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EINLEITUNG

Glutamat-produzierende Organismen wurden 1957 erstmalig beschrieben (Kinoshita
et al ., 1957) . Es handelt sich dabei um eine Gruppe von nahe verwandten, Gram-positiven,

nicht Sporen-bildenden und unbeweglichen Bakterien, die als Gattung Cor.vnebacterium der

Familie Corynebacteriaceae zusammengefaßt wurden (Kinoshita und Tanaka, 1972).
Corvnebacterium glutamicum (früher Micrococcus glutamicus), C. nielassecola, C . callu-
nae, Brevibacterium flavurn, B . lactofermentunr und B. amrnoniagenes sind einige
bekannte Vertreter dieser Familie . Die früher genutzte 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 für die Glutamatfermentation können Kohlenhydrate und Kohlenwasser-
stoffe dienen. 1992 wurden mehr als 400 000 t L-Glutamat ausschließlich durch die

Fermentation der genannten Bakterien hergestellt . Glutamat findet hauptsächlich in der

Lebensmittelindustrie als Würzmittel und Geschmacksverstärker Verwendung.

1 .1 . Glutamatproduktion durch Corynebacteriunz glutaniicum

Glutamat wird von Wildtypzellen coryneformer Bakterien produziert, jedoch erfolgt

die Produktion erst nachdem die Zellen einer besonderen Behandlung unterzogen wurden.

Es wird angenommen, daß alle, im folgenden näher erläuterten Methoden zur Auslösung

der Glutamatproduktion zu einer Veränderung der physikalischen Eigenschaften der Cyto-

plasmamembran der Zellen führen . Die Biotin-Limitierung der Biotin-auxotrophen Bakte-

rien ist die zuerst entdeckte und wohl bekannteste Methode zur Auslösung der Glutamat-

produktion. Biotin dient carboxylierenden und decarboxylierenden Enzymen als prosthe-

tische Gruppe zur Übertragung aktivierter CO 7-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 Fettsäure-
biosynthese . Biotinmangel hat daher bei C. glutamicurn eine Hemmung der Fettsäurebio-

synthese zur Folge, die sich in einer ungefähr 50%igen Reduktion des Phospholipidgehalts

der Cytoplasmamembran unter Glutarnatproduktionsbedingungen bemerkbar macht

(Takinarni et al ., 1968).

Die Notwendigkeit zur Kontrolle der Biotinversorgung ist dafür verantwortlich, daß

zur Glutamatproduktion ausgelöst durch Biotinmangel nur : Biotin-freie Medienbestandteile
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und Kohlenstoffsubstrate verwendet werden können . Um auch billige, jedoch mit Biotin

verunreinigte C-Quellen wie z .B . Zuckerrohr- bzw . Zuckerrübenmelasse und Stärkehydro-

lysate einsetzen zu können, wurden weitere auch in Anwesenheit eines Überschußes von

Biotin durchzuführende Methoden zur Auslösung der Glutamatproduktion entwickelt . So

führt auch die Anzucht von Glycerin- bzw . Ölsäure-auxotrophen Mutanten unter Glycerin-

bzw . Ölsäuremangel zur Glutamatproduktion (Kikuchi et al ., 1972 ; Kitano et al ., 1972),

wobei ebenso wie bei der Anzucht des Wildtyps unter Biotinmangel eine Verarmung der

Membran an Phospholipiden beobachtet wurde (Kikuchi und Nakao, 1973a,b) . Die

Behandlung der Zellen mit Oberflächen-aktiven Substanzen stellt eine weitere Möglichkeit

zur Auslösung der Glutamatproduktion dar . Erfolgreich eingesetzt werden kationische,

aliphatische Amine wie Dodecylammoniumacetat und Dodecyltrimethylammoniumbromid

(Asahi, französisches Patent, 1964 ; Duperray et al ., 1992), nicht-ionische Detergenzien wie

die Polyoxyethylensorbitan-, Polyoxyethylenglycol- und Saccharose-ester gestättigter Fett-

säuren wie auch diese Fettsäuren selbst (Kinoshita und Tanaka, 1972) . Im Fall der Fettsäu-

ren und ihrer Derivate hängt die Effektivität bezgl . der Glutamatproduktion entscheidend

von der Länge der Kohlenstoffkette ab . Die besten Ergebnisse wurden mit Kettenlängen

von 12 bis 18 Kohlenstoffatomen erzielt . Für 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 Permeabilitätsänderung der Zellmembran durch Integration in die Lipiddoppel-

schicht vorgeschlagen (Duperray et al ., 1992) . Bei Einsatz von Fettsäurederivaten konnte

der Einbau der Fettsäureanteile in die Phospholipide der Cytoplasmamembran nachgewiesen

werden . Der dadurch hervorgerufene Anstieg des Verhältnisses von gesättigten zu unge-

sättigten Fettsäuren in der Membran und eine Hemmung der Phospholipidsynthese werden

für die Auslösung der Glutamatproduktion verantwortlich gemacht (Huchenq et ah, 1984).

Wachstum in Gegenwart von Penicillin führt bei C. glutaricum ebenfalls zu Gluta-

matausscheidung ins Medium (Nunheimer et al ., 1970) . Eine Veränderung der Struktur der

Cytoplasmamembran durch die Penicillinbehandlung ist nicht direkt einsichtig . Der primäre

Angriffsort des Antibiotikums Penicillin ist die Zellwand, wo es die Quervernetzung des

Peptidoglukansakkulus durch Peptidbrücken verhindert . Besonders sensitiv gegenüber

Penicillin sind daher wachsende Zellen, da sie bei Vergrößerung des Zellvolumens und

Zellteilung auf die fortwährende, kontrollierte Aufspaltung und Neubildung dieser Peptid-

brücken angewiesen sind . Die Beobachtung, daß 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, daß neben dem Stoffwechsel der Zellwand auch derjenige der

Zellmembran durch Penicillin beeinträchtigt wird. Weiterhin kann die für Penicillin-behan-

delte Zellen beschriebene Abhängigkeit der Glutamatproduktion vom extrazellulären osmo-



tischen Druck (Kinoshita und Tanaka, 1972) als Hinweis auf einen indirekten Einfluß der

destabilisierten Zellwand auf die Cytoplasmamembran gewertet werden . Die Produktivität

der Zellen steigt mit fallender Osmolarität des Kulturmediums an, also bei verstärktem

Wassereinstrom in die Zellen und verstärkter Membranspannung.

Die beschriebene enge Beziehung zwischen Membranstatus und Glutamatproduktion

wurde in der Literatur vielfach als Argument für die Hypothese gewertet, der zufolge der

Glutamatefflux auf einfacher Diffusion durch eine durchlässig gewordene Zellmembran

beruhen soll (Demain und Birnbaum, 1968 ; Kikuchi und Nakao, 1986) . Es wurde
angenommen, daß es durch den Glutamatefflux zum Absinken der intrazellulären Glutamat-

konzentration kommt, was die Aufhebung der Rückkopplungshemmung von Enzymen des

Glutamatbiosyntheseweges bzw . der Repression ihrer Synthese durch Glutamat und so

dessen kontinuierliche Bildung und kontinuierlichen Efflux ermöglichen könnte . Als

Argument für diese mit dem Stichwort "leak" bezeichnete Modellvorstellung wurde z .B.

die Beobachtung angeführt, daß sich durch Waschen Biotin-limitierter Zellen ein deutlich

höherer Anteil intrazellulärer Aminosäuren aus den Zellen entfernen läßt als bei nicht-

limitierten Zellen (Shiio et al ., 1962). Auf eine detaillierte Analyse der Kinetik des

Effluxprozeßes konnte sich das Modell jedoch nicht stützen.

Den experimentellen Zugang zu Kinetik und Energetik der Glutamatbildung ermög-

lichte erst die Einführung der sogenannten Kurzzeitfermentation (Hoischen und Krämer,
1989) . Durch die Überführung von Zellen im Produktionszustand in frisches Medium

konnte der Effluxprozeß innerhalb kurzer Zeiträume, 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, daß Biotin-limitierte, Glutamat-produzierende Zellen von

Corvsrebacterium glutarnicwn im Vergleich zu Biotin-versorgten Zellen eine nur leicht

erniedrigte interne Glutamatkonzentration und vergleichbare Werte anderer zellulärer und

energetischer Parameter wie z .B . des Membranpotentials und des Kaliumgradienten aufwei-
sen. Zusätzlich fanden sich Hinweise, daß der Efflux energieabhängig und regulierbar ist.

