

Umsetzung von ADP zu ATP

- Puffer (10fach): 0,5 M MgSO4 x 7 H50, 2 M KCl, 10 mM Tris, pH alkalisch (nicht
verindern), + 50 mM Phosphoenolpyruvat (stets frisch ansetzen)

- Ansatz: 500 pl Extrakt, 45 ul Puffer, 5 ul Pyruvatkinase (2000 U/ml)

- Reaktionszeit: 20 min, danach sofortige Messung des ATP-Gehalts

Durchfithrung der Messung

- Testpuffer : 50 mM Tris-H»SOy, 3,5 mM MgSO, x 7 H,O,
2,5mM K»S805, 0,6 mM EDTA, pH 7,4
- ATP-Standard : 1 uM in Testpuffer

- Luciferin/Luciferase : Suspension von 50 mg Lyophylisat (Sigma, Buffered Firefly
Lantern Extract, FLE-50) in 10-30 ml H50, je nach
Aktivitit, Entfernung unlgslicher Bestandteile durch
Filtrieren

- Testansatz 1 20-200 pl Extrakt
+ 50 pl ATP-Standard
+H,0 2 250 pl

- Start der Reaktion  : + 250 ul Luciferin/Luciferase
+ 2250 ul Testpuffer

- ~ Messung _ : Anzahl der Lichiblitze (counts) wihrend der ersten 20

R ' Sekunden nach Start der Reaktion mit einem Bio-
- luminescenzanalysator (XP 2000, Skan AG Basel, CH). -
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Berechnung intrazeHuliirer ATP- bzw. ADP-Konzentrationen

Zu messende Grofien

- Countg : Counts pro X ul Extrakt, [Counts]
- County, ¢ : Counts pro X ul Extrakt + 50 ul Standard 1 uM
(= 0,05 nMol), [Counts]

- VE : Verdiinnungsfaktor Zellsuspension
= Gesamtvolumen Extrakt/Volumen Zellsuspension
- V. : Intrazellulfires Volumen [u1/1000u] Zellsuspension]

1

Zu berechnende GroBen

- Counts = (CountE +S - CountE)/(),OS nMol
- Cg = Countg/(Countg * X)
) Cintern =(Cg " VIV,
- CountS : Counts Standard [counts/nMol]
- Cg : Nukleotidkonzentration im Extrakt [mM]
- C : Intrazelluldre Nukleotidkonzentration [mM |

intern

ATP-Messung und Berechnung wurden nach Umsetzung des ADPs der Extrakte zu ATP
wie beschrieben nochmals durchgefithrt. Die Verdiinnung der Extrakte durch die
Umsetzung (Verdiinnungsfaktor 1,1) ist bei der Berechnung zu beriicksichtigen. Die intra-
zelluldren ADP-Konzentrationen ergeben sich als Differenz der ATP-Konzentrationen vor

und nach Umsatz des ADPs.

II.14. Zyklischer Test zur Messung der Nicotinamid-adenin-dinukleotide

Ahnlich wie zur Bestimmung der Adeninnukleotide bedarf es zum Nachweis der
Pyridinnukleotide NAD(H) und NADP(H) eines sehr empfindlichen Tests, da die intra-
zelluliiren Konzentrationen dieser Coenzyme nur einige mM betragen und zudem ihr
schneller Umsatz eine Ankonzentrierung der Zellen (z.B. durch Sedimentierung) vor dem
Aufschluff unméglich macht. Extrahierte Proben von Zellsuspensionen aus Kurzzeit-
fermentationen (ODgpp= 5-15) enthielten NAD(P)Y(H)-Konzentrationen von 0,1-5,0 uM,

die mit Hilfe des zyklischen Tests (Bernofsky und Swan, 1973) quanti_tati\_.r nachggwicsen '

“werden konnten. -




Reaktionsprinzip: Y
NAD(P)H
~ Formazan
1 : Alkohol-Dehydrogenase bzw. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
X : Alkohol bzw. Glukose-6-Phosphat
Y : Acetalydehyd bzw. 6-Phosphogluconat
PES(H) : 5-Methylphenazinium-ethylsulfat, oxidiert/reduziert
MTT : Thiazolyl-Blau, 3-(4°,5’-dimethyl-thiazolyl-2-)-2,4-(diphenyltetrazolium-
bromid)

Das in geringen Mengen vorhandene Coenzym wird in der ersten, enzymkatalysierten
Reaktion reduziert. Seine Reoxidation filhrt im AnschluB iiber zwei nichtenzymatische
Schritte zur Reduktion von MTT und damit zur Bildung eines Formazans, das bei 570 nm
photometrisch nachgewiesen werden kann. Liegt die Konzentration des zu bestimmenden
Coenzyms unter dem Ky ;-Wert des Eingangsenzyms und stellt die enzymkatalysierte Reak-
tion den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktionsfolge dar, so ist die der Mes-
sung zugiingliche Bildungsrate des Formazans der Coenzymkonzentration direkt proportio-
nal. Die Eichung der Messung kann mit Hilfe von NAD bzw. NADP-Standardldsungen
erfolgen. Der Einsatz entweder der NAD-spezifischen Alkoholdehydrogenase oder der
NADP-spezifischen Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase erlaubt die Differenzierung
zwischen NAD und NADP. Die Unterscheidung zwischen oxidierter und reduzierter Form
des jeweiligen Coenzyms ist jedoch nur miglich, wenn die beiden Formen getrennt in
unterschiedlichen Proben angeboten werden. B
_ ' Zur Trennung von oxidierter und reduzierter Form der Coenzyme kann deren unter-
-schledhche pH -Stabilitdt ausgenutzt werden: Wihrend die oxidierten Formen bei alka-
hschem pH schnell zerstért .werden und im sauren und neutralen pH-Bereich stabil sind,
sind umgekehrt die reduzierten Formen im Sauren instabil, kénnen aber im Alkalischen
-stabil "gehalten werden. Zur Bestimmung der intrazelluliren Konzentrationen aller vier
:Formen der Pyndmnukleotlde wurden daher fiir jeden MeBwert jeweils ein saurer und ein

alkalischer Extrakt durch Vermischung der Zelisuspension mit Aliquots konzentnerter
.":Saure bzw. Base hercestellt Vor der photometrischen Messung wurde w1eder ein: neutraier -'




Tab.1
NAD(PYH)-Bestimmung: Uberpriifung des Extraktionserfolges

Es wurden saure (pH 1,0) und alkalische (pH 12.4) Extrakte einer Zellsuspension von C.
glutamicion ohne und mit Zusatz von Standardlgsungen der 4 Nicotinamid-adenin-
dinukleotide (Konzeniration im Extrakt 2-4 pM) her; Uestelit Aufgefiihrt sind die im zykli-
schen Test gemessenen Aktivititen der NAD(H)- abhiingigen Alkohol-Dehydrogenase bzw.
der NADP(H)-abhiingigen Glukose-6- Phosphat-Dehydrooenase fiir Standardnukleotid, das
dem Extraktmnsprotokoﬂ (s. Text) unterworfen wurde (+ Extraktion) oder nicht unterwor-
fen wurde (- Extraktion).

Nucleotid Enzymaktivitt
(103 A min SpMol 1]
- Extraktion + Extraktion

Saurer Extrakt:

NAD * 1,64 1,70
NADH 1,58 0,00
NADP* 3,42 3,60
NADPH 2,92 0,12
Alkalischer Extrakt:

NAD ™ 1,32 0,00
NADH 1,02 0,94
NADP T 3,18 0,00
NADPH 2,68 2,44

pH-Wert eingestellt. Zellfreie Uberstinde, die nach der gleichen Extraktionsprozedur
behandelt wurden, dienten der Kontrolle des Hintergrundes der Messung. Im Falle der
alkalischen Extrakte muBte die Messung sofort nach der Neutralisation erfolgen, da die
Stabilitiit der reduzierten Formen bei neutralem pH begrenzt ist (Abbau: 10% pro Stunde;
Kiingenberg et al., 19853). pH-Wert, Temperatur und Dauer der Extraktion wurden fiir den
'sauren und den alkalischen Extrakt getrennt optimiert. Die besten Ausbeut_en wurden im
sauren. Extrakt bei pH 1,0, im alkalischen Extrakt bei pH 12.4 erhalten. A
Inkubation der Exwakte fir 5 min (alkalische Extrakte) bzw. § min (saure Extrakte) bei
_.55 C fiihrte. zu vollstindigem Aufschluff der Zellen und Zerstoruno der Jeweus nicht

- gewiinschten Form der Pyridinnukleotide. Der Erfolg der gewihlten Extraktionsbedingun-

“.gen wurde durch Zusatz von Standardlgsungen -der vier Nicotinamid-N ukleotide zu sauren . .-




und alkalischen Extrakten vor deren Inkubation bei 55°C iiberpriift (Tab.1). Eichung der
Messungen mit Hilfe derselben Standardlgsungen zeigte, da sich im sauren Extrakt zuge-
seiztes NAD und NADP nach Abschlufl der Extraktion zu 100% wiederfindet, wihrend
NADH und NADPH nahezu vollsiiindig abgebaut werden. Entsprechend ist dem aikali-
schen Extrakt zugesetztes NAD und NADP nach Abschlufl der Extraktion nicht mehr
nachweisbar, NADH und NADPH werden zu mehr als 90% wiedergefunden.

Durchfiihrune der Extraktion

- Probenvolumen : 1 ml Zellsuspension, ODgpp25

- Vorlage 1 MHCLO 4 (saure Extrakte, 80-130 pl fiir pH 1,0)
1 M KOH, 50% v/v EtOH (alkalische Extrakte, 160-260 ul
fiir pH 12,4)

- Inkubation : 55°C, 5 min (alkalische Extrakte), 8 min (saure Extrakte);

danach Abkiihlung im Eisbad

- Neutralisation : Einstellung von pH 7,4 durch langsamen, tropfchenweisen

Zusatz von 2 M KOH (saure Extrakte) bzw. 1 M HCI (alkali-
sche Extrakte) bei gleichzeitigem Rihren der Extrakte mit

einem Magnetrithrer

Katalytischer Test

- Testansatz

1. 500 pl Testpuffer Zfach: 0,2 M Glycylglycin
0,2 M Nicotinsdurearnid pH 7,4

2. 100 p1 PES 4 mg/ml

3. 25 uI MTT 5 mg/mi

NAD(H)-Bestimmung NADP(H)-Bestimmung

4. 40 ul EtOH 25 ul Glukose-6-Phosphat 15 mM
10 ul MgSO,4 S mM

5. X ul Extrakt Zellsuspension

Y ul Hy0 Extrakt zellfreier Uberstand +Z ul HyO
= X+Y konstant bei Einsatz unterschiedlicher Extrakivolumina
L X+Y+Z =325 ul EX+Y+Z =330 pul

Start der Reaktion durch Zugabe von 10 ul Alkoholdehydrogenase, 4500 U/mi bzw.

* 10 ul Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 140 U/ml
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Messung von AE/min bei 570 nm iiber einen Zeitraum von 7 min
Eichung : interne Standardisierung durch Zugabe von NAD(P)-Standard-
i6sungen (20-50 ul 5 uM) zu Zellextrakten, Messung + Standard-

Iosung

Uberpriifune der NAD- und NADP-Standardidsuneen

i. Optisch-Enzymatischer Test fiir NAD (Klingenberg et al., 1985)

[

- MeBprinzip: Quantitativer Umsatz von NAD zu NADH und dessen photometri-
scher Nachweis bei 340 nm, molarer Extinktionskoeffizient NADH
£=6.3 mM lem!
- Testansatz: 1. 500 pl Testpuffer: 0,2 M NayHPO,
45 mM Semicarbazidhydrochlorid pH 8.8
2. 500 ul HH0
3. 10 ul EtOH
4, Probe: 10-50 ul 2 mM NAD
- Start der Reaktion durch Zugabe von 10 ul Alkohol-Dehydrogenase (9000 kU/ml,
1:30 mit 3,2 M (NH)»,SO verdinnt)
- Reaktionszeit: 10 min
- Messung: AEq 40 oy » d-h. Differenz der Extinktion vor Start und nach Abschluf}

der Reaktion

. Optisch-Enzymatischer Test fir NADP (Klingenberg et al., 1985)

- MeBprinzip und Ausfithrung der Messung analog zum NAD-Test
- Testansatz: 1. 1000 ul Testpuffer: 0,1 M Triethanolamin/HCL pH7.4
2.5 ul 1 M MgSO54
3. 25 pl1 0.2 M Glukose-6-Phosphat
4. Probe: 10-50 pl 2 mM NADP
- Start der Reaktion durch Zugabe von 10 ul Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(140 U/ml, 1:30 mit 3,2 M (NH4)»S0, verdiinnt)

- Reaktionszeit: 20 min

Berechnung

- Zu messende Grofen

Ay gy : Enzymakiivitit pro Y pl Extrakt [min'I]
Agg - - Enzymaktivitdt pro. Y ul zellfreier Uberstand [min’1}

L '--AS Ly Enzymaktivitit Y pl zellfreier Extrakt + 20 pl 5 pM Standard (100 pMot) {min‘l}

32




Zu berechnende GréBen

Az :Enzymaktivitit pro Y ul Extrakt, korrigiert [min'l]
Ag  :Enzymaktivitit fiir Standard [min'1 : pMol'l}
Cpxt : Nukleotidkonzentration im Extrakt {[pMol/ul]

Cip ¢ Intrazelluldre Nukleotidkonzentration [mM]

VE . Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension durch Ans#uerung/Alkalisierung und
Neutralisation

V. : Intrazellulédres Volumen [ul/1000 ul]

Az  =Az.g-Apy
CEXﬁ = AZ/AS Y
Cin  =Cpy” VEIV,

in

II.15. Messung der Atmungsaktivitit

Die Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs einer Zellsuspension wurde mit Hilfe
einer Sauerstoffelektrode (Bachhofer, Reutlingen) gemessen. Kathode (Platin) und Anode
(Silber) der Sauerstoffelektrode tauchen in eine halbgesittigte KCI-Losung und sind von der
Probenl('jsung durch eine fiir Sauerstoff durchlissige Teflonmembran getrennt. Bei Anlegen
einer Polarisationsspannung (ca. 0,8 V) {lieBt in der Elektrode durch Oxidation von Silber
an der Anode und Reduktion von O, an der Kathode ein Strom, dessen GroBe der Sauer-
stoftkonzentration in der Probenldsung direkt proportional ist.

Zur Messung der Atmungsaktivitit von Zellsuspensionen wurden Proben von
jeweils 500 pl aus der Kurzzeitfermentation in die auf 30°C temperierte MeBkammer der
Sauerstoffelektrode tiberfithrt. Mittels eines Magnetrithrers wurde die Zellsuspension
kontinuierlich durchmischt. Die Probenkammer wurde so verschlossen, daf sich kein Luft-
raum Uber der Zellsuspension befand. Unter diesen Bedingungen kann die Abnahme des
Sauerstoffgehaltes in der Probe durch die Atmungsaktivitit der Zellen gemessen und mittels
eines Schreibers registriert werden.

' Zur Kalibrierung der Messung wurde der Schreiberausschlag nach Einfiillung Luft-

gesattigten, auf 30°C temperierten Wassers (0,23 puMol O»/mli) und nach vollstdndiger.
b=t a2 p 2 Loy en

Reduktion des vorhandenen Sauerstoffs mit Natriumdithionit notiert. -
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II. ERGEBNISSE

Iii. 1. Corynebacterium glutamicum: Wachstum und Metabolitiiberpro-
duktion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstum und die Glutamatsekretion von
Corynebacterium glutamicum ausgehend von Glukose oder Acetat als C-Quelle bei Biotin-
Versorgung und Biotin-Mangel untersucht. Zum Einstieg wurden daher Wachstum,
Substratumsatzraten und Produktbildungsraten des Organismus mit diesen beiden C-Quellen

in Abhingigkeit des Bio'tinangebots quantifiziert.

HI.1.1. Kontrolle von Wachstum und Glutamatproduktion durch die
Verfligbarkeit von Biotin

Corynebacterium glutamicwm ist auxotroph fiir Biotin. In Batchkulturen
(Mineralsalzmedium) wird daher bei niedrigen Biotinkonzentrationen von 0-3 png/l das
Wachstum der Zellen durch die Verfiigharkeit des Biotins limitiert. Die maximal erreich-
bare Zelldichte ist dann proportional zur Menge des zur Verfiigung gestellten Biotins, Wie
in der Literatur vielfach beschrieben stellt die Limitation des Wachstums durch den Biotin-
mangel eine derjenigen Kulturbedingungen dar, die die Produktion von Glutamat im C.
glurarnicum Wildtyp auslésen (Kinoshita und Tanaka, 1972, Hirose et al, 1985).