Es wurde daher vorgeschlagen, daß ein spezifischer Glutamatexportcarrier den Gluta-

matefflux Biotin-limitierter Zellen von C . gluramicwn katalysiert . Bei Charakterisierung
von Enzymen des Zentralstoffwechsels von C . glutanricunr konnte auch die durch das

"leak"-Modell postulierte Rückkopplungshemmung der Glutamatdehydrogenase und die

Repression der Synthese von PEP-Carboxylase und Citratsynthase durch Glutamat nicht

belegt ~ weruL.
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Auch die Hypothese, daß der Glutamatefflux durch das unter Produktionsbedingun-

gen in umgekehrter Richtung arbeitende Glutamataufnahmesystem katalysiert wird

(Clement et al., 1984; Clement und Laneelle, 1986), muß vor dem Hintergrund neuerer

experimenteller Daten zurückgewiesen werden . Die Glutamataufnahme erfolgt in C. glu_ta-
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kinase; (13) Succinat-Dehydrogenase ; (14) Fumarase ; (15) Malat-Dehydrogenase;
(16) Phosphoenolpyruvat-Carboxylase + Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase ; (17)
Isocitratlyase ; (18) Malat-Synthase; (19) Acetataufnahmesystem ; (20) Acetat-Kinase;
(21) Phosphotransacetylase; (22) Glutamat-Dehydrogenase ; (23) Glutamin-2-®xogiutarat-
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micum durch einen primären, ATP als Energiequelle nutzenden Carrier (Krämer und

Lambert, 1990) . Die Umkehr dieses ATP-getriebenen Transportes ist aus energetischen

Gründen nicht möglich . Außerdem wird die Expression des Glutamataufnahmesystems bei

C. glutarnicuin durch die Anzucht des Organismus mit Glutamat als einziger C-Quelle indu-

ziert (Krämer et al ., 1990), es ist daher in Glutamat-produzierenden Zellen, denen zumeist

Kohlenhydrate als C-Quelle angeboten werden, nur schwach exprimiert.

Zur Überproduktion von Glutamat bedarf es der kontinuierlichen Nachlieferung des

Glutamats durch den Stoffwechsel . Abbildung I gibt einen Überblick über die an der Bio-

synthese von Glutamat in Corvnebacterium glutamicum beteiligten Reaktionen . Glutamat

wird durch reduktive Aminierung von a-Ketoglutarat, eines Intermediates des Citratzyklus,

gebildet . Seine Synthese ist daher eng an den Kohlenstofffluß im Zentralstoffwechsel

geknüpft . Als Kohlenstoffqueilen zur Produktion von Glutamat können Kohlenhydrate,

z.B. Saccharose, Maltose, Glukose, Fructose, Ribose und Xylose, und eine Reihe anderer

Substanzen wie Acetat, Ethanol und Kohlenwasserstoffe eingesetzt werden (Kinoshita und

Tanaka, 1972 ; Kinoshita, 1985) . Zur Aufnahme der Kohlenstoffsubstrate durch Glutamat-

bildende Bakterien lie gen nur wenige Untersuchungen vor . Far die Glukoseaufnahme wurde

bei C. glutamicum ein PEP-abhängiges Phosphotransferasesystem beschrieben (Malin und

Bourd, 1991), die Acetataufnahme wird im selben Organismus durch einen Protonen-

cotransportierenden, sekundären Carrier vermittelt (Ebbighausen et al ., 1991). Der Umsatz

sowohl von C6- als auch von C5-Zuckern und Gluconat macht deutlich, daß in Glutamat-

bildenden Bakterien der Embden-Meyerhof-Parnas-Weg und der Pentosephosphatweg zum

Abbau von C6- zu C3-Verbindungen beschritten wird . Die Schlüsselenzyme beider Abbau-

wege wurden in Glutamat-bildenden Organismen nachgewiesen (Shiio et al ., 1961 ; Tanaka

et al ., 1959) . Durch die Reaktion der Pyruvatdehydrogenase wird schließlich aus der C3

-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
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Im Citratzyklus konkurriert die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, die a-Ketoglutarat

zu Succinyl-CoA umsetzt, mit den Glutamat-bildenden Enzyme um das gemeinsame

Ausgangssubstrat . Die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase ist ein sehr instabiles und daher nur

schwer nachweisbares Enzym (Shiio und Ujigawa-Takeda, 1980 ; J . Schwinde, persönliche

Mitteilung). Es liegt in Brevibacteriuni flavum mit einer ungefähr 100-fach niedrigeren

spezifischen Aktivität vor als die Glutamat-Dehydrogenase (GDH), die a-Ketoglutarat zu

Glutamat umsetzt . Neben dem letztgenannten Enzym kann die reduktive Aminierung von a-

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 Aktivität des GS/GOGAT-Systems deutlich

niedriger liegt als die der GDH vermag es in GD .1-l-negativen Mutanten, ausreichend Gluta-
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mat für Wachstum und Überproduktion zur Verfügung zu stellen (Börmann-El Kholy et al .,

1993) . Sowohl GDH als auch GOGAT sind NADP abhängige 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

abhängige Isocitrat-Dehydrogenase, entsteht.

An der Auffüllung des Citratzyklus, dem durch Anabolismus und Aminosäure-

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, daß zumindest ein weiteres Enzym, die

PEP-Carboxykinase, diese Funktion ebenfalls ausführen kann (Peters-Wendisch et al .,

1993) . Werden Acetat oder andere als C 7-Körper in den Zentralstoffwechsel eingeschleuste

Kohlenstoffquellen verwertet, so erfüllen die Reaktionen des induzierbaren Glyoxylatzyklus

diese Aufgabe (Shiio et al ., 1959).

1.2. Bakterielle Exportsysteme

In den letzten Jahren vermehrt durchgeführte Untersuchungen zur Ausscheidung von

Substanzen durch Bakterien haben gezeigt, daß in einer Vielzahl von Fällen die Ausschei-

dung genau wie die Aufnahme durch Transportproteine katalysiert wird (Konings et al .,

1992) . Es wurden Exportcarrier für so unterschiedliche Substanzen wie organische Solute,

anorganische Ionen, Antibiotika, Polysaccharide und Proteine identifiziert . Meist ist die

Bedeutung der Exportsysteme für den bakteriellen Metabolismus leicht einsichtig . So

sorgen Exportcarrier bei gärenden Organismen für die Entfernung der Gärungsprodukte aus

dem Cytoplasma (Otto et al ., 1980) . Bakteriozide Substanzen, z .B . toxische, organische

Kationen (Lomovskaya und Lewis, 1992), Schwermetallionen (Nies und Silver, 1989) oder

Antibiotika (Yamaguchi et al ., 1991), die über passiven Einstrom oder als Substrate unspe-

zifisch arbeitender Aufnahmesysteme in die Zellen gelangen, können aktiv wieder nach

außen gepumpt werden . Effluxcarrier für 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+IH+-Antiporter katalysiert wird und der Aufrechterhaltung eines neutralen,

cytoplasmatischen pH-Wertes dient (McMorrow et al ., 1989).

Viele der Transportmechanismen, die für Aufnahmesysteme beschrieben wurden,

finden sich auch bei bakteriellen Exportsystemen . Die Nutzung der elektrochemischen

Gradienten der Transportsubstrate zum Antrieb des Exports, also ein sekundärer Trans-

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



Symport mit Protonen . Es ist einigen Organismen daher möglich, den nach außen 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

Esclzericliia coll (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 Diffusion,
d.h. ein Uniportmechanismus, wurde bisher nur für den Laktatefflux bei Lactobacillus
helveticus beschrieben (Gätje et al ., 1991) . Bei sekundären Transportsystemen wird die

Transportrichtung ausschließlich durch Größe und Richtung der elektrochemischen Gra-

dienten aller beteiligten Substrate bestimmt . Die Richtung ist daher durch entsprechende
Veränderung der Gradienten umkehrbar . Dort wo Aminosäuresequenzen sekundärer

Exportproteine bekannt sind, zeigen sie Homologien zu der großen Gruppe sekundärer Auf-

nahmesystem, die sich strukturell durch zwölf membranspannende c -Helices auszeichnen

(Rouch et al ., 1990; Marger et al ., 1993).

Bei einem primären Transportmechanismus wird der Translokationsschritt durch die

Kopplung mit einer exergonen chemischen Reaktion z .B. der ATP-Hydrolyse angetrieben.

Auch für einen solchen Mechanismus existieren Beispiele unter bakteriellen Exportsyste-
men . Der Cadmiumexport bei Staphylococcus aureus wird durch eine Efflux-ATPase kata-
lysiert, die Ähnlichkeit zu bakteriellen Kaliumaufnahme-ATPasen besitzt (Nucifora et al .,
1989) . Die Mitglieder der als P-Typ- oder E 1 E2-ATPasen bezeichneten Carrierklasse sind

charakterisiert durch große, globuläre, cytoplasmatische Domänen, die die ATPase-Aktivi-

tät tragen, und membranständige Domänen mit bis zu 12 hydrophoben az-Helices, die

wahrscheinlich den Transportkanal bilden (Silver et al ., 1989; Epstein et al ., 1990). Andere
primäre Exportsysteme weisen Ähnlichkeit zu den bakteriellen Bindeprotein-abhängigen

Aufnahmesystemen auf. Hier sind z.B . die Exportsysteme~ia~,~~ 1aE,e ~.exportsyst
w
eme f r Arsenatr-~iSei 'c'ac (Kaur und Rosen,

1992) und sec-unabhängig ausgeschiedene Proteine (Fach 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.

Charakteristisch ist hier der Aufbau aus zwei Membran-ständigen Domänen mit je 5-6 a-

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

et aI ., 1990).

Die Ausscheidung von Aminosäuren wurde bisher nur rn wenigen Fällen zum

Thema genauer mechanistischer Untersuchungen gemacht, obwohl sie eine Voraussetzung

für die industriell in großem Maßstab durchgeführte Produktion der Aminosäuren ist . Da

Aminosäuren wertvolle Nährstoffe sind, die in Bakterien entweder durch spezifische

Transportsysteme aufgenommen oder mit hohem Energieaufwand synthetisiert werden,
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erscheint ihr Export nicht sinnvoll . Naheliegend ist daher die Annahme, daß der

Aminosäureefflux ein für die Zellen unerwünschtes Ereignis ist . Als mögliche Mechanis-

men für den Efflux wurden passive Diffusion oder ein, durch Umkehrung der Gradienten, in

Exportrichtung arbeitendes, sekundäres Aufnahmesystem postuliert (Milner- et al ., 1987;

Konings et al ., 1992) . Tatsächlich läßt sich Diffusion besonders von hydrophoben Amino-

säuren 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) . Aminosäureexport durch ein

Aufnahmesystem konnte bisher noch für kein Beispiel überzeugend nachgewiesen werden.

Für den Effluxprozeß von Isoleucin und Lysin bei Corynebacterium glutamicum konnte

gezeigt werden, daß spezifische, vom Aufnahmesystem für die jeweilige Aminosäure ein-

deutig zu unterscheidende Exportcarrier beteiligt sind (Ebbighausen et al ., 1989 ; S.

Zittrich, 1992 ; Bröer und Krämer, 1991a,b) . Dabei wurde deutlich, daß sich der Efflux des

hydrophoben Isoleucins aus einer Carrier-abhängigen und einer Diffusions-abhängigen

Komponente zusammensetzt . Lysin wird ausschließlich Carrier-vermittelt ausgeschieden.

Der Mechanismus des Exports konnte im Detail aufgeklärt werden . Es handelt sich um

einen sekundären Carrier, der Lysin im Symport mit 2 OH --Ionen exportiert . Sekretion von

Lysin und Isoleucin kann bei Corynebacterium glutamicum nur dann beobachtet werden,

wenn intrazellulär hohe Konzentrationen der Aminosäuren akkumulieren . In den industriell

eingesetzten Produktionsstämmen sind dafür Mutationen verantwortlich, die den Kohlen-

stofffluß zur gewünschten Aminosäure verstärken (Tosaka et al ., 1978 ; Bröer et al ., 1993).

Erhöhte, intrazelluläre Lysin- bzw . Isoleucinkonzentrationen können 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 als Proteinbausteine nicht

aber zur Synthese anderer Metabolite dienen, könnte die Funktion der Exportsysteme darin

bestehen, die intrazelluläre Aminosäurekonzentration zu regulieren.

i.3 . Der "overflow"-Metabolismus

Die in 1 .1 . beschriebenen Manipulationen zur Auslösung effizienten Glutamat-

effluxes bei LVi yiiGU[1Is LGt tGti führeni Corynebakterien führen immer

	

Einschränkung der Vermehrun gs-f1lU1iGimmer auchh zu einer Einschränkung der

der Zellen . Fermentationen der Organismen zur Produktion von Glutamat werden

daher nur. in Batchkulturen durchgeführt, die durch zwei distinkte Phasen gekennzeichnet

sind: In der ersten Phase werden die Kulturen bis zur gewünschten Zelldichte angezogen, in

der zweiten Phase erfolgt dann die Glutamatproduktion durch die stationären Zellen .



Eine Kopplung von Produktbildung und Wachstumslimitierung, wie sie bei der

Glutamatproduktion beobachtet wird, tritt auch bei anderen Fällen bakterieller Metabolit-

überproduktion auf. Am besten untersucht ist dies für Klebsiella aerogenes, Bacillus subtilis
und Escherichia co1i, die in kontinuierlicher Kultur unter aeroben Bedingungen immer dann

unvollständig oxidierte Abbauprodukte der C-Quelle in das Kulturmedium ausscheiden,

wenn das Wachstum der Zellen nicht durch die C-Quelle, sondern durch andere Nährstoffe

wie Stickstoff, Kalium, Magnesium, oder Sulfat limitiert wird (Neijssel und Tempest, 1979;

Tempest und Neijssel, 1987) . An Stelle der ausschließlichen Bildung von CO ) und neuen
Zellen unter Kohlenstofflimitierung, können bei Überschuß der C-Quelle eine ganze Reihe

von organischen Säuren (z .B . Pyruvat, Acetat, a-Ketoglutarat oder Gluconat) oder Exo-

polysaccharide produziert werden . Auch anaerobe Chemostatkulturen bilden unter
Kohlenstoffüberschuß häufig Fermentationsprodukte in größerem Umfang und mit

größerem Spektrum als unter Kohlenstofflimitierung (Teixeira de Mattos und Tempest,

1983) . Die Überproduktion von MetaboIiten ist mit einer verminderten Wachstumseffizienz

der Zellen verbunden . Dies spiegelt sich in erniedrigten Zellerträgen bezogen auf den Ver-

brauch von C-Quelle und (unter aeroben Bedingungen) Sauerstoff wieder . Zusätzlich setzen
einige Organismen die C-Quelle bei Kohlenstoffüberschuß schneller um als bei Kohlen-

stofflimitierung.

Der Begriff des "overflow"-Metabolismus beschreibt das Verhalten von Zellen, die,

wie oben erläutert, eine angebotene C-Quelle nur unvollständig 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 überproduzierten Metaboliten wird sowohl durch die gewählten KuItur-

parameter als auch durch die besonderen Eigenschaften des jeweili gen Organismus
bestimmt. Neben einem Überangebot des Kohlenstoffsubstrates sind die Art der C-Quelle

und des Nährstoffs, der zur Wachstumslimitierung der Kultur eingesetzt wird, von Bedeu-

tlang Letzterer bestuim mt den metabolischenol ische" Eni:iYgp
aR

, auf d en der r Oirganismu, entsprechend- . _Jvr ..i ~+iauiii den

	

~~f0.1J
f den

	

Organismus

der Eigenarten seines Metabolismus mit der Akkumulation eines Metaboliten reagiert.

Schlechte Regulation des Aufnahmesystems für die Kohlenstoffquelle unterstützt die
Akkumulation . Unverzichtbare Voraussetzung für die Überproduktion ist weiterhin, daß der

gebildete Metabolit über die CytopIasmamembran in das extrazelluläre Medium gelangen

kann. Explizite Untersuchungen zu Effluxmechanismen von "overflow"-Metaboliten

existieren nicht . Es ist daher unklar, ob der Efflux durch einfache Diffusion oder durch ein

Transportsystem katalysiert erfolgt.

Die Analyse der energetischen und metabolischen Konsequenzen einer Limitierung

im Baustoffwechsel ist Grundlage für Überlegungen, 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 Energiefluß für ein
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aerobes Bakterium bei unlimitiertem und limitiertem Wachstum skizziert . Bei ungehemm-

tem Wachstum sind Katabolismus und Anabolismus strikt miteinander verknüpft . Die durch

den Katabolismus verfügbar gemachten Metabolite, die Energie- und Reduktionsäquivalente

werden für den Anabolismus verbraucht . Uberträgermoleküle wie Acetyl-CoA, die

Pyridine- und Adeninnukleotide werden auf diese Weise regeneriert . Eine Speicherung von

Reduktionskraft und Energie auf der Ebene der Überträgermoleküle ist auf Grund ihrer

geringen Poolgröße nicht möglich . Aktivität des Katabolismus bei gleichzeitiger Hemmung

des Anabolismus, also eine Entkopplung der beiden, ist daher abhängig davon, ob der

Organismus über andere Möglichkeiten zur Regeneration der Überträgermoleküle verfügt.