Wachstum und Glutamatbildung des C. gluramicum Wildiyps ATCC 13032 mit
Glukose als C-Quelie und entweder 200 ug oder 0,5 ug Biotin/l sind in Abbildung 2 darge-
stellt. In Anwesenheit eines UberschuRes von Biotin wuchs der Organismus bis zu einer
Zelldichte von 12 mg TG/ml und sekretierte kein Glutamat ins Medium. Wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase wurden intrazellulire Glutamatkonzentrationen von bis zu
300 mM erreicht. Wurde nur 0,5 pg Biotin/l angeboten, so kam das Wachstum nach einer
Xurzen exponentiellen Wachstumsphase zum Stillstand. Mit Beginn der stationdiren Phase
begannen die Zellen, Glutamat ins Medium abzugeben. Die intrazellulire Glutamatkonzen-
tration wihrend der Glutamatsekretion lag mit 100-150 mM deutlich niedriger als wihrend
des Wachstums. Mit Acetat als C-Queile (Abb.3) zeigt C. gluramicum qualitativ das gleiche
Verhalten in Bezug auf Wachstum und Glutamatproduktion wie bei Verstoffwechselung von
‘Glukose. Allerdings ist die Biotinabhiingigkeit der Zellen reduziert. Bei gleicher, limitie-

- _render Biotinkonzentration wird mit Acetat im Vercielch zu Glukose eme etwa doppelt so

':.hohe Zelldlchte erreicht
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Zur genauen Analyse der Glutamatsekretion wurden Zellen, die nach Verbrauch des
Biotins das Wachstum eingestellt und mit der Glutamatproduktion begonnen hatten, in
frischem Medium resuspendiert. Die Kurzzeitfermentation erlaubte es dann, die Glutamat-
sekretion bei niedrigen externen Glutamatkonzentrationen zu verfolgen. Im Experiment von
Abbildung 4 wurde in einer solchen Kurzzeitfermentation Biotin-limitierten, Glutamat-
sekretierenden Zellen erneut Biotin zugesetzt. Das Wachstum der Zellen setzte erst nach
einer Lag-Phase von ungefihr 40 min ein. Wihrend dieses Zeitraums wurde weiterhin
Glutamat ins Medium ausgeschieden, jedoch mit einer im Vergleich zur Rate vor Biotin-
zugabe um ungefhr 30% reduzierten Rate. Mit Zugabe von Biotin kennte ein Anstieg der
intrazellulidren Glutamatkonzentration beobachtet werden. Nachdem die Zellen die Sekre-

200 pg Biotin/i
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Reaktion Glutamat-sekretierender Zellen auf die Zugabe von Biotin
Wihrend einer Kurzzeitfermentation wurde einer ultur Biotin-limitierter Zellen

. -60 Minuten nach Start des Experiments 200 pg Biotin']™ zugesetzt. ODd60 (&), die intra-
(O) und die extrazelluliire @) Glutamatkonzentration wurden als Funktion er%elt verfolgt.
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tion eingestellt und das Wachstum wieder aufgenommen hatten wiesen sie auch wieder die
fiir wachsende Zellen typische interne Glutamatkonzentration von grofer 200 mM auf.

In Batchkulturen kann die Glutamatsekretion iiber einen Zeitraum von 20-25
Stunden mit konstanten Raten von 20-30 rﬂ\/foi'min'i'mg‘1 TG beobachtet werden. Die
vontinuierlich fortschreitende Ansiuerung des Mediums wihrend der Glutamatproduk-
tionsphase fithrt schlieBlich zum Abbruch der Sekretion. Es werden Endkonzentrationen

von 40-50 mM Glutamat erreicht.

o112, Stoffumsatz unter Wachstumsbedingungen

Tabelle 2 faBt die Daten zusammen, die zu Wachstum und Stoffumsatz von C.
glutamicum in Gegenwart eines UberschuBles von Biotin ermittelt wurden. Bei guter Stick-
stoffversorgung wuchs C. glurgmicuwm mit Glukose als C-Quelle mit einer Rate von
0.41 h™L. Mit Acetat war das Wachstum mit 0,24 h™!
der Umsatz des Acetats (ausgedriickt als Umsatz von C6—Einheiten) mit 80% der Rate des
Glukoseumsatzes erfolgte. Gleichzeitig war die Atmungsrate der Acetat-verstoffwechseln-
den Zellen um den Faktor zwei hoher als diejenige der Glukose-verstoffwechselnden
Zellen.

Der Zellertrag von 0,48 g TG/g Substrat, der fiir Glukose verstoffwechselnde Zellen
von C. glutamicum ermittelt wurde, stimmt mit Literaturangaben fiir Zellertriige von Aero-
biern bei Nutzung von Zuckern als C- und Energiequelle (0,5 g TG/g Substrat; Neidhardt et
al., 1990) gut iiberein. Aus dem Zellertrag 1Bt sich abschitzen, zu welchem Anteil die
umgesetzte C-Quelle zur Bildung von Zellsubstanz eingesetzt wurde. Ungeféhr 50% der
Zelltrockenmasse besteht aus Kohlenstoff. Zur Bildung von 0,24 g zellulirem Kohlenstoft
wurde also 1 g Glukose umgesetzt. Die Umrechnung dieser Werte in molare Mengen
(1 Mol Kohlenstoff Cg = 72 g; 1 Mol Glukose = 180 g; 0,24 g Cg = 3,33 mMol; 1 g
Glukose = 5,56 mMol; 3,33/5,56=0,6) ergibt, daf} ctwa 60% der verbrauchten Glukose zur
Zellsubstanzsynthese verwendet wurde. Zellgebundener Kohlenstof? ist in seinem Oxida-
tionsgrad identisch mit dem Kohlenstoff in Glukose oder auch Acetat. Der Sauerstoffumsatz
der Zellen muB daher auf die Oxidation der nicht zur Zellsubstanzsynthese eingesetzten
Glukose zuriickgehen. Fiir diese Glukose ergibt sich ein O,/Cg-Verhiltnis von 4.2,
wihrend bei vollstindiger Oxidation von Glukose zu CO, ein Verhiltnis von 0y/Ceg=6 zu
erwarten ist. Von der nicht assimilierten Glukose (40% des gesamten Glukoseumsatzes =
29 nMoI'min'I'mg TG'I) wurden also nur maximal 69% (20 nMol'min'I'mg TG'l) zZu
- CO4 oxidiert.
> — -Mit Acetat als C-Quelle lag der Wachstumsertrag bei 0,37 ¢ TG/g Substrat. Eine

dagegen deutlich langsamer, obwohl

" weitere ‘Auswertung der Daten ist, wie fiir die Glukose-verstoffwechselnden Zellen im

38




Tab.2

Wachstums- und Verbrauchsraten von C-Quelle und Saverstoff von C. gluranicum bei aus-
reichender Biotinversorgung

Die Anzucht erfolgte mit 200 ug Biotin I 1 und Glukose bzw. Acetat als C-Quelle. Die
Experimente wurden j jeweils in An- und Abwesenheit von 75 mM (NH 47504 als N-Quelle
durchgefiihrt. -

C-Quelle/ Wachstums- Wachstums- Verbrauchsrate
N-Quelle rate erérag
-1 . -1 I -1
[ fg TGg Substrat™ ] [nMolmin - mg TG
C-Quetle Oy
(Cg)
Glukose +N 0,41 0,48 72 120
Glukose - N 0 0 11 35
Acetat +N 0,24 0,37 64 213
Acetat - N t] 0 23 110

Detail ausgefiihrt, moglich (pro g Acetat wurde 0,185 g zellgebundener Kohlenstoff gebil-
det; 1 Mol Kohlenstoff C, = 24 g; 1 Mol Acetat = 60 g; 0,185 g g Cy =77 mMol; 1 g
Acetat = 16, 7 mMol; 7,7/16,7 = 0,46). Ungefihr 46% des umgesetzien Acetats
(29 nMol*min? mg TG'1) wurde assimiliert. Fiir die verbleibenden 54% des Acetats
(35 nMol‘min'l'mg TG'i) ergibt sich ein 02/C02-Quotient von 6,1; dieses Acetat wurde
also vollstindig zu CO, oxidiert. Bei Wachstum auf Acetat ist offensichtlich der
Energiestoftwechsel gegeniiber der Substratassimilierung verstirkt.

. ' Wurde Corvnebacrerium gluramicum die Stickstoffquelle entzogen, so kam das
Wachstum der Zellen zum Erliegen und der Umsatz des Kohlenstoffsubstrates ging deutlich
iun‘ick. Bei Verstoffwechselung von Acetat betrug die Substratumsatzrate noch 36%, bei
Verstottwechselung von Glukose nur noch 15% der Rate wachsender Zellen. Aus der
Atmungsaktivitit der Zellen kann abgeleitet werden, dal3 es nicht zur vollsténdigen Oxida-
tion, des veibrauchten Substrates kam Zu COg oxidiert wurden maximal 55% des
Glukoseumsaizes (6 nMoi*min"1+ 'mg TG” 1) b;w. 78%  des B Ac_etatumsatzes

(18 nMol'min™t-mg TG™H.
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Tab.3

Produktion von Glutamat und a-Ketoglutarat durch C. gluramicum ATCC 13023 unter
Biotinmangel

Die Zellen wurden mit 1 ug-Biotin it angezogen und nach Beendigung des Wachstums und
Einsetzen der Glutamatproduktion in die Kurzzeitfermentation tiberfithrt. Die Experimente
wurden iiber einen Zeitraum von 3 Stunden in 150 mM Kaliumphosphatpuffer mit 75 mM
(NH4)»SO, oder ohne N-Quelle durchgefiihrt.

C-Quelle N-Quelle Verbrauchsrate Bildungsrate
N 3 -1 NS -1
[nMolmin™*mg TG™] [nMobmin " mg TG™]
C-Quelle 0Oy Glutamat a-Keto-
{Cg) glutarat
Glukose + 43 70 21 <05
Glukose - 7 45" <0,1 3
Acetat + 38 115 24 £03
Acetat - 7 95" <01 3

* MefBwert nach 2-stiindiger Fermentation
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Substratumsatzraten und Produktbildungsraten von C. glutamicum Zellen nach voll-
stindigem Verbrauch des nur in geringer Menge zur Verfiigung gestellten Biotins sind in
Tabelle 3 zusammengefaBt. Es zeigte sich, daf C. glutamicum unter Biotinmangel und bei
ausreichender Versorgung mit C- und N-Quelie Glukose und Acetat mit ungefihr 60% der
Rate wachsender Zellen (vergl. Tab.2) verbrauchte, obwohl unter den genannten Bedingun-
gen die Zellen nicht mehr wuchsen. 50-60% der C-Quelle wurde zu Glutamat umgesetzt.
:ﬁber den Weg der nicht zu Glutamat umgesetzten C-Quelle 1dBt sich Aufschlufl gewinnen
durch Bildung der O,/Cg-Quotienten nach Abzug von zur Gluiamatbildung verbrauchiem
| Sauerstof! (OzlGlutamat: 1,5/1) und verbrauchter Glukose (Glukose/Glutamat: 1/1). _'D_abei

érg;t_b sich.in -den gezeigten Experimenten fiir Acetat wiederum . ein hoherer - 05/Cg-

40




Quotient (5,6) als fiir Glukose (1,8). Die nicht zu Glutamat umgesetzte C-Quelle wurde also
im Fall von Acetat maximal zu 94% (13 nMol‘min'l'mg TG'I) im Fall von Glukose
maximal zu 29% (6,4 nMolmin"! ‘mg TG‘I) vollstandig oxidiert. In den Kulturiiberstinden
der Glukose-verstoffwechselnden Kulturen konnte jedoch neben Glutamat kein anderes
unvollstindig oxidiertes Produkt in gréferen Mengen nachgewiesen werden. Pyruvat,
Succinat, a-Ketoglutarat und Acetat wurden nur in geringen Konzentrationen gefunden. Die
Produktionsraten lagen unter 1 nMoE'min'l‘mg TG L. Bei guter Sauerstoffversorgung
wurde weder fiir Biotin-limitierte noch fiir wachsende Zellen die Bildung von Laktat
beobachtet.

Auf Stickstoffmangel reagierten Biotin-limitierte Zellen mit einer Reduktion des
Umsatzes der C-Quelle um mehr als 80%. Die Zellen produzierten kein Glutamat. Statt
dessen bildeten sie a-Ketoglutarat, das bei guter Stickstoffversorgung nur in sehr geringer
Konzentration im Kulturmedium erscheint. Die Produktionsrate des a-Ketoglutarats betrug
3 nMol'min'Lrng TG L. Etwa 43% der C-Quelle wurde zu a-Ketoglutarat umgesetzt, Die
Atmungsraten der Zéﬂen unter Stickstoffmangel sanken im Verlauf der Experimente
kontinuierlich ab (angegeben sind nach ca. 2 stiindiger Fermentation gemessene Werte). Sie
waren jedoch stets noch so hoch, daB sich fiir die 04/Cg-Quotienten von deutlich groBer 6
ergaben. Dies ist nur unter der Annahme zu erkliren, daB die Zellen Speicherstoffen

verstoftwechselten,

1I1.1.4. Charakterisierung der Stimme Nr. 9910 und Nr. 9087 (Kyowa
Hakko Kogyo Co.)

Die vom Corynebacterium glutamicum Wildtyp abgeleiteten Stimme Nr. 9910 und
Nr. 9087 wurden von der Kyowa Hakko Kogyo Co. zur Verfiigung gestellt. Nach Angaben

Al e - - o PPy - [
lekt t Glutamatausscheidu 1g auchn in ucucuwau

timme durch Selektion au
von Biotin erhalten worden, wobei Stamm Nr. 9910 den Elternstamm von Stamm Nr, 9087
darstellt. Die beiden Stdmme wurden in Bezug auf Wachstum und Glutamatproduktion im
Vergleich zum Wildtyp untersucht.

| Wie in Tabelle 4 gezeigt, wuchs der Stamm Nr, 9910 in Anwesenheit von
200 ug Biotin/l mit identischer Rate wie der Wildtyp und zeigte unter diesen Bedingungen
ebenfalls keine Glutamatproduktion. Die intrazellulire Glutamatkonzentration des Stammes
lag jedoch wihrend der exponentiellen Wachstumsphase mit 370 mM deutlich iiber derjeni-
gen des Wildtyps. Unter Biotinlimitierung zeigten beide Stimme eine etwa gleich hohe
~inteme Glutamatkonzentration, der Stamm Nr. 9910 sezernierte Glutamat jedoch mit einer
nahezu doppelt so hohen Rate wie der Wildtyp. Ein ganz anderes Verhalten wies der Stamm
~“Nr, 9087 auf, Er wuchs auch in Anwesenheit von 200 ng Biotit/] nur mit erheblich vermin-
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Tab.4

Vergleich der Glutamatproduktion des Wildtyps und der Stimme Nr. 9910 und Nr. 9087
(Kyowa Hakko Kogyo Co.)

Die drei genannten Stimme wurden mit Glukose als C-Quelle in Anwesenheit von 200 und
Iug Bmtm!l angezogen. Alle Messungen wurden direkt an Zellen aus dem Anzuchtgefdf}
durchgefiihrt. Die Anﬁaben zu intrazelluliiren Glutamatkenzentrationen geben die Hihe des
Pools wihrend der exponentiellen Wachstumsphase (Anzucht mit 200 ug Biotin/} bzw,
withrend der frithen Sekretionsphase (Anzucht mit 1 ug Biotin/l) wieder.

Stamm [Biotin] Wachstums- Glutamatsekretion {Glutamat]
rate intern
a-1 -1 i1 -1
{pgt™] [h™] [nMolmin™**mg TG™] [mM]
ATCC 13023 200 0,21 0 235
1 0 24 149
Nr. 9910 200 0,20 0 375
1 0 47 179
Nr. 9087 200 0,08 22 184
1 0 20 133

derter Rate. Weder mit 200 noch mit 1 ug Biotin/l wurde im Verlauf der iiber fiinf Tage
durchoefﬁhnen Fermentation die beim Wildtyp zum Einstetzen der Glutamatsekretion not-
wendige Zelldichte erreicht. Trotzdem wurde in beiden Féllen unabhiingig von der Biotin-
konzentration im Medium Glutamat mit einer Rate von ca. 20 nMol'min -1 ‘mg TG 1
sezerniert.