So könnte die unter einer Reihe von Limitierungen häufig beobachtete Bildung von Acetat

den Bakterien dazu dienen, den zyklischen Umsatz des Coenzym A aufrechtzuerhalten und

sich gleichzeitig nicht benötigter intermediärer Metabolite zu entledigen . Im Fall der

Produktion von Exopolysacchariden konnte gezeigt werden, daß der Energiegewinn bei

Wachstum

Reduktlons8qulvalente
(NADId, NADPf-€)

ETP

Substrat -4> KotabollsmusSKP--t ;,.Energie (ATP) -	

Anabolismus

Synthese von Monomeren

Polymeren

Zellsubstanz

lntermedlare Metabolite

Wachstum Isrrtitiert

vom Wachstum entkoppelter

Stoffwechsel

Metabolltuberproduktion

'futile cycles'

Entkopplung von ET und

ATP-Synthese

Abb.ii

Kohlenstoff- und Energiefluß eines aeroben Bakteriens
limitiertem (B) Wachstum (Limitation im Anabolismus)

SKP: .Substratkettenphosphorylierung
ETP: Elektronentranspot tphosphoryiierung

bei ungehemmtem (A) oder



Bildung der Saccharidmonomere durch den Energieaufwand bei Synthese der Polymere aus

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

produktion also die Dissipation von Kohlenstoffquelle und Energie, wenn das Kohlenstoff-

substrat über die Bedürfnisse der Zellbiosynthese hinaus aufgenommen wird . Eine gänzlich

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 unerwünschte 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 erhöh-

ter Energieaufwand für die pH-Homöostase nach Entkopplung der oxidativen Phosphorylie-

rung (Neijssel, 1977) sind hier zu nennen. Eine Verstärkung der ATP-Bildungsrate

erreichen die Zellen unter diesen Bedingungen durch höheren Glukoseumsatz und die

Oxidation der Glukose zur Gluconat über eine membranständige, Pyrrolochinidinchinon

(PQQ) als prosthetische Gruppe tragende Glukoseoxidase (Van Schie et al ., 1985). Dieses

Enzym speist die Elektronen 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 fair das Verständnis bakterieller Metabolitüberproduktion ist die

Vorstellung des "overflow"-Metabolismus überaus hilfreich . Die Analyse einzelner Bei-

spiele zeigt jedoch, daß mit diesem Begriff eine ganze Reihe von mikrobiellen Reaktionen

auf Stoffwechsellimitationen zusammengefaßt sind, die sich in ihrer metabolischen und

energetischen Bedeutung für den jeweiligen Organismus deutlich unterscheiden . Es muß
daher in jedem Fall die Bedeutung der Limitation für Metabolismus und Energetik und der

Ausweg, der sich dem Organismus in der Überproduktion von Metaboliten eröffnet, neu

analysiert werden.

1 .4 . Ziel der Arbeit

Die primäre Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die Aufklärung des Mechanismus

der Carrier-vermittelten Glutamatsekretion bei Biotin-limitierten Zellen von Corynebacte-
rium glutamicuin . Es wurde zum einen die Bedeutung des Zusammenspiels von

Wachstumslimitierung und Membranveränderung für die Auslösung der Glutamatsekretion

analysiert . Zum zweiten sollte über die Charakterisierung des ener getischen Zustands von

Zellen im Produktionszustand und dessen Manipulation die zum Antrieb der Sekretion

genutzte zelluläre Energiequelle identifiziert werden . Die erhaltenen Daten werden in

Hinblick auf die Theorie des "overflow"-Metabolismus diskutiert .
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Wenn nicht extra angemerkt wurden die Experimente mit dem Wildtyp durch geführt . ..

1I .1 . Chemikalien

II . MATERIAL UND METHODEN

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

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

Sigma, St . Louis, USA

	

CCCP

Valinomycin

Nigericin

DCCD

TNT

Luciferin/Luciferase

Amersham International

	

[U- 14C]-Acetat

[U- 14C]-Benzoat

[C 14 ] Methylamin-Hydrachlorid

Inulin-[ 14C]-carboxylsäure

3H20

Rubidium-86

NEN

	

Tetra-[ 14C]-phenylphosphoniumbromid

- C. glutamicum ATCC 13032: Wildtyp

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

vom Wildtyp abgeleitet; Die Auxotrophie beruht auf einem Defekt der Isopropyl-

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

C. glutamicum Nr . 9910 und Nr . 9087 : Stämme der Kyowa Hakko Kogyo Co . Ltd .,

Chiyoda-ku, Tokyo 100, Japan . Die Stämme wurden durch Selektion auf Glutamat-

bildung in Anwesenheit eines Biotinüberschußes erhalten.

I1 .2 . Organismen

Es wurden folgende Stämme von Corynebacterium glutamicum verwendet:



11 .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

gewünschten Konzentrationen zugesetzt wurde.

Mineralsalzmedium I (modifiziert nach Kase und Nakayama 1970

(NH4)2SO4 5 g/l
Harnstoff 5 all
KH2PO4 2 011
K2HPO4 x 3 H70 2 gll
MgSO4 x 7 H20 0,25 g/l
FeSO4 x 7 H70 0,01 g/1

MnSO4 x H2 0 0,01 g/I
CaCI2 x 2 H7 0 0,01 g/l
Spurenelementlösung 3 rnlll

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

3purenelementlösun6

ZnSO4 x 7 H70 10 mg/1
H3B03 30 mg/1
CoC12 x 6 H60 20 mg/I
CuSO4 x 5 H7O 0,9 mg/l

NiC17 x 6 H 7O 2 mg/I
Na7MoO4 x 2 H20 3 mg/1

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.

Acetat als C-OueIle

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

erfolgte • entweder durch Verstärkung des Kaliumphosphatpuffers (150 mM) oder durch

Zugabe von 180 mM MOPS . Acetat wurde in einer Konzentration von 20 gil zugesetzt .
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11.4. Kulturbedingungen

Kulturgefäße

Die Anzucht von Corvnebacterium glutanaicum erfolgte in 500 ml Erlenmeyerkolben mit

zwei seitlichen Schikanen . Als normale Füllmenge wurden 100 ml Kulturmedium einge-

setzt . Im Falle von Wachstumsuntersuchungen wurde diese zur Gewährleistung einer

optimalen Belüftung auf 70 ml reduziert.

Inkubation

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

Stammhaltung

Als Vorkulturen für die Anzucht von C . glutarnicutn wurden auf Mineralsalzmedium mit

10 µg/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.

WachstumvonBakterienkulturen

Das Wachstum einer Bakterienkultur wurde verfolgt durch Bestimmung der optischen

Dichte der Kultur bei 600 nm (OD 600) in einem Spectrophotometer (Novospec II, Pharma-

cia LKB) mit Wasser als Referenz. Durch Trockenge .vichtsbestimmungen gewaschener

Zellen wurden folgende Konversionsfaktoren für die Beziehung Zelltrockengewicht!OD 600
ermittelt :

	

-Exponentiell wachsende Kultur : 0,36 mg TG ml-IIOD 1

-Auf Grund von Biotinmangel stationäre Kultur: 0,34 mg TG m1 - 11OD I

11 .5 . Kurzzeitfermentation

Zur Analyse von Stoffumsatz- und Produktbildungsraten bei verschiedenen Zell-

typen wurde das experimentelle System der Kurzzeitfermentation (Hoischen und Krämer,

1989) verwendet . Dazu wurden die Zellen in der jeweils interessierenden Wachstumsphase

geerntet, . gewaschen und erneut resuspendiert . Die Zeltdichte in der Kurzzeitfermentation

und die Zusammensetzung des zur Resuspension verwendeten Mediums konnten so frei



gewählt werden . Wenn nicht anders vermerkt, wurde auch in der Kurzzeitfermentation das

Mineralsalzmedium I benutzt . Das Angebot der C-Quelle wurde mö glichst niedrig gewählt,

so daß die enzymatische Bestimmung der C-Quelle im Medium mit hoher Genauigkeit

erfolgen konnte und es gleichzeitig im Verlauf des Experimentes nicht zu vollständigem

Verbrauch der C-Quelle kam . Wurde zusätzlich auch die Atmungsrate der Zellen gemessen,

so war die maximal einsetzbare ZelIdichte durch den Meßbereich der Sauerstoffelektrode
begrenzt. In der Kurzzeitfermentation wurde die Belüftung der Zellsuspension durch

Rühren (650 rpm) mittels eines Magnetrührers gewährleistet.

Für Untersuchungen an wachsenden Zellen wurden Kulturen verwendet, die in

Anwesenheit eines Überschußes von Biotin (200 ig/l) bis zu einer Zelldichte von

OD600=4-10 herangezogen wurden . Glutamat-sekretierende Zellen wurden nach Ein-

stellung des Wachstums durch Verbrauch des angebotenen Biotins (0,5-1,0 jig/l) und nach

Akkumulation von mindestens 5 mM Glutamat im extrazellulären Raum in die Kurzzeit-
fermentation transfen-iert.

11.6 . Silikonölzentrifugation

Die Trennung von Zellen und extrazellulärem Medium sowie das gleichzeitige,

sofortige Abstoppen des Stoffwechsels der Zellen erfolgte durch die Siliconölzentrifugation

(Klingenberg und Pfaff, 1967) . Dazu wurden zu definierten Zeiten entnommene Proben

einer Zellsuspension in Reaktionsgefäße mit übereinanderliegenden Schichten von 30%iger

Perchlorsäure und Siliconöl überführt und diese Gefäße anschließend zentrifugiert . Auf
Grund der Dichteunterschiede zwischen Kulturmedium und Zellen verbleibt das Kultur-

medium auf der Siliconölschicht, während die Zellen schnell durch die 01- in die Perchlor-

säureschicht wandern, wo sie sofort inaktiviert werden . Die so erhaltenen zellfreien Kultur-
überstände wurden direkt zur Bestimmung

YJ der extrazellulären KonzentrationenVV41II 11YY14}

	

der

	

♦,.i
ver

-

schiedener Metabolite und Mess-Sonden (s . 1I .9. und 11 .10 .) eingesetzt . Zur Ermittlung der

intrazellulären Konzentrationen der genannten Substanzen wurden diese aus den Zell-

sedimenten der Siliconölzentrifugation extrahiert . Die erhaltenen wässrigen Extrakte dien-

ten dann ebenfalls als Proben für die jeweiligen Nachweistests.

Durchführung der Silikonölzentrifugation

Vorbereitung der Silikonölröhrchen: Bestückung von Beckmann-Reaktionsgefäßen

(300 µl) mit 30 µI 20% Perchlorsäure und 65 j.l Silikonöl, spezifische Dichte

d=1,03 oder 1,04, je nach Dichte des benutzten Kulturmediums

Probenvolurnen: 100 oder 200 µl Zellsuspension pro Röhrchen
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- Mehrfachbestimmung : je 3 Silikonölröhrchen pro Meßpunkt

Zentrifugation : 30 Sekunden in einer Beckmann Microfuge bei maximaler

Geschwindigkeit

Extraktion der Zellsedimente für die Bestimmun g intrazellulärer Metabolite

Überführung der Zellsedimente und der gesamten Perchlorsäurephase in 750 p1

Reaktionsgefäße durch Durchtrennung der Röhrchen in der Siliconölschicht

Extraktion noch zeilgebundener Metabolite durch Beschallung im Ultraschallbad

(5 Minuten)
Zugabe von 10111 Siliconöl d=1,07 zur Erhöhung der spezifischen Dichte des mitge-

schleppten Siliconöls

Neutralisation und Pufferung der Extrakte durch Zugabe von 25 tl 5 M KOH und

1 M Triäthanolamin

- Präzipitation von Kaliumperchlorat auf Eis

- Zentrifugation der Extrakte (Eppendorf-zentrifuge, 14 000 Upm, 5 Minuten) zur

Sedimentation von Zellfragmenten, Kaliumperchlorat und Silikonöl

Extraktion der Zellsedimente für die Ermittlun g der zellassoziierten Mengen radioaktiv-

markierter Mess-Sonden

- Überführung der Zellsedimente und der gesamten Perchlorsäurephase in Eppendorf

Reaktionsgefäße (1,5 ml)

- Zugabe von 750 µl H70

- Resuspension der Zellsedimente

Extraktion noch zellgebundener Substanzen durch Beschallung im Ultraschallbad

(5 Minuten)

- Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge, 14000 Upm, 5 min)

11.7 . Bestimmung des cytoplasmatischen Volumens einer Zellsuspension

Kenntnis des cytoplasmatischen Volumens einer Zellsuspension ist die Voraus-

setzung zur Berechnung von intrazellulären Metabolitkonzentrationen . Die Messung der

internen Räume erfolgte mit Hilfe von zwei, mit unterschiedlichen Isotopen radioaktiv

markierten Sonden (Rottenberg, 1979 ; Kashket, 1985), von denen die eine die Cytoplas-

mamembran der Zellen durchdringen kann ( 3H2O), die andere jedoch nicht (Inulin-[ 14C]-

carboxylsäure) . Nach Inkubation eines Aliquots einer Zellsuspension mit diesen Sonden



wurde die Suspension einer Silikonölzentrifugation unterzogen . Dadurch erreicht man im

Zeltsediment der Silikonölröhrchen eine starke Erhöhung des Verhältnisses von intrazellu-

lärem zu extrazellulärem Raum im Vergleich zur Zellsuspension . Im Zellsediment wurde

die vorhandene Menge der beiden Sonden durch SzintiIlationszählung bestimmt . Aus diesen

Werten lassen sich, mit Hilfe der eingesetzten Volumenaktivitäten der Sonden, die von den

beiden Substanzen im Zellsediment eingenommenen Räume berechnen . Dabei zeigt die

membrangängige Sonde das Gesamtvolumen, die membranimpermeabele Sonde nur das

extrazelluläre Volumen des Zellsedimentes an. Das intrazelluläre Volumen berechnet sich
als Differenz dieser beiden Räume.

Für wachsende Zellen von Corynebacteriunz gluraricunt wurden intrazelluläre

Räume von 2,0 ± 0,2 1111mg TG, für biotinlimitierte Zellen von 1,6 ± 0,2 gllmg TG gefun-
den. In den Sedimenten der Silikonölzentrifugation betrug das Verhältnis von extrazellulä-

rem zu intrazellulärem Raum ungefähr 2:1.

Durchiiihrung

- Volumenaktivität der Sonden im Raumbestimmungsansatz:

3H' O : ca. 100 KBq/ml

Inulin-[ 1 4C]-carboxylsäure : ca . 25 KB q/ml

- Probenvolumen: 500 jal Zellsuspension, 0D 600=5-20
- 1,5minütige Inkubation der Zellsuspension mit den Sonden bei Raumtemperatur

Silikonölzentrifugation : 5 x 100 µl
- Exakte Bestimmung der eingesetzten Volumenaktivitäten der Sonden:

Auszählung der Radioaktivität in 20 pil Aliquots der Überstände in einem Flüssig-

Szintillationszähler (Rackbeta 1214, LKB) nach einem Programm für Doppel-

marlder,ngenx rsri ~.ia

- Extraktion der Sedimente der Silikonölzentrifugation wie unter (11 .6 .) beschrieben

- Bestimmung der Sondenmengen im Sediment der Silikonölzentrifugation:

Auszählung der Radioaktivität in 650 1xl Aliquots der Extrakte (Gesamtvolumen:
780 ptl)

Berechnung des intrazellulären Volumens

Zu messende Größen

VA 3H

	

: Volumenaktivität des 3H20, [dpm4il]

VA 14C

	

Volumenaktivität des [ 14C]-Inulin, [dprnlill]

I7



- 3HSed 3H-Radioaktivität in 780 µ1 extrahierten Sediments,

[dpmIl00 µl Zellsuspension]

-

	

14CSed : 14C-Radioaktivität in 780 µl extrahierten Sediments,

[dpmIl00 µl Zellsuspension]

Zu berechnende Größen

- Vaesamt = 3HSed/VA 3H

Vextern

	

= 14CSed/VA 14C

Vintern

	

- Vgesamt - Vextern

-
Vgesamt Gesamtvolumen des Sediments, [p .11100 p.1 Zellsuspension]

- Vextern Extrazelluläres Volumen des Sediments, [µ11100 p.1 Zellsuspension]

-
Vintern Intrazelluläres Volumen des Sediments, [p.11100 µl Zellsuspension]

II .8 . Berechnung intrazellulärer Metabolitkonzentrationen

Bei bekanntem, intrazellulärem Volumen einer Zellsuspension konnten intrazelluläre

Metabolitkonzentrationen berechnet werden, indem der Quotient aus zellassoziierter Meta-

bolitmenge (pro x p.1 Zellsuspension) und intrazellulärem Volumen (pro x µl Zellsuspen-

sion) gebildet wurde . Lag der Metabolit, dessen intrazelluläre Konzentration zu berechnen

war, auch im externen Medium vor, so mußte die im Sediment der Siliconölzentrifugation

vorgefundene Metabolitmenge um die durch das extrazelluläre Volumen im Sediment einge-

führte Menge korrigiert werden . Bei Bestimmung des intrazellulären Glutamat-Pools von

Carynebacter-iurn glutarnicurn wurde diese Korrektur erst bei externen Glutamatkonzentra-

tion � 10 mM vorgenommen . Unterlassung der Korrektur bei niedrigeren externen Konzen-

trationen führt auf Grund des hohen intrazellulären Glutamat-Pools von Carynebacterium

glutamicum nicht zu einem signifikanten Fehler der Bestimmung.

11.9 . Messung des Membranpotentials

Zur Ermittlung des elektrischen Potentials über der Cytoplasmamembran von C.

glutarnicunn wurde das lipophile Kation TPP+ als Sonde eingesetzt (Rottenberg, 1979;

Kashket, 1985) . Diese Sonde vermag die Cytoplasmamembran von Zellen zu durchdringen

und wird in Anwesenheit eines elektrischen Potentials über dieser Membran (innen negativ)

auf Grund seiner positiven Ladung im Innern der Zellen akkumuliert . lm Gleichgewicht



entspricht das chemische Potential der Sonde dem elektrischen Potential über der Membran,

und letzteres kann mit Hilfe der experimentell bestimmbaren intra- und extrazellulären

Sondenkonzentration berechnet werden.

AT = - 2,303 RT log ([TPP+in]1[TPP+eX])

Voraussetzung für eine genaue Bestimmung des Membranpotentials ist der Einsatz der

Sonde in sehr niedriger Konzentration, so daß der Abbau des zu messenden Membranpoten-

tials durch die Äquilibrierung der Sonde vernachlässigbar gering ist . Diese Voraussetzung
wurde erfüllt, indem radioaktiv markiertes TPP+ mit hoher spezifischer Aktivität verwendet
wurde. Die Bestimmung der intra- und extrazellulären TPP+-Konzentrationen erfolgte dann

0 .05

	

0 .5

	

5.0

	

50,0

	

500.0

externes Ka€Etim [mM1

Abb. 1

Eichkurve zur Korrektur der Membranpotentialbestimmung mit TPP + als Sonde

Die All'-Messung mit TPP+ () und Rubdium-86 (0) wurde in Anwesenheit von 25 uM
Valinomycin bei externen Kaliumkonzentrationen von 50 jiM bis 300 mM durchgeführt . Es
wurden Biotin-limitierte, in Puffer (50 mM Mes /cris, 10 mM NaCl, 5 % Glukose, pH 8,5)
gewaschene und .resuspendierte Zellen eingesetzt .
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über Szintillationszählun g bei niedriger chemischer Konzentration an TPP+ .