2 " "Die Arbeiten mit den beiden Stimmen wurden nicht fortgesetzt, da entweder keine
vom Wildtyp grundsitzlich verschiedene Situation gefunden wurde (Stamm Nr. 9910) oder
- das langsame Wachstum und die geringe erreichbare Zelldichte die Handhabung der Zellen

“erheblich behinderte (Stamm Nr. 9087).
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II1.1.5. Wachstumslimitierung als generelle Voraussetzung der Glutamat-
produktion

Primire Wirkung des Biotinmangels bei C. gluramicum ist die Verarmung der Cyto-
plasmamembran an Phospholipiden. Als Reaktion darauf kommt es zur Limitierung des
Wachstums der Zellen (siche I11.1.3.). Fiir die Glutamatproduktion unter Biotinmangel ist
es daher nicht moglich zu unterscheiden, ob die in ihren physikalischen Eigenschatten
veriinderte Zellmembran oder die Wachstumslimitierung fiir die Auslésung der Glutamat-
sekretion entscheidend ist. Die Reaktion von C. glutainicum auf eine Wachstumslimitie-
rung, die nicht zu einer Verfinderung der Zellmembran fithrt, wurde mit Hilfe des Leucin-
auxotrophen Starnms ATCC 14310 untersucht (Abb.5). Nach einer vierstiindigen
Zwischeninkubation der Zellen in Leucin-freiem Medium zeigten die Zellen in der Kurzzeit-
fermentation in Abwesenheit von Leucin nahezu kein Wachstum, wihrend durchgehend mit
Leucin versorgte Zellen mit einer Rate von 0,39 h'1 wuchsen (Abb.5A). Diese wachsenden
Zellen schieden im Verlauf der ersten zwei Stunden des Experiments, bei der normalen
Inkubationstemperatur von 30°C, kein Glutamat ins Medium aus (Abb.3B). Die Leucin-
gehungerten Zellen zeigten jedoch Glutamatsekretion mit einer Rate von
3 nMol'min'l'mg TG™L. Die intrazellulire Glutamatkonzentration fag bei beiden Kulturen
mit ca. 200 mM in gleicher Hohe.

Erhohung der Inkubationstemperatur von 30 auf 39°C fithrie zu einer Steigerung der
Aknvitidt der Glutamatsekretion der Leucin-gehungerten Zellen auf 12 nMol*min "1+
mg TG L. Die Geschwindigkeit des Glukoseverbrauchs (nicht gezeigt) stieg gleichzeitig
von 7.4 nMol'min'l'mg TG} auf 15 nMoI'mjn‘l'mg TG! an, so daB sich die molare
Glutamatausbeute von 41% bei 30°C auf 80% bei 39°C erhéhte. Gleichzeitig mit Erhéhung
der Sekretionsrate sank die intrazellulire Glutamatkonzentration dieser Zellen von 200 mM
auf eine neue Gleichgewichtskonzentration von ca. 120 mM ab. Die Leucin-supple-
mentierten Zellen setzien bei 39°C ihr Wachstum noch fiir ungefihr eine Stunde mit leicht
erniedrigter Rate fort (0,36 h'l), bevor es dann langsam zum Erliegen kam. Als Reaktion
auf die Temperaturerhhung konnte nun auch bei diesen Zellen Glutamatsekretion, jedoch
mit vierfach niedngerer Rate (3 nMoi'min‘l'mg TG'l) als bei den lLeucin-gehungerten
Zellen beobachtet werden. Die Geschwindigkeit des Glukoseumsatzes (Daten nicht gezeigt)
stieg durch die Temperaturerhthung von 28 nMol'min'I'mg TG™! fiir einen Zeitraum von
45 min auf 34 nMol'min'l'mg TG an, ging dann jedoch auf eine Rate von nur
10 nMol'min‘ng TG zurick. Im Gegensatz zu den Leucin-gehungerten Zellen kam es
‘durch die Temperaturerhéhung bei den Leucin-supplementierten Zellen zu einem Anstieg
der cytoplasmatischen Glutamatkonzentration b_is auf 350 mM. Es stellte sich eine neue

~ Gleichgewichtskonzentration von 270 mM ein.
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Abb.5.

Verhalten des Leucin-auxotrophen Stamms C. glutamicumn ATCC 14310 in Anwesenhezt
(ausoetullte Symbole) und Abwesenhelt (offene Symbole) von Leucin . .

“In Teil A ist der relative Zuwachs der OD (ODt/OD Quadrate), in Teil B die externe
Glutamatkonzentration (bezogen ?)% éjieise) und die intrazelluldre

Giutamatkon;entratlon (Dreiecke) daroestellt ur genauen Durchfuhrung des Expenments e

- s1ehe Text
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HI.2. Untersuchungen zum Mechanismus der Glutamatsekretion

Vorangegangene Arbeiten von Hoischen und Krdmer (1989) hatten gezeigt, dal} die
Glutamatsekretion Biotin-limitierter Zellen von C. gluramicum nicht iiber einfache Diffu-
sion durch eine unspezifisch permeable Membran erfolgen kann. Die Energicabhiingigkeit
und die Spezifitit des Effluxes deuteten auf einen Carrier-vermittelten Prozefl hin. Durch
die im Folgenden beschriebenen Experimente solite diese Annahme erhirtet und ein

Einblick in Mechanismus und Energieckopplung des Glutamattransportes gewonnen werden,

II1.2.1. Der Einflul} des Glutamatkonzentrationsgradienten auf die
Sekretionsrate

Mit einer mntrazellulidren Glutamatkonzentration Biotin-limitierter Zellen von unge-
fihr 150 mM steht zu Beginn der Produktionsphase, bei niedrigen externen Glutamat-
konzentrationen, ein beachtlicher Konzentrationsgradient zur Verfiigung, der als Triebkraft
der Glutamatsekretion genutzt werden kdnnte. Zur experimentellen Uberpriifung eines
derartigen, sekundidren Transportmechanismus wurde der Effekt der Variation des
Konzentrationsgradienten auf die Transportrate untersucht. Da keine Mdoglichkeit zur
gezielten Verinderung der intrazelluldren Glutamatkonzentration von C. gluramicum
besteht, konnte dies nur durch Variation der externen Glutamatkonzentration erreicht
werden. Abbildung 6 zeigt den =zeitlichen Verlauf von extra- und intrazelluldrer
Glutamatkonzentration von Kulturen, denen zu Beginn des Versuches 0 mM, 80 mM bzw.
160 mM Glutamat vorgelegt worden war. Um die Sekretion einer signifikanten Menge von
Glutamat ins Medium zu erlauben, wurde das Experiment bei einer verhiltnismifig hohen
Zelldichte (3,2 mg TG/ml) und iber einen Zeitraum von 8 Stunden durchgefiihri. Bei
Voriage von 160 mM Glutamat konnte die Hohe des intrazelluldren Glutamatgehaltes nicht
mehr ermittelt werden, da der Fehler der Bestimmungen (Verunreinigung der Sedimente der
Silikonodlzentrifugation durch mitgeschlepptes externes Medium) zu grofl war. Trotz der
methodischen Probleme der Versuchsanordnung lieferte das Experiment in Abbildung 6 ein
‘eindeutiges Ergebnis: Die Glutamatsekretion erfolgte mit identischer Rate (ungefihr
40 nMoI'min'i'mg TG'I) unabhiingig von der Hohe der externen Glutamatkonzentration.
Die . Sekretionsrate verminderte sich auch dann nicht, wenn die extrazelluliire
.Glutarnaﬂconzentration {iber der intrazelluliren lag, eine Situation die im zweiten, zu Beginn
- mit 80 mM externem Glutamat bestiickten Fermentationsansatz nach ungefihr fiinf Stunden
~eintrat. Es ist mit diesem Experiment also gezeigt, dal die Glutamatsekretion auch entgegen
eines Konzentrationsgradienten erfoigen und zur externen Akkumulation von Glutamat

o fithren kann.
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Abb.6

Glutamatsekretion (A) und intrazellulire Glutamatkonzentration (B) von C. glutamicum
Zellen, die bei unterschiedlichen externen Glutamatkonzentrationen inkubiert wurden

Glutamat-sekretierende Zellen wurden in 3 unabhingigen Ansitzen in frisches Medium mit
OmM(0), 80 mM @ und 160 mM (&) vorgelegtern Kaliumglutamat Uberfiihri. Zur
Angleichung der Ionenstirke wurde Kaliumchlorid zugegeben, so dafl zu Beginn des
Expenments die Summe der Konzentrationen von Kahumolutamat und Kaliumchlorid in
jedem der Ansdize 160 mM betrug.

Zelldichte: 3,2 mg TG/ml.

L2200 . Die Rolle monovalenter Kationen fiir die Glutamatsekretion

_ - Fiirden Export von Glutamat wiire auch ein Symportmechanismus mit monovalenten
Kationen denkbar. Der Konzentrationsgradient der Kationen fiber der Cytoplasmamembran
~ kénnte dann eine Enermequelle des Exports darstellen. Ob Glutamat selbst als Anion oder
- aber, durch Symport mit einem Kation, ais neutrales Molekiil transportiert wird ist von
.entscheidender Bedeuiung auch fiir spitere Experimente, die smh mit der Beeinflussung des

- Sekretmnspmzeﬁes durch das elekmsche Potent;ai uber der Membran befassen (s
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Abb.7

Glutamatsekretion @), intrazellulire Glutamatkonzentration (O) und externer pH—Wer't ) in
einer Kurzzeitfermentation mit C. glutamicum in Medium ohne Harnstoff (A). In (B) ist der
externe pH-Wert (), der interne pH “Wert () und der daraus resultierende pH- Gradient (%)

fur dle gleiche Zellsuspension gezel

Als N-Quelle diente Ammoniumsulfat (10 g/). Der kontinuierliche Abfall des externen pH-

"_Wertes beruhte auf der metabohschen Aknvnat der Zellen. Zelldlchte 2 mg TG/ml -
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Abschnitt 111.2.3.). Als mogliche Symport-Ionen wurden Protonen und Kaliumionen in
Bezug auf ihre Rolle fiir die Glutamatsekretion untersucht.

Der direkte Nachweis eines Glutamat-Protonen-Symports durch Messung einer
Ansiiuerung des externen Mediums bei laufender Glutamatsekretion ist unter Produktions-
bedingungen nicht méglich. Die Pufferung sowie die auf andere metabolische Aktivititen
zuriickgehende pH-Verinderungen des Kulturmediums lassen eine derartige Messung nicht
zu. Es wurde daher eine indirekte Methode gewihlt, die den Einfluf einer Verinderung des
Protonengradienten iiber der Cytoplasmamembran auf die Sekretionsaktivitiit iberpriift. In
Abbildung 7A ist die Glutamatsekretion und die intrazellulire Glutamatkonzeniration
Biotin-limitierter Zellen von C. glutamicum gezeigt, die im Verlauf einer 3,5 stiindigen
Fermentation einem kontinuierlichen Abfall des externen pH-Wertes von 8,5 auf 5,4 ausge-
setzt waren. Dem Medium wurde kein Harnstoff zugesetzt, als N-Quelle diente ausschliel3-
lich Ammoniumsulfat, Spaltung des Harnstoffes durch die Urease von C. glutamicum sorgt
bei Kurzzeitfermentation im tiblichen Mineralsalzmedium fiir eine rasche Alkalisierung auf
pH 8,0 bis 8.5, die iiber einen Zeitraum von 2-3 Stunden aufrechterhalten wird. In
Abwesenheit von Harnstoff kam es durch die metabolische Aktivitdt der Zellen zur
Ansiuerung des Mediums. Bis zu einem pH-Wert von 5,7 hatte diese Ansiuerung jedoch
keinen Effekt auf die Aktivitit der Glutamatsekretion. Erst unter pH 5,7 kam es zu einem
plétzlichen Stopp des Exports, Wurde der externe pH-Wert durch Zugabe konzentrierter
KOH wieder auf 8,3 angehoben, so wurde auch die Sekretion wieder mit der urspriinglichen
Rate fortgesetzt. Der intrazelluldre pH-Wert der Zellen sank im Verlauf des Experimentes
von 8,3 auf 6,5 ab (Abb.7B). Aus internem und externem pH-Wert 1dBt sich der pH-
Gradient iiber der Membran der Zellen in mV berechnen. Er verinderte sich im Lauf des
ersten Teils des Experiments von +8 mV auf -65 mV. Das Ausbleiben einer Reaktion der
Glutamatsekretion auf die Variation des pH-Gradienten zwischen +8 mV und -33 mV
schlieBt den Antrieb der Sekretion durch den chemischen Protonengradienten aus.

Neben dem pH-Gradienten wurde auch das elektrische Potential iiber der Cyto-
plasmamembran der Zellen im dargestellten Experiment bestimmt. Es ist an Hand der Daten
méglich, die protonenmotorische Kraft der Zellen unter Bedingungen der Glutamatproduk-
tion als Funktion des externen pH-Wertes zu beschreiben (Abb.8). Im pH-Bereich von 5,5
bis 7.6 lag der Wert der protonenmotorischen Kraft zwischen 140 und 160 mV. Wihrend
sich die protonenmotorische Kraft im sauren pH-Bereich aus Beitrigen von sowohl pH-
Gradient als auch elektrischem Potential zusammensetzte, war im neutralen und alkalischen
.. pH-Bereich nahezu kein pH-Gradient mef3bar. Entsprechend wurde die protonenmotorische
'_:.Kraft hier von der Héhe des Membranpotentials bestimmt und stieg mit diesem auf bis. zu
180mVan. | R |

 Die Variation des Kaliumgradienten durch Verfinderung der externen Kaliumkoii-

- zentration -(KC1-Zugabe) wirkte sich im Vergleich zur Variation des Protonengradienten
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Die protonenmotorische Kraft und ihre Komponenten unter Glutamatproduktions-
bedingungen

Dargestellt sind Ap (%), ApH (&) und AY @) in mV als Funktion des externen pH-Wertes.
Die Daten entstammen dem Experiment in Abbildung 7.

deutlich auf die Aktivitdt der Glutamatsekretion aus (Abb.9). Die hichsten Sekretionsraten
wurden bei etwa 30 mM externem Kalium beobachtet. Das entspricht der Kaliumkonzentra-
tion des Mineralsalzmediums. Wihrend die Sekretionsaktivitit bei Reduktion der Kalium-
konzentration auf 0,4 mM nur um etwa 30% abfiel, fiihrte eine Erhohung der Konzentration
auf 300 bzw. 600 mM zu einer 44 bzw. 72%igen Hemmung der Sekretion. Es war im
‘Weiteren nun zu priifen, ob die Hemmung der Sekretion auf dem Abbau des Kalium-
gradienten, als einer ihrer Triebkriifte, beruhte, '

. Zur Beantwortung dieser Frage wurde zun#ichst der intrazellulire Kaliumgehalt
wachsender und Glutamat-sezernierender Zellen verglichen. Wie in Abbildung 10-gezeigt,
fanden sich keine markanten Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen. Im Verlauf der

vierstiindigen -Fermentation 'sank der Kaliumgehalt beider Zelltypen von_.'zinfangs :360-

390 mM kont_in_uierlich.éb. Bei den Glutamat-sekretierenden Zellen wurde nach .2___'_$tqnden_

- mit ungefihr 160 mM _éine gegeniiber den wachsenden Zellen um 50 mM hi_ﬁdrigere Steady- -
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Abb.9

100 -
/ Glutamatsekretionsaktivitit in Abhingigkeit
/E der externen Kaliumkonzentration
X C . e
- Gezeigt ist die Sekretionsaktivitét (in %f des
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% 5o - TG™*) als Funktion der  externen
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Abb.10

Der intrazellulire Kaliumgehalt wachsender (0) und Glutamat-sekretierender Zellen &)

Mit 200 bzw. | ug Biotin'I"} ‘angezogene Zellen wurden nach einmaligem Waschen in
‘Mineralsalzmedium (NaP;-gepuffert, + 10 mM KCI) im gleichen Medium resuspendiert. In
-der.- Biotin-limitierien i&uitur sekretierten die Zellen Glutamat mit einer Rate, von

" 22 nMol-min~!'mg TG, wihrend die Zellen in Anwesenheit von 200 pg Biotin'l™* mit .

einer Rate von 0,3 _h'1 wuchsen und kein Glutamat sekretierten.-




state-Konzentration erreicht. Bemerkenswert war, daB die Biotin-limitierten Zellen durch
den dem Experiment vorausgegangenen Waschschritt einen gréferen Anteil ihres internen
Kaliumgehalies verloren hatten als die wachsenden Zellen,

Eine Reaktion der internen Steady-state-Konzentration des Kaliums auf einen mit
dem Glutamatexport gekoppelten Kaliumexport ist nicht notwendigerweise zu fordern. Die
Aktivitit eines effizienten Kaliumaufnahmesystems konnte den Kaliumexport kompensieren
und die interne Kaliumkonzentration so konstant halten. Es wurde daher versucht, gezielt
nur die auswiirts gerichtete Komponente der Kaliumbewegungen wihrend der Glutamat-

sekretion zu messen. Als Sonde fiir Kaliumbewegungen wurde ein radioaktives Isotop des
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Abb.11 =
Kaliumefflux Glutamat-sekretierender Zellen von C. gluramicum

.Gezeigt sind intra- (O) und extrazeluldre &) Rubidium-Radioaktivitit sowie die extrazellu-
- lire Glutamatkonzentration (&, in getrenntem aber identisch behandeltem Ansatz gemessen)
als Funktion der Zeit. Zelldichte: 1.6 mg TG/ml.