Sein lipophiler Charakter ist dafür verantwortlich, daß TPP + stark an Membranen

bindet . Durch Messung der Menge zellassoziierten TPP +s wird daher die intrazelluläre

TPP+-Konzentration überschätzt . Eine Korrektur der TPP ¢-Meßwerte wurde durch Ver-

gleich von A P-Messungen mit TPP+ und Rubidium-86 als Sonden vorgenommen.

Rubidium, das von vielen Kaliumtransportsystemen und -ionophoren als Substrat akzeptiert

wird, zeigt keine Bindung an zelluläre Strukturen . Es vermag analog zu TPP+ , ein

Membranpotential anzuzeigen, wenn die Membran zuvor durch Einbau von Valinomycin

für Kalium und Rubidium permeabel gemacht wurde . Potentiale unterschiedlicher Größe

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 TPP+-Meßwerte. Im

Bereich niedriger Meßwerte weist die AW-Messung generell einen großen methodischen

Fehler auf. Stark erniedrigte Meßwerte wurden daher als -50 mV angegeben.

Durchführung

Verwendete Sonden:

1.

	

[ 14C]-TPP+- Bromid: 710 MBq/mMol

Konzentration im Ansatz: 7,8 JIM, 5,5 KBglml

2.

	

Rb+-86-Chlorid : 45 MBglmMol

Konzentration im Ansatz: 100 p .M, 4,5 KBq/ml

Probenvolutnen : 500 pal Zellsuspension 0D600=5-20

Eichkurve : + 25 paM Valinomycin

1,5minütige Inkubation der Zellen mit der Sonde bei 30°C, Belüftung der Zellen

durch Rühren

Silikonölzentrifugation : 3 x 100 pal

Szintillationszählung:

1. 3 x 50 pal Überstand der Silikonölzentrifugation

2. 3 x 50 pal Zellsuspension

Berechnung des Membranpotentials

Zu messende Größen

VAaesamt

	

: Radioaktivität des Gesamtansatzes der Zellsuspension



VAextern

- Vintern

: Radioaktivität im Überstand [dpmI100 } l]

= Extrazelluläre Volumenaktivität der Sonde

Intrazelluläres Volumen [ju ll00 W. Zellsuspension]

Zu berechnende Größen

Aintern

	

= VAgesamt-VAextern
- VAintern - Aintern/Vintern
- AT = - 2,303 RT log (VA.internlVAextern)

Aintern

	

Zellassoziierte Radioaktivität [dpmI100 1 Zellsuspension]

- VAintern Intrazelluläre Volumenaktivität der Sonde [dpmlil]
AT

	

: Membranpotential [mV]

11 .10 . Bestimmung des pH-Gradienten

Auch der pH-Gradient über der Cytoplasmamembran von C. glutanricuin 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 Säure (pH in>_pHeX, ApH>_0) oder eine schwache Base als Sonde
(pHin <_pH ex , ApH<_0) verwendet . Die ungeladenen und damit lipophilen Formen dieser
schwachen Säure bzw . Base können die Cytoplasmamembran passieren . Liegt ein positiver
bzw . negativer pH-Gradient über der Membran vor, so wird die durch Diffusion in die Zelle

gelangte, ungeladene Form der Säure verstärkt deprotoniert bzw . die der Base protoniert.

Da die Membran für die geladenen Formen der Sonden undurchlässig ist, kommt es zur

Akkumulation dieser Formen im Cytoplasma . Das Ausmaß der Akkumulation wird

bestimmt durch die Größe des pH-Gradienten.

Im Gleichgewicht gilt

[HSin] _ [HSex ]

[S in]I[S ex] m [H-l-ex ]f[H+in ]
bzw.

[Bin] = [Bex ]

lEH1ex1/[BHL' in]

	

[H+exXH+inl

Liegt der extra- und intrazelluläre pH-Wert mehr als eine Einheit über bzw . unter dem pKs-

Wert der schwachen Säure bzw . Base so gilt näherungsweise für interne und externe

Sondenkonzentrationen :



[S- ]

	

[S -] + [SH]

	

= [Sgesamt]

[BH+]

	

[BH+] + [B]

	

[Besamt]

Entsprechend kann das Verhältnis der Konzentrationen der geladenen Sonden im internen

und externen Raum und somit auch das Verhältnis von internem zu externem pH durch die

Messung der Gesamtkonzentrationen der Sonden (protoniert und unprotoniert) ermittelt

werden . Nur diese Gesamtkonzentrationen sind der Messung zugänglich.

Alle ApH-Messungen wurden stets mit beiden Sonden durchgeführt . Zur Korrektur

der intrazellulären Sondenkonzentrationen gegen mitgeschleppte extrazelluläre Sonde und

an Zellstrukturen gebundene Sonde wurde auch je eine ApH-Messung an Zellen vorge-

nommen, deren pH-Gradient durch Zusatz der lonophore CCCP und Nigericin abgebaut

worden war.

Durchfiihrung

- Verwendete Sonden:

1. [ 14C]-Benzoat : pKS = 4,3 ; Verwendung bis pHex5,3 ; 2,04 GBq/mMo1;

Konzentration im Ansatz: 9,8 µM, 20,0 KBglml

2. [ 14C]-Methylamin : pKs = 9,3 ; Verwendung bis pH eX8,3 ; 2,07 GBq/mMol;

Konzentration im Ansatz: 8,0 µM, 16,6 KBq/ml

Korrekturansatz : + 20 ttM CCCP, 20 pM Nigericin

- Probenvolumen : 500 p.1 Zellsuspension, OD600 - 5-20

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

-

	

Siliconölzentrifugation: 3 x 100 Ill

Aufarbeitung der Zelisedimente wie unter 11 .6 . beschrieben

Szintillationszählung:

1. Überstände: 3 x 50 µl

2. Extrakte der Zellsedimente : 3 x 650 p.1

Berechnung

Zu messende Größen

VAextern

	

extrazelluläre Volumenaktivität [dpmlµl]

A

	

M

	

Radioaktivität in 780 !Al extrahierten Sediments, Meßansatz,untern,

bzw .



- Aintern,K

- Vintern

: Radioaktivität in 780 ul extrahierten Sediments, Korrekturansatz,

[dpm/100 µl Zellsuspension]

Intrazelluläres Volumen [µ11l00 µl Zellsuspension]

Zu berechnende Größen

VAintern

	

- [Aintern,M - Aintern,K + (Vintern x VAextern)]lVintern
ApH

	

= pHin-pHex - log([H+] exl[H+]in)

- ApH = log(VAinternlVAextern) (schwache Säure)

ApH

	

= log(VAextemNAintern) (schwache Base)

-
VAintern Intrazelluläre Volumenaktivität [dpmlµl]

ApH

	

: pH-Gradient

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

1I .11 .1 . Glutamatbestimmung

Die GIutamatbestimmung 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, eingesetzt . Letzteres Enzym überträgt die aus der oxidativen Deaminierung des

Glutamats stammenden Reduktionsäquivalente auf Jodnitrotetrazolium-Violett unter Bil-

dung eines gefärbten Formazans.

Reaktionsprinzip :

1

Glutamat + NAD+ a-Ketoglutarat + NADH + H + + NH 3

7

NADH + INT -

	

> Formazan + NAD

1:Glutamat-Dehydrogenase

2: Diaphorase

-

	

Photometrischer Nachweis des gebildeten Formazans bei 492 nm

- Meßbereich: 2-20 µM im Testansatz

bzw .



11 .11 .2 . Glukosebestimmun g

Glukosekonzentrationen im Kulturüberstand wurden mit Hilfe der Testkombination

für D-Glukose der Firma Boehrin ger ermittelt.

Reaktionsprinzip :

1

D-Glukose + ATP Glukose-6-P + ADP

7

Glukose-6-P + NADP + 6-Phosphogluconat + NADPH

1 : Hexokinase

+ H+

2: Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

-

	

Photometrischer Nachweis des gebildeten NADPHs bei 340 nm

Meßbereich : 7-92 p.M im Testansatz

II .11 .3. Acetatbestimmung

Die Essigsäure-Testkombination der Firma Boehringer wurde zum quantitativen

Nachweis von Acetat eingesetzt.

Reaktionsprinzip :

1

Acetat + ATP + CoA Acety l-CoA + AMP + PP i

2

Acetyl-CoA + Oxalacetat Citrat CoA

3

Malat + NAD+ Oxalacetat + NADH + H+

1: Acetyl-CoA-Synthetase

2: Citrat-Synthase

3: Malat-Dehydrogenase
Nachweis von Acetat über die photometrische Bestimmung des in der vorge-

schalteten Indikatorreaktion (Malat-Dehydrogenase) gebildeten NADHs bei 340 nm

Meßbereich: 5-77 tM im Testansatz



II .11 .4 . Laktatbestimmung

Auch zum Nachweis von Laktat wurde eine Testkombination der Firma Boehringer

eingesetzt .

Reaktionsprinzip :

1

L-Laktat + NAD+ Pyruvat + NADH + H+

2

D-Laktat + NAD+ Pyruvat + NADH + H +

1:L-Laktat-Dehydrogenase

2: D-Laktat-Dehydrogenase

Photometrische Bestimmung des NADHs bei 340 nm

- Meßbereich : 10-100 tM im Testansatz

II . 11 .5 . cx-Ketoglutaratbe stimmu ng

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 Überschußes an Ammonium liegt das

Gleichgewicht der Reaktion auf Seiten des Glutamats.

- Reaktionsprinzip :

1
7J_~

	

AT A TYY

	

+cz-I~etog S~utarat + 1V tivrx + NH4 Glutamat + NAD¢ + H20

1 : Glutamat-Dehydrogenase

- Photometrischer Nachweis der NADH-Abnahme bei 340 nm

Meßbereich : 10-120 p.M im Testansatz

11.12 . Bestimmung der intrazellulären Kaliumkonzentration

Die. quantitative Bestimmung von Kaliumkonzentrationen wurde über Atomabsorp-

tions-Spektrometrie von der Zentralabteilung für chemische Analysen des Forschungszen-

trum Jülich durchgeführt . Während für Messungen extrazelluiärer Konzentrationen die zell-
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freien Überstände der Silikonölzentrifugation eingesetzt wurden, dienten Zellextrakte

speziell durchgeführter Siliconölzentrifugationen als Proben für die Ermittlung intrazellu-

lärer Konzentrationen . Zur Vermeidung von Fehlern durch Kalium-Verunreinigung der Per-

chlorsliure erfolgte die Sedimentation der Zellen ausschließlich in Siliconöl . Der Aufschluß

der Zellen wurde dann durch das Detergenz CTAB vorgenommen.

Durchführung

Vorbereitung der Siliconölröhrchen : Vorlage von 65 pI Silikonöl, spezifische Dichte

d=1,03

Probenvolumen : 3 x 200 Ill Zellsuspension

Zentrifugation : siehe 11 .6.

- Überführung der Zellsedimente mit möglichst geringer Ölmenge in 1,5 ml Reak-

tionsgefäße

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

Extraktion der Sedimente durch Beschallung im Ultraschallbad (5 min)

- Sedimentation von Zelltrümmern und Öl durch Ultrazentrifugation

(20 min, 140 000 g, 4°C)

Verwendung der Überstände für die Atomabsorptionsspektrometrie

11 . 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 + 02 Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + h ° u

Das verwendete Luciferin/Luciferase-Rohextrakt liefert keine zeitlich konstante Licht-

emission wie hochgereinigte Extrakte, so daß statt der Emissionsrate die Lichtemission

während der ersten 20 Sekunden nach Start der Reaktion bestimmt wurde . Die Proportiona-

lität dieses Meßwertes zum ATP-Gehalt der Probe wurde mit Hilfe eines ATP-Standards

überprüft . ATP-Standardlösungen wurden ebenfalls zur internen Standardisierung der

Messung verwendet . Zur Bestimmung von ADP wurde dieses in • Anwesenheit von

Phosphoenolpyruvat durch die Reaktion der Pyruvatkinase (PK) zu ATP umgesetzt und

dann ebenfalls entspechend des oben genannten Prinzips als ATP nachgewiesen .



Extraktion und Probenvorbereituna

Extraktion durch direktes Einspritzen der Zellsuspension in Dimethylsulfoxid

(DMSO) ; Probenvolumen : 40 oder 80 t1, je nach Zelldichte

- E Probe + DMSO = 400 Ill

+ 1,6 ml H2 0 (kalt)

- Aufbewahrung der Extrakte bei -18°C

Umsetzung von ADP zu ATP

Puffer (10fach) : 0,5 M MgSO4 x 7 H2O, 2 M KCI, 10 mM Tris, pH alkalisch (nicht

verändern), + 50 mM Phosphoenolpyruvat (stets frisch ansetzen)

- Ansatz: 500 i.l Extrakt, 45 il Puffer, 5 Rl Pyruvatkinase (2000 Ulml)

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

Durchführung der Messung

-

	

Testpuffer : 50 mM Tris-H2SO4, 3,5 mM MgSO4 x 7 H2O,

2,5 mM K 2SO2 , 0,6 mM EDTA, pH 7,4

ATP-Standard

	

: 1 tM in Testpuffer

-

	

Luciferin/Luciferase : Suspension von 50 mg Lyophylisat (Sigma, Buffered Firefly

Lantern Extract, FLE-50) in 10-30 ml H2O, je nach

Aktivität, Entfernung unlöslicher Bestandteile durch

Filtrieren

Testansatz

	

: 20-200 tal Extrakt

± 50 ttl ATP-Standard

+ HBO

	

i 250 .1

Start der Reaktion

	

: + 250 µl Luciferin/Luciferase

+ 2250 Ml Testpuffer

Messung

	

: Anzahl der Lichtblitze (counts) während der ersten 20

Sekunden nach Start der Reaktion mit einem Bio-

luminescenzanalysator (XP 2000, Skan AG Basel, CH)



Berechnun g intrazellulärer ATP- bzw . ADP-Konzentrationen

Zu messende Größen

- CountE : Counts pro X il Extrakt, [Counts]

CountE+s

	

: Counts pro X p.l Extrakt + 50 µl Standard 1 M

(= 0,05 nMol), [Counts]

- VF 1 Verdünnungsfaktor Zellsuspension

= Gesamtvolumen ExtraktfVolumen Zellsuspension

- Vi Intrazelluläres Volumen [ji111000i1 Zellsuspension]

Zu berechnende Größen

- Counts

CE

- Cintern

= (CountE+s - CountE)I0,05 nMol

= CountE/(Counts X)

_ (CE • VF1 )Ni

Counts

	

: Counts Standard [counts/nMol]

CE	Nukleotidkonzentration im Extrakt [mM]

Cintem

	

Intrazelluläre Nukleotidkonzentration [mM]

ATP-Messung und Berechnung wurden nach Umsetzung des ADPs der Extrakte zu ATP

wie beschrieben nochmals durchgeführt . Die Verdünnung der Extrakte durch die

Umsetzung (Verdünnungsfaktor 1,1) ist bei der Berechnung zu berücksichtigen . Die intra-

zellulären ADP-Konzentrationen ergeben sich als Differenz der ATP-Konzentrationen vor

und nach Umsatz des ADPs.

11.14. Zyklischer Test zur Messung der Nicotinamid-adenin-dinukleotide

Ähnlich wie zur Bestimmung der Adeninnukleotide bedarf es zum Nachweis der

Pyridinnukleotide NAD(H) und NADP(H) eines sehr empfindlichen Tests, da die intra-

zellulären Konzentrationen dieser Coenzyme nur einige mM betragen und zudem ihr

schneller Umsatz eine Ankonzentrierung der Zellen (z .B . durch Sedimentierung) vor dem

Aufschluß unmöglich macht . Extrahierte Proben von Zellsuspensionen aus Kurzzeit-

fermentationen (OD600= 5-15) enthielten NAD(P)(H)-Konzentrationen von 0,1-5,0 µM,

die mit Hilfe des zyklischen Tests (Bernofsky und Swan, 1973) quantitativ nachgewiesen

werden konnten .



Reaktionsprinzip :

NAD(P)

PESH

~iTT

NAD(P)H

PES

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 führt im Anschluß über 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 KM-Wert des Eingangsenzyms und stellt die enzymkatalysierte Reak-

tion den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktionsfolge dar, so ist die der Mes-

sung zugängliche Bildungsrate des Formazans der Coenzymkonzentration direkt proportio-
nal . Die Eichung der Messung kann mit Hilfe von NAD bzw . NADP-Standardlösungen
erfolgen . Der Einsatz entweder der NAD-spezifischen AlkohoIdehydrogenase 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 möglich, wenn die beiden Formen getrennt in

unterschiedlichen Proben angeboten werden.

Zur Trennung von oxidierter und reduzierter Form der Coenzyme kann deren unter-

schiedliche pH-Stabilität ausgenutzt werden : Während die oxidierten Formen bei alka-

lischem pH schnell zerstört werden und im sauren und neutralen pH-Bereich stabil sind,

sind umgekehrt die reduzierten Formen im Sauren instabil, können aber im Alkalischen

stabil gehalten werden. Zur Bestimmung der intrazellulären Konzentrationen aller vier

Formen der Pyridinnukleotide wurden daher für jeden Meßwert jeweils ein saurer und ein

alkalischer Extrakt durch Vermischung der Zelisuspension mit Aliquots konzentrierter

Saure bzw . Base hergestellt . Vor der photometrischen Messung wurde wieder ein neutraler

Z9



Tab .I

NAD(P)(H)-Bestimmung : Überprüfung des Extraktionserfol ges

Es wurden saure (pH 1,0) und alkalische (pH 12,4) Extrakte einer Zellsuspension von C.
glutamicwn ohne und mit Zusatz von Standardlösungen der 4 Nicotinamid-adenin-
dinukleotide (Konzentration im Extrakt 2-4 tiM) hergestellt . Aufgeführt sind die im zykli-
schen Test gemessenen Aktivitäten der NAD(H)-abhängigen Alkohol-Dehydrogenase bzw.
der NADP(H)-abhängigen Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase für Standardnukleotid, das
dem Extraktionsprotokoll (s . Text) unterworfen wurde (+ Extraktion) oder nicht unterwor-
fen wurde (- Extraktion) .