~ “Phase I: - ' Aufladung der Zellen mit Rubidium, 0,5 mM KCI, 0,5 mM Glukose
“~Phase II: "~ Rubidiumefflux, Pfeil: Zugabe von 30 mM KCI, 160 mM Glucose
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Tab.5

Glutamatsekretion und Kaliumefflux Riotin-limitierter und wachsender Zellen von C.
gluramicum

Die Messungen wurden jeweils an unabhiingig angezogenen Kulturen durchgefiihrt. Die
reduzierte Glutamatsekretionsrate von 5 nMol'min * mg "gg' wurde durch Zugabe gines
UberschuBes an Biotin erhalten. Beladung der Zellen mit ®“Rb und Ermittlung des 86Rp-
Effluxes aus den Zellen wurde wie im Text und Abbildung 11 beschrieben durchgefiihrt.

Biotinkonzentration Glutamatsekretion Kaliumefilux
wihrend der Anzucht
der Zellen
[p.g'i'l] {nMol'min'l'mg TG‘li
1 34 5,1
23 2,9
5 3,4
200 <01 0,5

Rubidiumions (86Rb+) eingesetzt, dasin der Regel von Kaliumtransportsystemen und
-ionophoren als Substrat akzeptiert wird (Bakker, 1983). In Abbildung [1 ist der Ablauf
eines Experiments zu Bestimmung der Rate des Kaliumeffluxes Glutamat-sekretierender
Zellen mit Hilfe von Rubidium dargestellt. Im ersten Abschnitt des Experiments erfolgte
die Aufladung der Zellen mit Rubidium bei niedriger externer Kaliumkonzentration
(0,5 mM). Der schnelle Anstieg der intrazeiluliren 86Rb+-Radioaktivit'zit deutet darauf hin,
daf} auch bei C. glutamicum ein Rubidium akzeptierendes Kaliumaufnahmesystem existiert.
'-Aus der Aufnshmekinetik des Rubidiu
'Rubidiums/Kaliums die Kaliumaufnahmeaktivitit berechnet werden. Fiir Biotin-limitierte '
Zellen wurde so bei 0.5 mM KCl eine Kalium/Rubidiumaufnahme von 40- - :
50 nMol'min'l'mg TG™!, fiir wachsende Zellen dagegen nur von 3 nMol'min'I'mg TG
“ermittelt. Diese Unterschiede in-der Kaliumaufnahme sind in Zusammenhang zu sehen mit
der Beobachtung, dal der interne Kaliumgehalt Biotin-limitierter Zellen durch Wasch-

L “schritte stérker reduziert werden konnte als derjenige wachsender Zellen (vergl. Abb.10).

ms kann bei bekannter spezifischer Aktivitdit des




Die erhéhte Kaliumaufnahme der Biotin-limitierten Zellen kénnte dem Ausgleich eines
erhohten Kaliumverlusts dienen. In Abbildung 11 zeigt der langsame Abfall der
zellassoziierten Rubidium-Radioaktivitdt der Biotin-limitierten Zellen nach Durchmarkie-
rung des internen Kaliums den Abfall der internen Kaliumkonzentration an (vergl. Abb.10).
Wurde i der ersten Phase des Experiments die Glutamatsekretion durch Vorlage von nur
0,5 mM Glukose unterdriickt, so wurde sie in der zweiten Phase durch Zugabe von 100 mM
Glukose in vollem Umfang ermdglicht. Die gleichzeitige Gabe von 30 mM KClI setzte die
spezifische Radioaktivitit im externen Medium so stark herab, daB nun der
Kalium/Rubidiumefflux unabhingig von der Kalium/Rubidiumaufnahme beobachtet werden
konnte. Kenntnis der internen Kaliumkonzentration zum Zeitpunkt des Kaliumzusatzes
erfaubte die Berechnung der Kaliumeffluxrate. Die Durchfilhrung des beschriebenen
Experiments in analoger Weise fiir wachsende und Glutamat-sckretierende Zellen von C.
gluramicum lieferte die in Tabelle 5 zusammengefaliten Daten. Bei wachsenden Zellen
erfolgte der Kaliumefflux mit ungefdhr 10fach geringerer Rate als bei Biotin-limitierten
Zellen. Jedoch lag auch unter Glutamatproduktionsbedingungen der Kaliumefflux um einen
Faktor von mindestens fiinf unter der Glutamatsekretionsrate. Unterschiede in der Effizienz
der Glutamatsekretion fanden keine Entsprechung in Verinderungen der Kaliumeffluxrate.
Die dargestellten Experimente geben keine Hinweise auf eine Beteiligung von
Protonen oder Kaliumionen an der Glutamatsekretion. Es muf} daher angenommen werden,
dall C. glutamicum Glutamat in Form des Anions ins Medium transportiert. Der beschrie-
bene hemmende Effekt erhthter Kaliumkonzentrationen im Medium auf die Rate der
Ghutamatsekretion mull als unspezifischer Effekt der hohen Salzkonzentration gewertet

werden.

H1.2.3. Das Membranpotential als mogliche treibende Kraft der Glutamat-

Das auch unter den Bedingungen der Glutamatproduktion hohe Membranpotential
von Corynebacterium glutamicum (innen negativ) {Hoischen und Krimer, 1989) stellt fiir
‘den Export des Glutamatanions eine mégliche Energiequelle dar. Es wurde daher unter-
sucht, ob der Abbau des Membranpotentials einen Eintlufl auf die Aktivitdt der Glutamat-
'sekretion hat (Abb.12). Die Zugabe von CCCP, eines Protonophors, zu Glutamat-
sekretierenden Zellen (C-Quelle: Glukose) fiihrte wie erwartet zu einer drastischen Reduk-
tion des Membranpotentials. Die Rate der Glutamatsekretion wurde dadurch jedoch nicht
beeintlufit. -Die intrazellulére Glutamatkonzentration der Zellen stieg nach dem Zusatz von
CCCP leicht an, die Konzentrationen von ATP und ADP blieben nahezu unverindert.

v *“Wurde an Stelle von CCCP der Kaliumionophor Valinomycin in Anwesenheit von
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300 mM KCI eingesetzt (Abb.13), so konnte auch hier beobachtet werden, dal} die Gluta-
matsekretion bei drastisch reduziertem Membranpotential fortgesetzt wurde. Die Sekretion,
die auf Grund der hohen Kaliumkonzentration verlangsamt war (ungefihr
10 nMol-min"! ‘mg TG'I), schnellte nach Zugabe von Valinomycin fiir einen Zeitraum von
I5 Minuten auf ca 30 nMol'min'l'mg TG} hoch, um dann wieder auf dic Anfangsrate
abzusinken. Die Beschleunigung der Sekretionsrate war begleitet von einem kontinuier-
lichen Abfall der intrazelluliren Glutamatkonzentration von ungefihr 190 mM auf unter
50 mM im Verlauf von 60 min. Diese unerwartete Reaktion der Zellen deutet darauf hin,

daf} der Kaliumionophor neben der Zerstorung des Membranpotentials noch weitere Effekte
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Abb.12

" EinfluB des Protonophors CCCP auf die Glutamatsekretion von C. gluramicum (C-Quelle
. Glukose) -

Die CCCP-Zugabe erfolgte 60 min nach Beginn des Expenments Die Sekretion von
‘Glutamar ins externe Medium @), die intrazelluliren Glutamat- (0), ATP- (&) und ADP-
" Konzentrationen (&) sowie das Membranpotential wurden als Funktion der Zeit bestimmt.

- Zelldichie: 1,5 mg TG/nl.
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auf den Zellmetabolismus hat. Eine Permeabilisierung der Cytoplasmamembran durch
Valinomycin auch flir Ammoniumionen kénnte hier beteiligt sein. So wurde beobachtet,
daf} der Einsatz von Valinomycin bei Zellen, die in Ammonium-reichem Medium suspen-
diert wurden, auch bel niedrigen externen Kaliumkonzentrationen zu einer starken Reduk-
tion des Membranpotentials filhrte (Daten nicht gezeigt), wihrend Valinomycin bei Zellen,
die in  Ammonium-frelem Puffer suspendiert wurden, die FEinstellung von
Kaliumdiffusionspotentialen als Funktion der externen Kaliumkonzentration erlaubte (vergl.
Abb.1).
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Abb.13
EinfluB des K™ -Tonophors Valinomycin auf die Glutamatsekretion von C. glutamicum

Das Experiment wurde bei einer externen KCl-Konzentration von 300 mM durchgefiihrt.
Ablauf des Experiments und bestimmte Parameter waren analog zu Experiment in Abbil-

dung 12.
. Zelldichte: 0,8 mg TG/ml.
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I11.2.4. Versuche zur Variation der intrazeluldren ATP-Konzentration
Glutamat-sekretierender Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, daf der elektrochemische Gradient des Glutamat-
anions, gemif eines sekundiren Transportmechanismus nicht als Triebkraft des Glutamat-
exportes fungiert, muf} auch ein primérer Transportmechanismus in Betracht gezogen
werden. Eine Kopplung des Transportschrittes an die Hydrolyse von ATP wire denkbar. Es
wurden. daher Versuche unternommen, den intrazelluliren ATP-Gehalt Glutamat-
sekretierender Zellen zu variieren, um eine mogliche Korrelation zwischen ATP-Gehalt und
Sekretionsaktivitit zu iiberpriifen. Die ATP-Bildung erfolgt in aeroben Organismen durch
Substratkettenphosphorylierung und Elektronentransportphosphorylierung. Bel letzterer
dient das durch den Elektronentransport aufgebaute elektrochemische Protonenpotential
einer membranstindigen ATPase als Energiequelle fiir die Phosphorylierung von ADP zu
- ATP. Zur Reduktion des ATP-Gehalts von C. glutamicun wurden daher das Membran-
potential und die FyFF;-ATPase als Angriffspunkte gewihlt.

Bei Zellen, die unter Biotin-Mangel Glukose zu Glutamat umsetzien, wurde durch
den Abbau des Membranpotentials nahezu keine Anderung des intrazelluliren ATP-Gehaits
beobachtet (vergl. Abb.12 und 13). Dies ist bemerkenswert, da ja das elektrochemische
Protonenpotential, wie oben ecrwihnt, den Energiespeicher darstellt, der zwischen
Elektronentransport durch die Atmungskette und ATP-Synthese durch die membranstindige
FgF-ATPase vermittelt. Durch Vergleich der Reaktion wachsender und Glutamat-
sekretierender Zellen auf die Entkopplung durch CCCP wurde iiberpriift, ob es sich bei der
becbachteten Stabilitit des cytoplasmatischen ATP-Pools um eine fiir den Produktionszu-
stand von C. glutamicum charakteristische Eigenschaft handelt. Wie in Tabelle & gezeigt
fiihrte die CCCP-Behandlung bei wachsenden Zellen von Corvnebacrerium glutamicum (C-
Quelle: Glukose) zu einem deutlichen Abfall der cytoplasmatischen ATP-Konzentration um
mehr als 40%. Nach CCCP-Gabe erfoigte kein Wachstum mehr. Gleichzeitig verdoppelte
sich die Atmungsrate der Zellen, wihrend ihr Glukoseumsatz um 15% zurlickging. Bei den
ohnehin nicht mehr wachsenden, Glutamat-sekretierenden Zellen wurde wie bereits
beschrieben keine signifikante Reduktion des ATP-Gehalts durch die CCCP-Gabe
(Abnahme um <10%) beobachtet. Bei unverinderter Geschwindigkeit des Glukoseumsatzes
stieg die Atmungsaktivitit der Zellen um nur 24% an. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
da wihrend des Umsatzes von Glukose die Elektronentransport-Phosphorylierung bei
Biotin-limitierten Zellen in viel geringerem Mal} am Aufbau des intrazelluliren ATP-Pools
_ betelhot ist als bei wachsenden Zellen,

In Ubereinstimmung mit dieser Interpretation fiihrte auch die Hemmung der FOFI'
. ATPase durch den ATPase-Hemmstoff DCCD nicht zu einer Reduktion des inirazelluliren
0 ATP-Gehalts -Glutamat-sekretierender Zellen (Abb.14). Die voriibergehende Hyperpolari-
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Tab.6

Reaktion wachsender und Glutamat-sekretierender Zellen von C. glutamicum auf die Ent-
kopplung der Elektronentransport-Phosphorylierung (C-Quelle: Glukose)

Die aufgefiihrten Daten entstammen Experimenten, die analog zu dem in Abbildung i2
gezeigten Experiment durchgefithrt wurden. Die Verbrauchsraten von Glukose und Sauer-
stoff, die Glutamatsekretionsrate sowie der intrazelluliire ATP-Gehalt der Zellen wurden
wihrend einer 60-90 miniitigen Inkubation vor und wihrend eines Zeitraumes von 60 min
nach Zugabe von 50 uM CCCP gemessen. Unter [Biotin] ist die zur Anzucht der Zellen
eingeseizte Biotinkonzentration genannt.

[Biotin} CCCP Verbrauchs- Bildungs- [ATP]
raten rate
-1 vpyyiey =L -1
[ugt*] fnMol'min™ " mg TG} fmM]
Glukose Oy Glutamat

200 - 72 120 0 6,8

+ 61 232 0 39

1 - 39 79 27 55

+ 39 98 27 50

sation der Membran von 180 mV auf 195 mV nach DCCD-Gabe belegte, dal DCCD
tatsichlich den Protonentransport durch die Fyl'|-ATPase blockiert hatte. Etwa 10 Minuten
nach DCCD-Zugabe wurde eine Hemmung der Glutamatsekretionsaktivitit um mehr als
90% beobachtet, die jedoch nicht auf fehlendes ATP zurlickgefiihrt werden kann. Es mul}
aus diesem Ergebnis geschiossen werden, dall DCCD neben der Hemmung der FpFy-
ATPase noch weitere Wirkungen hat.

Mit Acetat als C-Quelle ist ATP-Synthese ausschlieflich durch Elektronentransport-
phosphorvlierung méglich. Der cytoplasmatische ATP-Gehalt Acetat-verstoffwechselnder
Zellen sollte daher gegeniiber einem Abbau des Membranpotentials empfindlich sein, Diese
Annahme ‘wurde durch Anwendung des Protonophors CCCP auf Acetat-umsetzende,
" Glutamat-sekretierende Zellen tiberpriift. Damit C. gluramicum in der Kurzzeitfermentation

. Acetat als C-Quelle verwerten kann ist es notwendig, die Zellen vorher auf Acetat anzuzie-
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hen, da Enzyme fiir die Acetatverwertung induziert werden miissen. In Abbildung 15 ist die
Wirkung von CCCP auf Zellen gezeigt, die mit Acetat als C-Quelle unter Biotin-Limi-
tierung angezogen wurden, denen in der Kurzzeitfermentation dann entweder Acetat
(Abb.15A) oder Glukose (Abb.15B) angeboten wurde. Bei Acetat-verstoffwechselnden
Zellen fithrte CCCP zu einem sofortigen und dauerhaften Abfall der intrazelluldren ATP-
Konzentration der Zellen um 50% von 4 mM auf 2 mM. Gleichzeitig kam es zum Anstieg
der ADP-Konzentration um ungetihr den gleichen Betrag. Die Glutamatsekretion wurde
sofort um mehr als 90% gehemmt. Da das Membranpotential in C. gluramicum als Energie-
quelle des Acetataufnahmesystems dient (Ebbighausen etal., 1991), muf} der Abbau des
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115 nMol/mg protein

Ad 180 mV 196 mV

!

. i - 150
|
; =]
i 53’9/6-‘—;_— s °
L
3 27 o0 \ - 100 3
..;E; I \\°““~—-o E
l =
© ® - =
£ | £ =
3 4 ; S —
= / e Vo = P o
- T v - —_ B [
S i ; Y 50 & [ =
§ / | o rd4a
e | oy—v ¥ = -
@ P ey 5 L~
% / ¥ | = & ::
@ e i £
=] 0 T T 1E T T T 0 o -0 <«
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit {min]

Abb, 14
EinfluB von DCCD auf die Glutamatsekretionsaktivitidt von C. gluramicum
“In der Kurzzeitfermentation mit Glukose als C-Quelle wurde nach Ablauf von €0 min

" DCCD zugesetzt und die Wirkung auf die Sekretion von Glutamat ins Medium & und die
intrazellulfiren Konzenirationen von Gluiamat (©), ATP &) und ADP ¥) sowie das

.- Membranpotential verfolgt. -

" Zelldichte: 1,9 mg TG/ml




Abb 15
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..Wirkung des Protonophors CCCP auf die Glutamatsekretion Acetat-gezogener Zellen von
C' gluramzcum ausgehend von Acetat (A) bzw. von Glukose (B) als C- Quelle '

' __Ablaut des Experiments und bestimmte Parameter waren anano‘ zZum Expenment in Abbd--
: '.duno 12. Zellchchte (A) 1,8 mg TG/ml, (B) 2,2 mg TG/ml." : o . :
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Membranpotentials auch zu einer stark verminderten Versorgung der Zellen mit Acetat
fithren. Die nach CCCP-Zugabe noch hohe und nur langsam absinkende interne Glutamat-
konzentration der Zelen machte jedoch deutlich, dafl die Hemmung der Glutamatsekretion
nicht auf einer Glutamatverarmung der Zellen beruhen konnte. Wurde den auf Acetat
angezogenen Zellen in der Kurzzeitfermentation Glukose als C-Quelle angeboten
(Abb.15B), so konnte nach CCCP-Gabe auch hier eine voriibergehende Absenkung des
ATP-Gehalts bzw. des ATP/ADP-Quotienten in gleichem Ausmal} wie bei den Acetat-ver-
stoffwechselnden Zellen (vergl. Abb.15A) beobachtet werden. Die Zellen setzien jedoch
die Glutamatsekretion auch nach Abbau des Membranpotentials mit unverinderter Rate fort.
In Bezug auf die Reaktion der Glutamatsekretion verhielten sich diese Zellen also wie
solche, die ausschlieBlich Glukose als C-Quelle erhalten hatten (vergl. Abb.12), die Reak-
tion ihres ATP-Gehaltes zeigte Ahnlichkeit zu derjenigen von Zellen, die ausschlieBlich
Acetat verstoffwechselten (vergl. Abb.15A).

Die gezeigten Experimente lassen keine Abhingigkeit der Sekretionsaktivitit von
der cytoplas.matischen ATP-Konzentration der Zellen erkennen. Die in zwei Fillen beob-
achtete Hemmung der Sekretion kann an Hand der vorliegenden Daten nicht erklirt werden.

I1.2.5. Veridnderung der Sekretionsaktivitit durch Variation von Kultur-
bedingungen

Die optimale Versorgung von C. glutamicum mit C-Quelle und Sauerstoff stellt
unter Produktionsbedingungen eine notwendige Voraussetzung dafiir dar, da der Organis-
mus Glutamat mit hoher Effizienz und Ausbeute bildet (Hirose et al., 1985). Dies ist
verstindlich, da zum einen die C-Quelle als Energiequelle dient und das Kohlenstoffgeriist
des Glutamats liefert und da es sich zum anderen beim Umsaiz einer C-Quelle wie Glukose
oder Acetat zu Glutamat um einen oxidativen Prozef handelt. Die Reaktion
limitierten C. glutamicum Zellen auf Glukose- bzw. Sauerstoffmangel w

zeitfermentation verfolgt (Abb.16 und 17). Ziel war es, die Vefandﬂrmcen der
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aktivitit, der intrazelluliren Glutamatkonzentration und energetischer Paramete
Verbrauch von Glukose bzw. Sauerstoff zu beschreiben. Die Zugabe einer geringen Menge
von Glukose zu in Glukose-freiem Medium suspendierten Zellen fithrte zu sofortigem
Einsetzen der Glutamatsekretion (Abb.16). Diese kam nach 30 Minuten, nach Verbrauch
der Glukose (nicht gezeigt) wieder zum Stillstand. Die intrazelluldre Glutamatkonzentration
der Zellen lag auch nach dem Stopp der Sekretion mit ungefihr 130 mM nur um 50 mM
‘unter der Konzentration der sekretierenden Zellen. Ein #hnliches Verhalten zeigten die
1

Zellen als Reaktion anf den Wechsel von aeroben zu anaeroben Kulturbedingungen
s (Abb 17) Der sofortige Stopp der Sekretion nach Entzug des Sauerstoffs war von einem




Abfall der intrazelluliren Glutamatkonzentration von ungefihr 30% begleitet. In beiden
Experimenten konnte wihrend der Sekretion ein etwa doppelt so hoher ATP-Gehalt der
Zellen beobachtet werden wie bei gestoppter Sekretion. Diese Reaktion kann jedoch nicht
fir die Verinderungen der Sekretionsaktivitit verantwortlich gemacht werden, da in
vorausgegangenen Experimenten (vergl. Kapitel 11.2.4.) keine Korrelation zwischen der
Hohe des ATP-Gehalts der Zellen und der Aktivitit der Glutamatsekretion gefunden wurde,
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Abb.16
Glutamatsekretion (@), interne Glutamat- (0) und ATP-Konzentration (&) von C. glutamicum

vor.und nach Zugabe einer geringen Glukosemenge

- Nach zweimaligem Waschen und anschlieBender Resuspension der Biotin-limitierten Zellen
in Glukose-freiem Medium wurde in der Kurzzeitfermentation nach 30 min 3 mM Glukose
.. -zugegeben. . -
" Zelldichte: 1,8 mg TG/ml.
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Abb.17
Einflu} des Wechsels von aeroben zu anaeroben Kulturbedingungen auf die Glutamatsekre-
tion

In der Kurzzeitfermentagion wurde nach Ablauf von 60 min von aercben auf anaerobe

Kulturbedingungen umgestellt, indem die Kulwr mit N, libergast und nur noch sehr lang-
sam durchmischi wurde. Nach weiteren 60 min wurden wieder aerobe Bedingungen
eingestelit, d.h. starke Durchmischung der Kultur in Kontakt mit Luft. Die gemessenen

Parameter waren analog zum Experiment in Abbildung 16.
Zelldichte: 1.9 mg TG/ml.

II1.3. Regulation der Glutamatsekretion

Durch Eingriffe in die Energetik Glutamai-sekretierender Zellen konnte bisher in
vier Fillen ein deutlicher Einfluf auf die Akdvitit der Sekretion ausgeiibt werden (siehe
Kapitel 111.2.4. und I11.2.5.). Es war jedoch nicht méglich, die beobachteten Anderungen
“der Sekretionsaktivitit mit variierten Werten eines zélluliren, energetischen Parameters zu
korrelieren. Es besteht daher die Moglichkeit, daf die beobachtete Reduktion der Sekre-

tionsaktivitit nicht das Ergebnis eines Eingriffs in die Energetik des Transportprozefes ist,

_“sondern eine regulatorische Antwort der Zellen auf die verinderten Bedingungen darstellt. .
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II1.3.1. Substratumsatz und Produktbildung bei gehemmter Glutamat-
sekretion

Zum Verstindnis der Stoffwechselumstellungen, die bei Biotin-limitierten Zellen
durch die Hemmung der Glutamatsekretion hervorgerufen werden, wurden Substratumsatz
und Produktbildung der Zellen in dieser Situation mit denjenigen sekretierender Zellen
verglichen. Die Analyse des Stoffumsatzes wurde fiir alle bisher beschriebenen Fille einer
Hemmung der Sekretionsaktivitit durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in
Tabelle 7 zusammengefalt,

Am einfachsten zu beschreiben ist die Situation unter Glukosemangel. Mit
Verbrauch der Glukose (Experiment 1) im Medium kam die Sekretion zum Erliegen. Die
Atmungsrate der Zellen sank sofort um ungefihr 80% ab. Unter anaeroben Bedingungen
(Experiment 2), also bei vollstdndiger Unterdriickung der Atmung, setzten Biotin-limitierte
Zellen Glukose noch mit 40% der unter aeroben Bedingungen ermittelten Rate um. Die
Glukose wurde fast quantitativ zu Laktat verstoffwechselt. Nach Zusatz von DCCD zu
Glutamat-sekretierenden Zellen (Experiment 3) kam es auch hier, bei nur leicht verminder-
tem Glukoseverbrauch, zur Bildung von Laktat nach Stopp der Glutamatsekretion. Gleich-
zeitig wurde eine Reduktion der Atmungsaktivitit der Zellen um mehr als 60% beobachtet.
Dies kénnte auf ecine direkte Hemmung der Atmungskette durch DCCD hindeuten. Fiir eine
Einschrinkung der Atmungskapazitit der Zellen durch DCCD spricht auch das Auftreten
der Laktatbildung. Beispiele fiir DCCD sensitive Komponenten von Atmungsketten sind in
der Literatur beschrieben (Solioz, 1984). Da DCCD in jedem Fall auch auf die FOFI'
ATPase wirkt, konnte die verminderte Aktivitit der Protonen-pumpenden Atmungskette
aber auch eine Reaktion auf die Verhinderung des Protonenriickfluf} ins Cytoplasma der
Zellen und den sich daraus ergebenden Protonenriickstau sein. Die voriibergehende
Hyperpolarisation der Membran nach DCCD-Zugabe (vergl. Kapitel I11.2.4.) belegt die
Existenz eines solchen Protonenriickstaus. Da dessen Au
tonophors CCCP jedoch nicht zu einer Reaktivierung der Atmungsaktivitdt fiihrte (Daten
nicht gezeigt), mufl von einer direkten Wirkung des DCCDs auf die Atmungskette ausge-
gangen werden. Die Hemmung der Glutamatsekretion Acetat-verstoffwechselnder Zellen
nach Abbaun ihres Membranpotentials (Experiment 4) war mit einer mehr als 80%igen
Reduktion der Umsatzrate des Acetats verbunden. Dies ist verstindlich, da das Acetatauf-
nahmesystem von C. glutamicum vom elektrochemischen Protonenpotentials iber der

"""" ﬂOS'Tg‘ durch L.UUdUC des Pro-

Cytoplasmamembran angetrieben wird (Ebbighausen et al., 1991). In ailen vier beschrie-
Ebenen Fillen der Hemmung der Sekretionsaktivitiit sank der intrazellulire Glutamatgehalt
.der Zellen durch dle Hemmung nur um weniger als 40% ab (vergl. Abb.16,17,14 und 15A).

" Die Analyse von Substratumsatz und Ploduktondune bei gehemmter Sekieiion zeigt,

i '_;daB zwei - unterschledhche Situationen unterschieden werden missen: 1. Hemmung der
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Tab.7.

Veriinderungen von Substratumsatz und Produktbildung durch C. gluramicum nach
Hemmung der Glutamatsekretion

Die Raten von Substrat- und Sauerstoffumsatz sowie die Bildungsraten von Glutamat und
Laktat wurden vor und nach Hemmung der Glutamatsekretion, hervorgerufen durch die in
den Abbildungen 16, 17, 14 und 15A vorgestellten Bedingungen, gemessen.

Experiment Verbrauchsraten Bildungsraten
S -1 i~ Lo -1
[nMolmin " mg TG™] fnMol'min™“mg TG
C-Ouelle 0, Glutamat Laktat
Cg)
Glukosemangel vor 32 67 17 n.b.
(C-Ouelle: Glukose
s. Abb.16) nach 0 13 <i .b.
0O,-Mangel vor 50 n.b. 19 0
{C-Quelle: Glukose
s. Abb.17) nach 20 0 <1 36
DCCD-Zusatz vor 33 67 15 0
(C-Quelle: Glukose
s. Abb.14) nach 29 25 <1 38
CCCP-Zusatz vor 41 85 22 n.b.
(C-Quelle: Acetat
s. Abb.15A) nach 8 76 <1 n.b.

n.b. nicht bestimmt

Sekretion durch drastische bzw. vollstindige Unterdriickung der Subsirataufnahme
(Experiment 1+4) und 2. Hemmung der Sekretion durch die teilweise bzw. vollstindige
':Umlenkung des StofffluBes zum Laktat (Experiment 2+3). Gemeinsam ist beiden Situatio-
nen, daB es bei signifikant hoher intrazelluldrer Glutamatkonzentration zu einer Verminde-
rung des StofffluBes in den Citratzyklus und damit zum Glutamat kommt. Eine schnelle

Regulation der Sekretionsaktivitdt je nach Stirke des Kohlenswoffflules in den Citratzyklus

“erscheint sinnvoll, da so ein Auslaufen des intrazelluldren Glutamatpools verhindert, werden. K
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kann. Als Regulator der Aktivitit des Glutamatsekretionscarriers muf} ein zelluifirer Para-

meter angenommen werden, der in seiner Grofle je nach Stirke des Kohlenstofffiufles in den

Citratzyklus variiert.

11.3.2. Untersuchung einer méglichen Regulation der Glutamatsekretion
durch den anabolen Reduktionsgrad (NADPH/NADP+NADPH)

Wachsende Zellen von C. glutamicum sind auf einen effizienten Zentralstoffwechsel
angewicsen, der flir die Bereitstellung von Energie, Grundbausteinen und Reduktions-
dquivalenten zur Zellsubstanzsynthese sorgt. Ist durch Biotinmangel das Wachstum des
Organismus limitiert, so muf} sein Bedarf an den Produkten des Zentralstoffwechsels
drastisch reduziert sein. Da jedoch auch unter Biotinlimitierung noch ein recht hoher
Umsatz des Kehlensioffsubstrats erfolgt (vergl. Kapitel [11.1.3.), ist es denkbar, daf} es hier
zu Ungleichgewichten im Zentralstoffwechsel kommt, so z.B. zu einer unausgeglichenen
Bilanz zwischen Bereitstellung und Verbrauch von Reduktionsiquivalenten fiir den
Baustoffwechsel (NADPH). NADP wird im reduktiven Pentose-Phosphat-Zyklus durch die
Enzyme Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase,
sowie im Citratzyklus durch die Isocitrat-Dehydrogenase reduziert. Der KohlenstofffluB
durch den Pentose-Phosphat-Zyklus ist bei Glutamat-produzierenden Zellen von C. gluta-
micum deutlich reduziert (Ishino et al., 1991, K. Sonntag, personliche Mitteilung). Eine
Transhydrogenase, die Reduktionsiquivalente von NADPH auf NAD iibertrigt und damit
der Atmungsketie zufithrt, konnte fiir C. gluramicum bisher nicht nachgewiesen werden
(Kinoshita und Tanaka, 1972; Valino, 1991). Demnach konnte KohlenstofffiuB in den
Citratzyklus bei Biotin-limitierten, nicht wachsenden Zellen von C. glutamicum zu einem
Anstieg des Reduktionsgrades des NADP-Pools fiihren. Glutamatbildung durch die
NADPH verbrauchenden Enzyme Glutamat-Dehydrogenase und Glutamin-Synthe-
tase/Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase und der Export des gebildeten Glutamats, in
seiner Aktivitit reguliert tiber den anabolen Reduktionsgrad (NADPH/NADP+NADPH),
wiirden einer iibermifigen Reduktion des NADPs entgegenwirken. Die Hypothese, dafl der
anabole Reduktionsgrad als Sensor des KohlenstofffluBes in den Citratzyklus und als
Regulator des Glutamatsekretionssystems fungiert, wurde durch Messung des Nicotinamid-
Nukleotid-Gehalts von C. glutamicum unter verschiedenen Bedingungen experimentell
tiberpritft.

- Die Ergebnisse des Vergleichs von wachsenden und Glutamat-sekretierenden Zellen
~von C. gluramicum bezgl. ihres NAD(H)- und NADP(H)-Gehalts sind in Tabelle 8 darge-

. -stelit..Der NAD(H)-Gehalt (NAD+NADH) wachsender Zellen betrug 2,45 niioi'mg 16!
und. war. damit um -den . Faktor ‘zwei hoher ‘als ihr NADP(H)-Gehalt (NADP+NADPH).
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Tab.8

Gehalt der Pyridinnukleotide NAD(H) und NADP(H) von wachsenden und Biotin-Iimitier-
ten C. gluramicum Zellen

Die Messungen wurden mit wachsenden Zellen (200 pg Biotin'I" 1) wihrend der logarithmi-
schen Wachstumsphase und mit Biotin-limitierten Zelien (1 utg Biotin-j™*) nach Einsetzen
der Glutamatproduktion durchgefiihri. Als C-Quelle wurde Glukose eingesetzt. Gezeigt
sind Mittelwerte von vier unabhiingigen Messungen.

CRC: Kataboler Reduktionsgrad; NADH/NAD+NADH

ARC: Anaboler Reduktionsgrad; NADPH/NADP+NADPH

[Biotin] NAD NADH NADP  NADPH CRC ARC
(nel [nMol'mg TG
200 1,70 0,76 0,56 0,71 0,30 0,56
+0,29 +0,28 +0,07 +0,09
1 1,44 0,22 0,80 0,25 0,13 0,24
£0,10 +0,09 +0,08 +0,05

Nur durchschnittlich 30% des NADs lagen in reduzierter Form vor, wihrend fiir den
NADP-Pool ein Reduktionsgrad von annihernd 60% ermittelt wurde. Die Bestimmung des
NAD(PYH)-Gehalts Biotin-limitierter Zellen ergab im Vergleich zu wachsenden Zellen um
32% (NAD(H)) bzw. 17% (NADP(H)) niedrigere Werte. Auch das Ausmal} der Reduktion
beider Coenzyme lag mit nur 13% (NAD(H)) bzw. 24% (NADP(H)) deutlich unter dem-
jenigen der wachsenden Zellen.

' Bine mégliche Korrelation der Aktivitit der Glutamatsekretion mit der Hohe des
anabolen Reduktionsgrads wurde an Hand der in Tabelle 9 zusammengefaliten Experimente
iiberpriift. Bei Verbrauch der Glukose, wie beschrieben mit sofortigem Stopp der
_G_Iutamatse_kretion verbunden, konnte tatsiichlich eine Abnahme des anabolen Reduktions-
grads der Biotin-limitierten Zellen um 50% beobachtet werden. Der Huflerst niedrige
katabole Reduktionsgrad der Zellen blieb unverindert. Die Hemmung der Glutamatsekre-
ion unter anaeroben Bedingungen hatte nahezu keinen Effekt auf den Reduktionsgrad des
NADPs. Die Unterbindung der Atmung fiihrte jedoch wie zu erwarten zu einemn deutlichen

“Anstieg des Anteils reduzierten NADs. In einem dritten Experiment wurde die Reaktion

EEa des_ :"z_mabolen Reduktionsgrads auf die Auslésung der Glutamatsekretion beim Leucin-auxo-




Tab.9

Reaktion des Reduktionsgrads von NAD und NADP auf Verinderungen der Glutamat-

sekretionsaktivitit

Die Veriinderungen der Glutamatsekretionsaktivitit erfolgte durch Variation der Glukose-
bzw. Sauverstoffversorgung von Wildtypzellen (vergl. Abb.16 und 17) bzw. iiber Leucin-
Versorgung und Inkubationstemperatur des Leucin-auxotrophen Stamms ATCC 14310

(vergl. Abb.5).

CRC: Kataboler Reduktionsgrad; NADH/NAD+NADH

ARC: Anaboler Reduktionsgrad; NADPH/NADP+NADPH

Experiment Glutamatsekretion CRC ARC
[nMol'min'l'mg TG'I]

C. glutamicum ATCC 13023

+ Glukose 23 0,08 0,19

- Glukose 0 0,08 0,10

+ 0y 24 0,11 0,30

- 0, 0 0,33 0,34

C. glutamicum ATCC 14310

+ Leucin 30°C 0 0,14 0,43
39°C 3 0,12 0,44

- Leucin 305°C 3 0,14 0,45
39°C 12 0,12 0,44

trophen C. gluramicum Stamm ATCC 14310 untersucht (vergl. Kapitel IIL.1.5. und
Abb.5). Hier konnte jedoch kein Unterschied im Reduktionsgrad des NADPs zwischen den
. nicht sekretierenden Leucin-versorgten Zellen und den mit niedriger Rate sekretierenden

- Leucin-gehungerten Zellen festgestellt werden. Auch nach Erhihung der Inkubationstempe-
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ratur der Kulturen auf 39°C, die den Unterschied in der Sekretionsfihigkeit der beiden
Zelltypen noch verstirkte, dnderte sich daran nichts. Der leichte Abfall des katabolen
Reduktionsgrads durch die Temperaturerhéhung diirfte auf der Zunahme der Reaktions-
geschwindigkeit der Atmungskette beruhen.

Zusammengenommen deuten die in den Tabellen 8 und 9 gezeigten Daten nicht
darauf hin, daB fiir C. glutamicum die Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen Redoxbilanz
unter Biotinlimitierung ein Problem darstellt. Vielmehr muf} angenommen werden, dal der
Organismus auch dann zur Koordination von Reduktionsiquivalenten-liefernden und
-verbrauchenden Reaktionen in der Lage ist, wenn kein Wachstum stattfindet. Die Hypo-
these einer Regulation der Glutamatsekretionsaktivitit iiber den anabole Reduktionsgrad

konnte damit nicht belegt werden.




IV. DISKUSSION

Die in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen stiitzen die bereits frither von
Hoischen und Krimer (1989) aufgestellte Hypothese, dafl die Sekretion von Glutamat bei
Biotin-limitierten Zellen von Corvnebacrerium gluramicum durch einen spezifischen
Effluxcamrier vermittelt wird. Es wurde eine detaillierte Analyse des Energiestatus
Glutamat-sekretierender Zellen vorgenommen und die Energiekopplung des Glutamat-
exports durch gezielte Manipulation zelluldrer Energiespeicher untersucht. Auf diese Weise
konnte ein Antrieb des Exports durch die Energie elektrochemischer Gradienten, also ein
sekundirer Mechanismus, ausgeschlossen und Hinweise auf einen prim#iren Transport-
mechanismus erhalten werden. Die Untersuchungen zum Mechanismus der Glutamatsekre-
tion Biotin-limitierter Zellen wurden veriffentlicht (Gutmann et al,, 1992},

Stérkstes Argument fiir die Beteiligung eines Carriers und gegen einfache Diffusion
als Grundlage der Sekretion stellt die Tatsache dar, dafl eine Variation des elektrochemi-
schen Gradienten des Glutamatanions keinen Einflufl auf die Sekretionsaktivitit hat. Die
chemische und elektrische Komponente des Gradienten konnte sowohl einzeln (diese
Arbeit, Abb.6 und 12) als auch zugleich abgebaut werden (C. Hoischen, 1990), chne eine
Verminderung der Sekretionsrate zu bewirken. Dieses Verhalten spricht ebenfalls gegen
erleichterte Diffusion als Exportmechanismus, d.h. gegen einen Carrier, der Gluiamat im
Uniport entsprechend seines elektrochemischen Potentials {iber die Cytoplasmamembran
transportiert. Auf Grund des volligen Fehlens einer Reaktion der Sekretionsaktivitit auf den
Abbau oder die Umkehrung der Gradienten, kann bereits an dieser Stelle postuliert werden,
dal die zum Antrieb der Sekretion genutzte freie Energie deutlich grofer ist als diejenige,
die in Form elektrochemischer Gradienten gespeichert werden kann. Auch der Energie-
gehait der chemischen Gradienten von Protonen und Kaliumionen, Ionen, die als mégliche
Cosubstrate des Glutamatcarriers in Frage kommen, wird nicht als Energiequelle des
Exports genutzt. Wie im Fall des Glutamatkonzentrationsgradienten beeinflulte die Varia-
tion des Protonengramemen {iber der Cytoplasmamembran die Sekretionsrate in weitem
Bereich nicht (Abb. 7). Bei Veriinderung des Kaliumkonzentrationsgradienten durch
Erhdhung der extrazelluldren Kaliumkonzentration kam es zwar zu einer deutlichen
Verminderung der Sekretionsrate (Abb.9), es konnte jedoch keine stéchiometrische Kopp-
lung von Kalium- und Glutamatefflux bei Glutamat-sekretierenden -Zellen festgestellt
werden (Tab.5). Die Geschwindigkeit des Kaliumeffluxes lag stets um mindestens den
Faktor 5 unter der Geschwindigkeit des Glutamateftluxes. Es ist daher anzunehmen, daB} die
hemmende Wukl:mU einer erhéhten externen Kaliumkonzentration auf die Ulutamatsexre-

b thﬂS&ktiVItat Folge eines unspezifischen Effekts der erhéhten Salzkonzentration ist.
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Die Verstirkung sowoh! der Kaliumaufnzhme als auch des Kaliumetfluxes bei
Biotin-limitierten im Vergleich zu wachsenden Zellen ist bemerkenswert. Das Auftreten
eines massiven Kaliumefflux mit Einsetzen der Glutamatsekretion haben Duperray et al.
(1992) fiir C. gluramicum Zellen beschrieben, die durch die Behandlung mit Detergenzien,
hier mit aliphatischen Aminen, zur Glutamatsekretion gebracht wurden. Die Rate des
Kaliumeffluxes lag 5-10fach héher als diejenige des Glutamateffluxes, so dal3 auch diese
Autoren eine mechanistische Kopplung zwischen Glutamat- und Kaliumefflux aus-
schlossen. In den von Duperray et al. gezeigten Experimenten filhite die Detergenz-
behandlung der Zellen innerhalb eines kurzen Zeitraums zur volligen Entleerung der cyto-
plasmatischen Glutamat- und Kaliumpools und zum Abbruch der Sekretion, obwohl die
gleiche Methode auch indusiriell zur kontinuierlichen Produktion von Glutamat eingesetzt
wird. Es ist daher anzunehmen, daf die von Dupperay et al. angewendeten Bedingungen
weit drastischer waren als diejenigen, die zur kontinuierlichen Produktion von Glutamat
filhren. Festzuhalten ist jedoch, daf es offensichilich unter Glutamatproduktionsbedingun-
gen, unabhiingig ob durch Biotinlimitierung oder Detergenzbehandlung herbeigefiihrt, zu
einer verstirkten Durchlissigkeit der Cytoplasmamembran von C. glutamicum fiir Kalium-
ionen kommt. Die Kaliumverluste durch passiven Kaliumausstrom konnen jedoch von
Biotin-limitierten Zellen durch eine Erhéhung der Kalivmaufnahme kompensiert werden.
Auf diese Weise ist es diesen Zellen méglich, eine intrazellulire Kaliumkonzentration in
vergleichbarer Héhe wie Biotin-versorgte Zellen aufrechtzuerhalten.

Die direkt gemessenen, niedrigen Kaliumeffluxraten bei Biotin-limitierten Zellen
erlauben es, einen Cotransport des Glutamatanions mit Kaliumionen definitiv auszu-
schlieflen, unabhingig davon ob dem Glutamatefflux ein sekundidrer oder ein primirer
Transportmechanismus zu Grunde liegt. Die Frage nach einem Cotransport mit Protonen
kann nicht in diesem Sinn endgiiltig beantwortet werden. Die weitgehende Unabhiingigkeit
der Sekretionsaktivitit vom Protonengradienten tiber der Cytoplasmamembran schliefit
einen sekundiren, nicht jedoch einen primiren Glutamat/Protonen-Cotransport aus. Die
Kopplung des Exports z.B. mit der Hydrolyse von ATP kénnte die hemmende Wirkung
eines dem Protonenexport entgegengerichteten Protonengradienten {iberspielen, da der
Betrag der freien Energie, der bei der Hydrolyse der Siureanhydridbindung des ATPs unter
physiologischen Bedingungen verfiighar wird (=-30 kJ/Mol) weit héher ist als derjenige,
der in Form eines chemischen Protonengradienten gespeichert werden kann (-5,7 kJ/Mol
bei einem Konzentrationsverhiltnis iber der Membran von 1:10).

' ‘Bei Alkalisierung des Cytoplasmas auf pH 8,3, wodurch die intrazellulidre Konzen-
tration der protonierten Form des Glutamats auf unter 20 uM absinken muf}te, trat keine
‘Hemmung der Sekretionsaktivitdt auf (Abb.7). Dies kann bedeuten, daBl entweder die
~_ protonierte S#ure nicht das Substrat des Exportcarriers darstellt oder aber, dai} die Konzen-
e -:tration von 20.uM noch deutlich iiber dessen K, ;-Wert liegt. Ein Kpq-Wert unter 20 uM
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erscheint jedoch fiir das Glutamatexportsystem unwahrscheinlich, da es stets mit intra-
zelluldren Glutamatkonzentrationen von grofer 100 mM konfrontiert ist. Es ist daher davon
auszugehen, dafl Glutamat als Anion exportiert wird.

Eine Bestimmung der Substrataffinitit des Glutamatexportsystems konnte nicht
durchgefithrt werden, da es nicht méglich war, die intrazelluldre Glutamatkonzentration
ganzer Zellen iiber einen groferen Bereich zu variieren. Fiir die Lysin- und Isoleucin-
exportsysteme von C. gluramicum, beides sekundére Transportsysteme, wurden K5 1-Werte
im millimolaren Bereich bestimmt (Broer und Kridmer, 1991a; S. Zittrich, personliche
Mitteilung). Kp;-Werte primérer Transportsysteme wurden bisher nur fiir Aufnahme-
systeme ermittelt. Diese besitzen sinnvollerweise eine sehr niedrige Substrataffinitdt von
meist unter 1 uM (Ames, 1988), da ihre Funktion in der effizienten Aufnahme von
Substraten auch bei sehr niedrigen externen Konzentrationen besteht.

Der abrupte Abbruch der Glutamatsekretion bei Absenkung des externen pH-Wertes
unter 5,7 (Abb.7) konnte auf der Hemmung des Exportcarriers durch die gleichzeitig erfol-
gende Ansfuerung des Cytoplasmas beruhen. Fir die Glutamataufnahmesysteme von C.
glutamicum (Krimer et al., 1990), Streprococcus lactis (Poolman et al., 1987) und Strepto-
coccus mutans (Noiji et al., 1988) wurde eine derartige Regulation der Transportaktivitit
durch den cytoplasmatischen pH beschrieben. In Ubereinstimmung mit Untersuchungen
von Kalnenieks et al. (1989) wurde eine schlechte pH-Homdostase von C. glutamicum bei
alkalischen pH-Werten gefunden, so daf bei einem externen pH tiber 7,0 der interne pH-
Wert der Zellen mit dem pH des Mediums identisch ist.

Wird das Glutamatanion exportiert so muf} das elektrische Potential (innen negativ),
das tiber der Cytoplasmamembran der Zellen anliegt, eine Kraft auf das geladene Trans-
portsubstrat austiben. Wie bereits erwihnt beeinflufit eine Verinderung des Membran-
potentials die Sekretionsaktivitéit jedoch nicht. Ein gezielter Abbau des Membranpotentials
gelang bei Glukose-verstoffwechselnden Zellen von C. glutamicum durch Einsatz des
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die - Glukoseaufnahme des Organismus unabhdngig vom Membranpotential durch ein
Phosphotransterasesystem erfolgt (Malin und Bourd, 1991). Das Ausbleiben einer Reaktion
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mehr, daf die Glutamatsekretion mit einer chemischen Reaktion gekoppelt sein muf}, Fir
einen solchen priméren Transportmechanismus stellt ATP eine mogliche Energiequelle dar.
Der ‘Beweis fiir eine direkte Beteiligung von ATP an der Glutamatsekretion kann mit
Experimenten an ganzen Zellen nicht erbracht werden. In Versuchen zur Senkung der intra-
zelluliren ATP-Konzentration Glutamat-sekretierender Zellen wurde maximal eine 50%ige
Reduktion erreicht (Abb.15,16,17). Zudem waren Verinderungen der Sekretionsaktivitit
nicht eindeutig mit der Hohe des ATP-Pools korreliert, d.h. die Abnahme des ATP-Gehalts

:_um 50%. fiihrte ‘in einigen jedoch nicht in allen Fillen zur Verminderung der Exportrate
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(vergl. Abbh.15 A+B). Die Analyse der Energiekopplung anderer primirer Transport-
systeme wie z.B. bakterieller, Bindeprotein-abhiingiger Autnahmesysteme, hat gezeigt, dall
der endgiiltige Nachweis der Hydrolyse von ATP im Verlauf des Transportprozef3es nur mit
Membranvesikeln (Ames et al., 1989) oder durch Rekonstitution des isolierten Carriers in
Proteoliposomen zu erbringen ist (Bishop et al., 1989). An intakten Zellen durchgefithrte
Bestimmungen der Transportaktivitit als Funktion der intrazelluliren ATP-Konzentration
erbrachte fiir verschiedene, erwiesenermafien nach einem primiiren Transportmechanismus
arbeitende Carrier ganz unterschiedliche Ergebnisse. Die Transportaktivitit der Histidin-
permease von £. coli blieb auch bei 90%iger Reduktion des ATP-Gehalts der Zellen auf ca.
0,2 mM unveriindert hoch, so daB ein sehr niedriger Ky;-Wert dieses Transportsystems fir
ATP postuliert wurde (Joshi et al., 1989). Fir die ebenfalls ATP-getriebene Glutamatauf-
nahme in C. gluramicum (Krimer und Lambert, 1990) und das Transportsystem, das den
Efflux eines Fluoreszenzindikators bei Lactococcus lactis katalysiert (Molenaar et al.,
1992), konnte hingegen eine direkte Abhingigkeit der Transportaktivitit von der intra-
zelluldren ATP-Konzentration zwischen 1 und 5 mM beobachtet werden. Somit ist auch im
Fall, dafl die Glutamatsekretion bei C. gluramicum wie vorgeschlagen durch ein primires
Transportsystem katalysiert wird, eine Korrelation von Transportaktivitit und ATP-Gehalt
in dem engen, experimentell einstellbaren ATP-Konzentrationsbereich nicht notwendiger-

weise zu fordern.

Bei der Glutamatsekretion unter Biotinmangel ist das Aufireten der Sekretion
sowohl mit der Begrenzung des Wachstums als auch mit einer Verinderung der Struktur der
Cytoplasmamembran verbunden. Das zur Erklarung der Sekretion lange Zeit weitgehend
uneingeschrinkt akzeptierte Modell eines passiven Sekretionsmechanismus hat dazu
gefiihrt, dafl der Membraneffekt als Ausldser der Glutamatsekretion stets in den Vorder-
grund gertickt wurde. Tn der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dad C.
glutamicum auch durch eine nicht Membran-wirksame, rein metabolische Limitation zur
Sekretion von Glutamat veranlaBt werden kann. So sezernierte der Leucin-auxotrophe
Stamm ATCC 14310 bei guter Biotinversorgung mit

- Glutamat, wenn sein Wachstum durch den Entzug von Leucin verhindert wurde (Abb.5). Es
ist daher notwendig, als Modulatoren der Aktivitdt des postulierten Sekretionscarriers
Membraneffekt und die Verinderungen im Stoffwechsel, die als Reaktion auf eine Wachs-
tumslimitierung auftreten, gleichberechtigt zu nennen. Entsprechend konnten fiir die Fihig-
keit des Stammes Nr. 9087 (Kyowa Hakko Kogyo Co.), auch in Anwesenheit eines Uber-
schuBes von Biotin Glutamat mit hoher Rate zu sezernieren (Tab.4), Mutationen verant-

4]

iner geringen aber signifikanten Rate

~wortlich sein, die die Membran und/oder den Stoffwechsel betreffen.
LEER 5 :Die Erhohung der Inkubationstemperatur, die bei Fermentation des Stammes ATCC
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14310 die Glutamatsekretion der Leucin-gehungerten Zellen deutlich steigerte und eine
geringe Sekretion éuch bei den Leucin-versorgsten Zellen hervorrief, hat sicherlich einen
Effekt auf die Membran der Zellen. So nimmt mit steigender Temperatur die Fluiditdt von
Phospholipidmembranen gegebener Zusammensetzung zu (Melchior, 1982). Fiir die beob-
achtete Aktivititssteigerung des Glutamatsekretionscarriers konnte daher eine Fluidisierung
der Cytoplasmamembran verantwortlich gemacht werden. Eine Abhiingigkeit ihrer Aktivitit
von der Membranfluiditit wurde flir einige membranstindige Proteine beschrieben
(McElhaney, 1982). Auch eine unspezifische Permeabilisierung der Membran wire als
Grundlage des erhéhten Glutamateffluxes denkbar. Es gibt jedoch Argumente, die dagegen
sprechen, dafl die beobachtete Sekretionssteigerung nach Erhohung der Inku-
bationstemperatur durch verinderte Eigenschaften der Membran vermittelt wird. Eine
unspezitische Permeabilisierung der Zellen bei 39°C ist aus ganz offensichtlichen Griinden
auszuschlieBen. Zum einen sind die Leucin-versorgten Zellen auch bei der erhéhten
Temperatur noch in der Lage zu wachsen. Daf} tatsiichlich bereits eine spezifische
Permeabilisierung der Membran fiir Protonen das Wachstum von C. glutamicum vollstindig
verhindert, konnte bei Gabe des Protonophors CCCP beobachtet werden. AuBlerdem
erfolgte kein Leerlaufen des intrazelluliren Glutamatpools der Zellen nach der Tempera-
turerhdhung. Dies tritt erst bei ErhShung der Inkubationstemperatur tiber 40°C auf (R.
Krémer, personliche Mitteilung). Eine Aktivierung des Sekretionscarriers durch gesteigerte
Membranfluiditét erscheint unwahrscheinlich, da sich die Cytoplasmamembran von Zellen,
die durch herkémmliche Methoden zur Sekretion von Glutamat veranlafit wurden, im
Vergleich zur Membran wachsender Zellen gerade nicht durch eine erhohte Fluiditit
auszeichen. Neubeck et al. (1993) nahmen Fluidititsmessungen an einem coryneformen
Bakterilum durch Bestimmung der Anisotropie einer in die Membran inkorporierten
Fluoreszenzsonde vor und konnten keinen Unterschied in der Fluiditdt der Membranen
wachsender und Biotin-limitierter Zellen ermitteln. Es bestehen jedoch Zweifel an der

Aussagekraft dieser Messungen, da hier mit intakten Z
Einbau der Fluoreszenzsonde in die Cytoplasmamembran nicht iiberzeugend belegt werden
konnte. Direkt an isolierten Membranen von C. glutamicumn vorgenommene Fluiditits-
.messungen durch Elektronenspinresonanz unter Verwendung eines Fettsdurespinlabel
lieferten fiir Biotin-limitierte Zellen sogar niedrigere Fluidititswerte als filr wachsende
Zellen (A. Erdmann, persdnliche Mitteilung). In Einklang mit diesem Ergebnis steht die
Beobachtung, daB es bei Auslosung der Glutamatsekretion durch Biotinmangel und auch
_durch Detergenzbehandiung zur Zunahme des Anteils gesittigter Fettsduren am Gesamtfett-
__'siiuregehalt der Membranen kommt (Hoischen und Kriamer, 1990; Hucheng et al., 1984).
Vermehrter Einbau gesittigter Fettsduren in die Phospholipide setzt die Fluiditidt der
entsprechenden  Phospholipidmembran herab, ein Effekt der von Bakierien zur Stabi-

o lisierung ihrer Membran bei erh6hter Temperatur ausgenutzt wird (Russell, 1984).
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Der Effekt der Temperaturerhdhung auf den Metabolismus des Stammes C. glurami-
cum ATCC 14310 besteht wahrscheinlich primiir in einer Steigerung der Reaktions-
geschwindigkeit aller Stoffwechselreaktionen, wie der verdoppelte Glukoseverbrauch
sowohl der Leucin-versorgten als auch der Leucin-gehungerten Zellen nach der Tempera-
turerhthung belegt. Zugleich kommt es zu einer Aktivierung der Glutamatsekretion. Der
Unterschied in der Stiirke der Sekretion, mit der die beiden Zelltypen auf die verstiirkte
Glukosezufuhr reagieren, kann nur so gedeutet werden, daf} die Sekretion den Zellen dazu
dient, sich iiberschiissigen Kohlenstoffs zu entledigen. Wihrend die Leucin-versorgten
Zellen in der Lage sind zu wachsen und so aufgenommenes Substrat in erster Linie zur
Bildung von Zellsubstanz einzusetzen, steht den Leucin-gehungerten Zellen diese Moglich-
keit nicht offen. Auf die Hemmung des Wachstums bei zugleich ausreichender Kohlen-
stoffversorgung hatien diese Zellen bei 30°C ihren Glukoseumsatz im Vergleich zu den
Leucin-versorgten Zellen bereits um den Faktor vier reduziert. Bei emeuter Erhhung der
Glukoseaufnahme durch die Anhebung der Temperatur sezernierien die Zellen dann
Glutamat mit einer Rate, die immerhin halb so hoch war wie die Sekretionsrate effizient
sekretierender, Biotin-limitierter Zellen des Wildtyps.

Die Beobachtung, dall Glutamatsekretion auch in génzlicher Abwesenheit ciner
Membranverinderung offensichtlich ausgelést durch eine bestimmte metabelische Situation
der Zellen auftritt, war Anlall dazu, auch bei Biotin-gehungerten Zellen die metabolischen
Effekte, im Gegensatz zu den sonst meist betonten strukturellen Effekten dieser Stoff-
wechsellimitierung genauer zu untersuchen. Um die Besonderheiten des Stoffwechsels
unter Biotinlimitierung hervorzuheben wird das Verhalten Biotin-limitierter Zellen im

Folgenden im Vergleich zu demjenigen wachsender Zellen diskutiert.

-qung vermag C. glutamicum in der Batchkultur iiber
einen lingeren Zeitraum exponentiell zu wachsen. Der Zellertrag des Organismus héingt von
der Art des verwendeten Kohlenstoffsubstrats ab. Bei Umsatz von Acetat liegt der Zeller-
trag um ungefihr 30% niedriger als bei Umsatz von Glukose (Tab.2). Die Oxidation der
beiden Substrate zu CO?. macht, dank identischen Oxidationsgrads des Kohlenstoffs, den
gleichen Betrag freier Energie fiir die Zellen verflighar. Der niedrigere Zellertrag der
Acetat-verstoffwechselnden Zellen ist daher Ausdruck dafiir, daf hier diese Energie
weniger effizient zur Synthese von Zellmasse eingesetzt werden kann. Verantwortlich dafiir
ist ‘die Tatsache, daB eine Reihe von Stoffwechselleistungen mit héheren energetischen
Kosten verbunden ist wenn Acetat an Stelle von Glukose als C-Quelle dient. So ist der
Energieaufwand zur Synthese von Proteinen und Nukleinsturen ausgehend von Acetat etwa
doppelt so hoch wie ausgehend von Glukose (Tempest und Neijssef, 1987). ‘Wwihrend
Glukose im Verlauf der Aufnahme durch ein Phosphotransferasesystem phosphoryliert wird




und so in bereits aktivierter Form als Glukose-6-Phosphat ins Cytoplasma gelangt, kommt
im Falle von Acetat zu dem Energieaufwand fiir die Aufnahme noch derjenige fiir die
Aktivierung des Acetats zu Acetyl-CoA hinzu. In Gegenwart von Acetat muf} zudem auch
ein hoherer Energiebetrag zur Aufrechterhaltung der protonenmotorischen Kraft iiber der
Cytoplasmamembran aufgewendet werden, da die protonierte Form der Essigsiure
membran-permeabel ist und als Entkoppler wirkt (Neijssel und Tempest, 1979). Um diesem
zusitzlichen Energiebedarf Rechnung zu tragen verstirkt C. gluramicum bei Wachstum mit
Acetat als C-Quelle den Energiestoffwechsel auf Kosten der Substratassimilation, so daf im
Vergleich zu Zellen, die mit Glukose als C-Quelle wachsen eine nahezu doppelt so grofle
Menge des Substrats zu CO, oxidiert wird.

Die Geschwindigkeit, mit der wachsende Zellen Glukose bzw. Acetat verbrauchen
(60-70 nMol'min'}'mg TG’l, bezogen auf den Umsatz von C6-Einheiten) liegt deutlich
hoher als auf Grund publizierter Daten zur Maximalgeschwindigkeit der beteiligten Auf-
nahmesysteme zu erwarten. Zur Charakterisierung des Glukoseaufnahmesystems von C.
glutamicum verwendeten Malin und Bourd (1991) das nichi-metabolisierbare Glukose-
analogon Methyl-a-glucosid. Es ist anzunehmen, dafl die Diskrepanz zwischen der so
ermittelten Maximalgeschwindigkeit der Glukoseaufnahme (21 nMoI'min'i'mg TG"I) und
dem tatsiichlichen Glukoseverbrauch wachsender Zellen in schlechterem Transport des
unphysiologischen Substrats Methyl-a-Glucosid begriindet ist. Die Acetataufnahme von C.
glutamicum wurde bisher nur fiir Zellen bestimmt, die mit Glukose als C-Quelle angezogen
worden waren (10 nMol C6'min'1'mg TG Ebbighausen et al., 1991). Der um den Faktor
6 hohere Acetatumsatz Acetat-gezogener Zellen deutet darauf hin, dall das Acetat-
aufnahmesystem in Anwesenheit von Acetat induziert oder durch die Anwesenheit von
Glukose reprimiert wird. Unter denselben Bedingungen werden auch die an der Verstoftf-
wechselung von Acetat beteiligten Enzyme (Acetatkinase, Phosphotransacetylase,
Isocitratlyase und Malatsynthase) etwa 10-50-fach induziert (D. Reinscheid, pers. Mittel-
lung). Dafl die Acetataufnahmeaktivitit Glukose-gezogener Zellen auf Grund limitierender
Verstoffwechselung des Acetats unterbestimmt wurde erscheint jedoch unwahrscheinlich,
da keine Akkumulation von Acetat in diesen Zellen beobachtet wurde (Ebbighausen et al.,
1991).

Auf den Entzug der Stickstoffquelle und die resultierende Wachstumslimitierung
vermag C. gluramicuin mit der Reduktion der Verbrauchsraten von Glukose und Acetat um
bis zu 85% zu reagieren. Dies zeigt, daB der Organismus unter diesen Bedingungen
durchaus dazu in der Lage ist, den Substratumsatz den Wachstumsverhiltnissen anzupassen.
Im Gegensatz dazu zeigen Zellen, deren Wachstum einzig durch die Versorgung mit Biotin
limitiert wird, keine derartige, drastische Regulation des Substratverbrauchs (Tab.3). Sie
éetz_en die Substraie Glukose und Acetat mit 50-60% der Raten wachsender Zellen um. Ein

> B .._'grof?)er Teil des.Kohlenstoffs und des Energiegehalts der Substrate wird jedoch in Form von
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Glutamat wieder ausgeschieden. Entsprechend des Stoffwechselweges zur Biosynthese von
Glutamat sollte die Glutamatbildung aus Glukose bzw. Acetat im Verhiltnis (Glutamat:Cg)
von 1:1, also mit 100% molarer Ausbeute mdglich sein. Tatséchlich wurden jedoch molare
Glutamatausbeuten von nur 30-60% gefunden, ein Wert, der auch mit Ausbeuten
industrieller Produktionsprozesse iibereinstimmt (Kinoshita und Tanaka, 1972). Neben
Glutamat wurden keine weiteren unvollstindig oxidierten Abbauprodukte der C-Quelle in
den Kulturiiberstinden gefunden. Die Bildung von Nebenprodukten .im Verlauf des
GlutamatproduktionsprozeBes wird in der Literatur ausschlieRlich mit Bezug auf nicht
optimale Fermentationsbedingungen wie z.B. mangelnde oder iibermiBige Sauerstoff- oder
Stickstoffversorgung diskutiert (Kinoshita und Tanaka, 1972; Hirose et al., 1985). Auf eine
volistandige Analysé des KohlenstofffluBes wihrend der Glutamatbildung konnen sich auch
Dominguez et al. (1993) nicht stiitzen, die vorschlagen, die Glutamatausbeute werde durch
die anaplerotische Oxalacetatbildung limitiert. Eine Begrenzung der Ausbeute durch die
Kapazitit des Exportsystems erscheint unwahrscheinlich, da es in Biotin-limitierten Zellen
nicht zu einem Anstau von Glutamat kommt. Die Glutamatproduktion stellt fiir die nicht
mehr wachsenden Zellen vielmehr einen zusitzlichen Abfluf} fiir intrazellulires Glutamat
dar. Dies zeigt sich darin, daB die intrazellulire Glutamatkonzentration wihrend der
Glutamatsekretion um 100-150 mM unter derjenigen wachsender Zellen liegt.

Stickstoffmange!l wird von Biotin-limitierten Zellen wie von Biotin-versorgten
Zellen als Signal zur Einschrinkung des Substratumsatzes erkannt. Die Ausscheidung von
a-Ketoglutarat, die bei zugleich Biotin- und Stickstoff-limitierten Zellen beobachtet wird,
ist entsprechend langsam. Sie erfolgt mit nur durchschnittlich 13% der Rate der Glutamat-
bildung. Die auf den Substratverbrauch (Cg) bezogene a-Ketoglutaratausbeute ist jedoch
mit 40% vergleichbar zur Glutamatausbeute. Die industrielle Fermentation von C. glutami-
cum zur o-Ketoglutarat-Produktion wird ebenfalls mit Biotin-limitierten Zellen durchge-
fiihrt. Sie ist begleitet von der Bildung von Citrat, Succinat und Gluconat als Neben-
produkten und einer verstirkten Neigung der Zellen zu lysieren (Kinoshita und Tanaka,
1972).

Die Bildung von a-Ketoglutarat als Reaktion auf mangelnde Stickstoffversorgung
wird bei vielen Organismen wie z.B. Klebsiella aerogenes (Neijssel und Tempest, 1975)
oder Escherichia coli (Tempest und Neijssel, 1987) beobachtet. Jedoch liegen die Ausbeu-
ten - -hier meist unter 20%. Es wird angenommen, dafl N-Limitierung zu einem
intrazeluliiren Anstau von a-Ketoglutarat fithrt. Untersuchungen zum Mechanismus des a-
Ketoglutarateffluxes liegen nicht vor. Den Sinn einer Erhohung der intrazelluliren o-
Ketoglutaratkonzentration sehen Neijssel et al. (1993) in der Verbesserung der Chance,
begehrtes Ammonium iiber die Glutamat-bildenden Enzyme zu binden. Unklar bleibt dabei,
wie die Organismen die weitere Oxidation des a-Ketogiutarats durch den Ciiratzykius

: ”unterbjnden. Bei coryneformen Bakterien wurde fiir die mangelnde Oxidation der C-Quelle
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und somit die Produktion von Glutamat bzw. a-Ketoglutarat unter Biotin-Mangel lange Zeit
ein Fehlen der o-Ketoglutarat-Dehydrogenase verantwortlich gemacht (Kinoshita und
Tanaka, 1972). Das sehr instabile Enzym konnte jedoch von Shiio und Ujigawa-Takeda
(1980) in Brevibacterium flavum nachgewiesen werden. Die fiir Biotin-limitierte Zellen
ermittelte Aktivitit des Enzyms sollte zur Oxidation des anfallenden a-Ketoglutarats aus-
reichen. Dal} es unter Biotinlimitierung trotzdem bevorzugt zur Glutamatbildung kommt,
filhrten Shiio und Ujigawa-Takeda auf die im Vergleich zur a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
ungetihr 100fach héhere spezifische Aktivitit der Glutamat-Dehydrogenase (GDH) zuriick.
In Experimenten mit einem GDH-negativen Stamm konnte jedoch gezeigt werden, daf} die
Glutamatbildung durch diesen Stamm mit gleicher Rate und Ausbeute erfolgt wie durch den
GDH-positiven Wildstamm (B&érmann-El Kholy et al., 1993). Im GDH negativen Stamm
wird Glutamat {iber das GS/GOGAT-System gebildet, wobei die spezifische Aktivitit der
GOGAT nur noch etwa fiinffach héher liegt als die Akuivitit der a-Ketoglutarat-Dehydro-
genase. Die Argumentation von Shiio und Ujigawa-Takeda kann in diesem Fall daher nicht
mehr aufrechterhalten werden.

Aus den hier vorgelegten Daten zu Substrat- und O,-Verbrauch sowie zur
Produktbildung von Biotin-versorgten und Biotin-gehungerten Zellen von C. gluramicum
kann abgeschitzt werden, dah die Menge vollstindig oxidierter C-Quelle bei Glutamat-
sekretierenden Zellen tatsiichlich um ungefihr den Faktor drei niedriger liegt als bei
wachsenden Zellen. Dies muf} einen drastischen Effekt auf die Energieausbeute des
katabolen Stoffwechsels dieser beiden Zelltypen haben, da der {iberwiegende Anteil (im
Falle von Acetat die Gesamtmenge) der zur ATP-Synthese durch Elektronentransport-(ET)-
Phosphorylierung eingesetzten Reduktionséiquivalente erst durch die Oxidation von Acetyl-
CoA zu CO, im Citratzyklus verfiigbar wird. Das Membranpotential weist bei beiden Zell-
typen vergleichbare GréBe auf (Hoischen und Krimer, 1989), es sollte also von beiden zur
Phosphorylierung von ATP genutzt werden konnen, Da der Abbau des Potentials bei
Verstoffwechselung von Glukose jedoch nur bei wachsenden Zellen zu einer deutlichen
Reduktion des cytoplasmatischen ATP-Gehalts fiithrt mul gefolgert werden, daf auch nur
diese Zellen in groflerem Male ATP tber ET-Phosphorylierung bilden. Die Einschrinkung
der ET-Phosphorylierung bei Biotin-limitierten, Glukose-verstoffwechselnden Zellen
konnte auf der oben diskutierten, verminderten Fihigkeit dieser Zellen beruhen, Glukose
vollstiindig zu oxidieren. Wiederum fiir einen Engpass im Citratzyklus Biotin-limitierter
Zellen spricht, daB sie auf den Abbau des Membranpotentials nicht wie die Biotin-versorg-
ten Zellen mit einer drastischen Erhohung der Atmungsaktivitédt, d.h. der Substratoxidation
reagierten.

: Bei Wachstum mit Acetat als C-Quelle kann C. gluramicum nicht vollig auf die ET-
'_Phosphoryliemng verzichten, da die Moglichkeit zur ATP-Synthese iiber Substratketten-

P phosphorylierung, die Glukose-umsetzenden Zellen offensteht, bei Verstoffwechselung von
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Acetat wegfillt. Die Beteiligung der ET-Phosphorylierung an der ATP-Synthese kann bei
Acetat-umsetzenden Zellen jedoch nicht belegt werden, indem die Reaktion des ATP-
Gehalts auf den Abbau des Membranpotentials untersucht wird. Die Potentialabhiingigkeit
der Acetataufnahme mufl notwendigerweise zur Abnahme der ATP-Konzentration dieser
Zellen fithren. Als Nachweis der Nutzung der ET-Phosphorylierung zur ATP-Bildung bei
diesen Zellen kann jedoch angefiihrt werden, dafl die Entkopplung von Zellen, die mit
Acetat gezogen dann jedoch mit Glukose als C-Quelle versorgt wurden, zu einer deutlichen
Reduktion der ATP-Konzeniration fiihrte (Abb.15B). Offensichtlich wird unter diesen
Bedingungen die bei Umsatz von Acetat unabhiingig von der Biotinversorgung verstirkte
vollstindige Oxidation der C-Quelle beibehalten und entsprechend auch ein gréBerer Anteil
des ATPs durch ET-Phosphorylierung gebildet als bei den durchweg mit Glukose gezoge-
nen Zellen.

Nimmt man die vorgestellten Daten zusammen so ergibt sich das folgende Bild der
metabolischen und energetischen Situation von C. glutamicum Zellen wihrend der
Glutamatsekretion: Mangel eines essentiellen, jedoch nicht mit dem zentralen Energie- oder
Kohlenstoffmetabolismus assoziierten Nihrstoffes verhindert das Wachstum und reduziert
so den Verbrauch von Energie- und Reduktionsdquivalenten sowie von intermedidren
Kohlenstotfverbindungen fiir den Aufbau von Zellsubstanz drastisch, Die Fihigkeit zur
vollstindigen Oxidation des Kohlenstoffsubstrats ist auf bisher nicht geklirte Weise
limitiert. Gleichzeitig wird die Geschwindigkeit der Substrataufnahme nur in beschrinktem
MaB reduziert. In dieser Lage mul} es zu einem Anstau der aus dem Substrat gebildeten und
normalerweise fiir das Wachstum benétigten Intermediate kommen, wenn kein zusitzlicher
AbfluB fiir sie besteht. Ein derartiger Abflufl wird offensichtlich durch die Aktivierung des
Glutamatexportsystems erdffnet. Dessen energetische Kopplung erlaubt es, gleichzeitig mit
der Entfernung (berschiissiger Kohlenstoffintermediate aus der Zelle auch zellulire
Energietriiger zo regenerieren.

Die Anwendung des Begriffs des “overflow”-Metabolismus auf die Glutamatsekre-
tion von C. glutamicum erscheint auf Grund der vorgelegten Analyse berechtigt. Ahnlich-
keit zeigt die Uberproduktion von Glutamat am ehesten zur Bildung von Polysacchariden

an

als "overflow”-Produkten, die bei einer ganzen Reihe von obligat aeroben, Gram-negativen

Organismen unter Stickstofflimitierung beobachtet wird (Linton und Rye, 1989). Auch

diese Bakterien kénnen auf die Limitierung nur mit einer offensichtlich ungeniigenden

Reduktion der Substrataufnahme reagieren und nutzen die energicaufwendige Synthese der

Polysaccharide zur Vergeudung iiberschiissiger Energie.

oo Sofort abgeschaltet wurde die Glutamatsekretion von Biotin-limitierten, also prinzi-




wechsel der KohlenstofffluB in den Citratzykius vermindert wurde. Dies konnte durch
Reduktion der Substratautnahme geschehen, etwa durch den vollstindigen Entzug des
Substrats (Abb.16) oder, bei Verstoffwechselung von Acetat, durch Abbau des Membran-
potentials, der treibenden Kraft der Acetataufnahme (Abb.15A). In analoger Weise fiihrt die
Hemmung der Substrataufnahme Biotin-limitierter Zellen durch das SH-Reagenz BPAB
zum Abbruch der Sekretion (Giessen, 1993). Die Glutamatsekretion wurde aber auch unter
anaeroben Bedingungen {Abb.17) und nach Zugabe von DCCD (Abb. 14} sofort eingestellt.
Sauerstoffmangel oder die Einschrinkung der Atmungskapazitiit, die aus der Modifikation
einer Elektronentransportkomponente durch DCCD resultierte, fiihrte zur Bildung von
Laktat und somit zu einer Umlenkung des Kohlenstoffflufles vor Eintritt in den Citrat-
zyklus. Laktat wird von C. gluramicum offensichtlich iber einen effizienten Mechanismus
ausgeschieden, so dall auch unter anaeroben Bedingungen noch ein recht schneller
Substratumsatz erfolgen kann. Da die intrazelluldre Glutamatkonzentration nach Stopp der
Sekretion niemals um mehr als 30% unter dem Wert bei laufender Sekretion lag und zudem
die Verinderung der Sekretionsaktivitit nicht mit einem zelluliren Energieparameter
korreliert war, ist auszuschliefen, daf der Abbruch der Sekretion auf der Erschopfung der
sie treibenden Energiequelle beruhte. Denkbar ist die Existenz eines Mechanismus zur
Regulation der Exportaktivitit. Entsprechend der vorgeschlagenen Funktion des
Sekretionscarriers ist Glutamatexport immer dann unverzichtbar, wenn ein Uberangebot an
Kohlenstoftintermediaten besteht. Wiirde der Export auch weiterlaufen, wenn die
Nachlieferung der Intermediate unterbleibt, so kiime es zu einem volligen Verlust intra-
zelluliiren Glutamats. Durch das beobachtete Abschalten der Sekretion bei gedrosseltem
Kohlenstofffluf} in den Citratzyklus wird dies verhindert.

Von C. Hoischen (1990) ist ein schnelles Abschalten der Glutamatsekretion nach
Zugabe von Biotin zu bis dahin Biotin-limitierten Zellen beschrieben worden. Diese
Beobachtung konnte nicht bestiitigt werden. In dem in dieser Arbeit vorgestellten Experi-
b. 4) ging die Sekretionsaktivitit nach Zugabe von Biotin nur langsam und in dem
Male zuriick, in dem die Zellen das Wachstum wieder aufnahmen. Da C. Hoischen im
Gegensatz zu dem oben besprochenen Regulationsphiinomen niemals eine [00%ige
Reduktion d e i
5 nMol'min'I'mg TG'1 beobachtete, ist davon auszugehen, dal} dies durch nicht optimale

Fermentationsbedingungen, wahrscheinlich durch unzureichende Sauerstoffzufuhr bedingt

ler Sekretion, sondern stets noch eine Restaktivitit von ungefihr

war,

Als Parameter, der in seiner Grofie den jeweils vorliegenden Kohlenstoffflui in den
Citratzyklus abbilden und damit als Regulator der Aktivitit des Glutamatsekretionscarriers
dienen konnte, erschien der Reduktionsgrad des Coenzyms NADP naheliegend. Dieser
‘Hypothese zu Grunde lag die Uberlegung, da C. gluramicum im Fall einer Wachstums-

. limitierung ‘mit einem Uberangebot an Reduktionsiquivalenten fiir den Baustoffwechsel,
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also in Form von NADPH, konfrontiert sein sollte. Da C. gluramicum oftensichilich keine
Transhydrogenase besitzt (Kinoshita und Tanaka, 1972; Valino, 1991), konnen diese
Reduktionsiquivalente nicht der Atmungskette zugefithrt werden. Die Verstirkung des
Glukoseabbaus iiber den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg an Stelle des Pentose-Phosphat-
Weges, die bei Biotin-limitierten Zellen beobachtet wurde (Ishino et al., 1991; K. Sonntag,
persénliche Mitteilung), kann daher als Strategie zur Verminderung der NADPH-Bildung
gedeutet werden. NADP-Reduktion durch die Aktivitdt der Isocitrat-Dehydrogenase im
Citratzyklus ist jedoch bei aerobem Stoffwechsel nicht zu vermeiden. Die Glutamatbildung
durch Glutamat-Dehydrogenase oder Glutamin-Synthetase/Glutamin-Oxoglutarat-Amino-
transferase wiirde in dieser Situation die einzige NADPH-verbrauchende Reaktion
darstellen. Es wire denkbar, daf bei Biotin-limitierten Zellen Kohlenstoffflul} in den Citrat-
zyklus zu einer schnellen, vollstindigen Reduktion des gesamten NADP-Pools fithrt. Ein
hoher Reduktionsgrad des NADPs konnte als Signal zur Aktivierung des Glutamatexport-
carriers dienen.

Diese Hypothese konnte jedoch durch Messung des anabolen Reduktionsgrads
(NADPH/NADP+NADPH) in Biotin-limitierten Zellen nicht bestitigt werden. Der Reduk-
tionsgrad des NADPs lag in Biotin-limitierten Zellen deutlich niedriger als in wachsenden
Zellen (Tab.8). Variationen der Glutamatsekretionsaktivitidt waren nicht mit entsprechenden
Veranderungen des Reduktionsgrads verkniipft (Tab.9). Eine regulatorische Funktion wird
dem Reduktionsgrad von NAD oder NADP in einer Reihe von Fillen zugesprochen, in
denen es zu einer grundlegenden Veriinderung des Stoffwechselmodus eines Bakteriums
kommt. Als Beispicle seien hier der Wechsel von der acidogenen zur solventogenen
Fermentationsphase bei Clostridien (Grupe und Gottschalk, 1992) und die Veriinderungen
des StofffluBes im Zentralstoffwechsel von Enterococcus faecalis bei Wechsel von aeroben
zu anaeroben Kulturbedingungen genannt (Snoep et al., 1992). Die Regulation der Aktivitit
eines Carriers durch NAD bzw. NADH wurde bisher nur fir das Glukose-
Phosphotransferase-System von Escherichia coli beschrieben {Dannelly und Roseman,
1992).
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V.  ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der Mechanismus der Carrier-vermittelten Glutamat-
sekretion Biotin-limitierter Zellen von Corynebacterium gluramicum und die Rolle der

Sekretion im Stoffwechsel untersucht.

1. Die Glutamatsekretion ist energieabhiingig und wird von der Zelle reguliert. Diese

Eigenschaften belegen die Beteiligung eines Transportproteins.

2. Glutamat wird als Anion, offensichtlich durch die Akuvitit eines primdren Transport-
systems exportiert. Ein sekundirer Transportmechanismus konnte ausgeschlossen werden.
Der elektrochemische Gradient des Glutamatanions dient nicht als Triebkraft des Trans-

ports. Kaliumionen oder Protonen werden nicht cotransportiert.

3. Fiir effiziente Glutamatsekretion miissen zwel Voraussetzungen gegeben sein: (i) eine
Wachstumshemmung durch eine Limitation im Baustoffwechsel bei gleichzeitig guter
Versorgung mit Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und (ii) ein veriinderter Membranstatus.
Unter Biotin-Mangel sind beide Voraussetzungen erfiillt. Auch unter Mangelbedingungen,
die keinen Effekt auf den Membranstatus haben, erfolgt Glutamatsekretion, jedoch mit

geringer Effizienz.

4. Biotin-limitierte Zellen von C. gluramicum setzen trotz der Wachstumshemmung die
Kohlenstoffquelle mit hoher Rate um. 50 % des Substrats wird zu Glutamat umgewandelt
und dieses ausgeschieden. Die Fihigkeit zur vollstindigen Oxidation des Substrats ist

vermindert.

5. Der Sekretionscarrier wird reguliert. Unter Bedingungen, die zur Verminderung des
KohlenstofffluBes in den Citratzyklus fiihren, wird der Carrier trotz unveréndert hoher intra-
~ zelluliirer Glutamatkonzentration abgeschaltet. Es konnte gezeigt werden, dall der Reduk-

tionsgrad von NADP oder NAD nicht den regulierenden Parameter darstellt,

6. Im Sinne der Theorie des “overflow”-Metabolismus kann die Glutamatsekretion als

Mechanismus interpretiert werden, der es C. gluramicum erlaubt, Synthese und Verbrauch -
von intermediiiren Metaboliten und Energie zu koordinieren, wenn eine Limitation: im

-Baustoffwechsel das_ W_ac_hg,tum verhindert. '
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