Enzymaktivität

{10-' DES70nm-min-l .pMol-1l

- 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 + 3,18 0,00

NADPH 2,68 2,44

pH-Wert eingestellt . Zeltfreie Überstände, die nach der gleichen Extraktionsprozedur

behandelt wurden, dienten der Kontrolle des Hintergrundes der Messun g. Im Falle der

alkalischen Extrakte mußte die Messung sofort nach der Neutralisation erfolgen, da die

Stabilität der reduzierten Formen bei neutralem pH begrenzt ist (Abbau : . 10.% pro Stunde;

Klingenberg et al ., 1985) . pH-Wert, Temperatur und Dauer der Extraktion wurden für den

sauren und den alkalischen Extrakt getrennt optimiert . Die besten Ausbeuten wurden im

sauren Extrakt bei pH 1 ,0,

	

Extrakt bei pH 121,4A erhalten. Anschließende,-,~r.l.,l .aflo :, .~io,0, im alkalischen

Inkubation der Extrakte für 5 min (alkalische Extrakte) bzw . 8 min (saure Extrakte) . bei

55°C führte zu vollständi gem Aufschluß der Zellen und Zerstörung .. der jeweils nicht

gewünschten Form der Pyridinnukleotide . Der Erfolg der gewählten Extraktionsbedingun-

genwurde durch Zusatz von Standardlösun gen der vier Nicotinamid-Nukleotide zu sauren

Nucleotid



und alkalischen Extrakten vor deren Inkubation bei 55°C überprüft (Tab .1) . Eichung der

Messungen mit Hilfe derselben Standardlösungen zeigte, daß sich im sauren Extrakt zuge-

setztes NAD und NADP nach Abschluß der Extraktion zu 100% wiederfindet, während

NADH und NADPH nahezu vollständig abgebaut werden . Entsprechend ist dem alkali-

schen Extrakt zugesetztes NAD und NADP nach Abschluß der Extraktion nicht mehr

nachweisbar, NADH und NADPH werden zu mehr als 90% wiedergefunden.

Durchführung„ der Extraktion

Probenvolumen

	

: 1 ml Zellsuspension, OD600'-5
Vorlage

	

I M HCLO4 (saure Extrakte, 80-130 ul für pH 1,0)

1 M KOH, 50% vlv EtOH (alkalische Extrakte, 160-260 pi

für pH 12,4)

Inkubation

	

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

danach Abkühlung im Eisbad

Neutralisation

	

Einstellung von pH 7,4 durch langsamen, tröpfchenweisen

Zusatz von 2 M KOH (saure Extrakte) bzw . 1 M HCI (alkali-

sche Extrakte) bei gleichzeitigem Rühren der Extrakte mit

einem Magnetrührer

Katalytischer Test

Testansatz

	

1 .

	

500 pi Testpuffer 2fach :

	

0,2 M Glycylglycin

0,2 M Nicotinsäureamid pH 7,4
2.

	

100 ul PES 4 mg/ml

3.	25 l ivii i 5 mg/ml

NAD( I)-Bestimmung

	

NADP(H)-Bestimmung

	

4 .

	

40x1 EtOH

	

25 pi Glukose-6-Phosphat 15 mM

10MgSO4 5mM

5.

	

X,.1 Extrakt Zellsuspension

Y pi H20 Extrakt zellfreier Überstand

	

+ Z µl H2O

E X+Y konstant bei Einsatz unterschiedlicher Extraktvolumina

E X+Y+Z = 325 1

	

E X+Y+Z = 330 µl

Start der Reaktion durch Zugabe von 10 ili Aikohoidehydrogenase, 4500 U/ml bzw.

10 • tl Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 140 Ulmi
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- Messung von AElmin bei 570 nm über einen Zeitraum von 7 min

-

	

Eichung : interne Standardisierung durch Zugabe von NAD(P)-Standard-

lösungen (20-50 5 µM) zu Zellextrakten, Messung t Standard-

lösung

Überprüfung der NAD- und NADP-Standardlösungen

1 . Optisch-Enzymatischer Test für NAD (Klingenberg et al ., 1985)

- Meßprinzip: Quantitativer Umsatz von NAD zu NADH und dessen photometri-

scher Nachweis bei 340 nm, molarer Extinktionskoeffizient NADH

s= 6,3 mM-lcm-1

- Testansatz: 1 . 500 µl Testpuffer: 0,2 M Na 2HPO4

45 mM Semicarbazidhydrochlorid pH 8,8

2. 500 µl H 7 0

3. 10 µl EtOH

4. Probe : 10-50 2 mM NAD

- Start der Reaktion durch Zugabe von 10 µl Alkohol-Dehydrogenase (9000 kU/ml,

1 :30 mit 3,2 M (NH4)7SO4 verdünnt)

- Reaktionszeit : 10 min

- Messung : AE340 nm , d .h . Differenz der Extinktion vor Start und nach Abschluß

der Reaktion

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

- Meßprinzip und Ausführung der Messung analog zum NAD-Test

- Testansatz : 1 . 1000 pi Testpuffer : 0,1 M TriethanolaminlHCL pH 7,4

2. 5 il 1 M MgSO 7

3. 25 p.! 0,2 M Glukose-6-Phosphat

4. Probe: 10-50 p.1 2 mM NADP

- Start der Reaktion durch Zugabe von 10 p.1 Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

(140 U1ml, 1 :30 mit 3,2 M (NH4)7SO4 verdünnt)

- Reaktionszeit : 20 min

Berechnung

Zu messende Größen

AZ+H : Enzymaktivität pro Y pl Extrakt [min -I ]

AH

	

: Enzymaktivität pro Y p.1 zellfreier Überstand [min- 1 ]

AS+H : Enzymaktivität Y µl zellfreier Extrakt ÷ 20 .15 p.M Standard (100 pMol) [min -1 ]



Zu berechnende Größen

AZ	Enzymaktivität pro Y µ1 Extrakt, korrigiert [mind ]

AS	Enzymaktivität Mr Standard [min-1 • pMoF 1 ]

CExt : Nukleotidkonzentration im Extrakt [pMol/µl]

Cin

	

Intrazelluläre Nukleotidkonzentration [rnM]

VF

	

Verdünnungsfaktor der Zellsuspension durch Ansäuerung/Alkalisierung und

Neutralisation

Vi

	

Intrazelluläres Volumen [µl/1000 µl]

AZ - AZ+H - AH
AS = (AS+H - AH)/100 pMol

CExt = AZ/AS • Y

ein = CExt VFIV i

11 .15 . Messung der Atmungsaktivität

Die Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs einer Zellsuspension wurde mit Hilfe

einer Sauerstoffelektrode (Bachhofer, Reutlingen) gemessen . Kathode (Platin) und Anode

(Silber) der Sauerstoffelektrode tauchen in eine halbgesättigte KCl-Lösung und sind von der

Probenlösung durch eine für Sauerstoff durchlässige Teflonmembran getrennt . Bei Anlegen

einer Polarisationsspannung (ca . 0,8 V) fließt in der Elektrode durch Oxidation von Silber

an der Anode und Reduktion von 02 an der Kathode ein Strom, dessen Gröl3e der Sauer-

stoftkonzentration in der Probenlösung direkt proportional ist.

Zur Messung der Atmungsaktivität von Zeltsuspensionen wurden Proben von

jeweils 500 p.l aus der Kurzzeitfermentation in die auf 30°C temperierte Meßkammer der

Sauerstoffelektrode überführt . Mittels eines Magnetrührers wurde die Zellsuspension

kontinuierlich durchmischt . Die Probenkammer wurde so verschlossen, daß sich kein Luft-

raum über der Zellsuspension befand . Unter diesen Bedingungen kann die Abnahme des

Sauerstoffgehaltes in der Probe durch die Atmungsaktivität der Zellen gemessen und mittels

eines Schreibers registriert werden.

Zur Kalibrierung der Messung wurde der Schreiberausschlag nach Einfüllung Luft-

gesättigten, auf 30 00 temperierten Wassers (0,23 µMol 0 7/ml) und nach vollständiger

Reduktion des vorhandenen Sauerstoffs mit Natriumdithionit notiert .
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III . ERGEBNISSE

111 .1 .

	

Corynebacteriursa glutanaicuna : Wachstum und Metabolitüberpro-

duktion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstum und die Glutamatsekretion von

Corynebacrerium glutamicurn 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 Abhängigkeit des Biotinangebots quantifiziert.

11I .1 .1 .

	

Kontrolle von Wachstum und Glutamatproduktion durch die
Verfügbarkeit von Biotin

Corynebacterium glutatnicum ist auxotroph für Biotin . In Batchkulturen

(Mineralsalzmedium) wird daher bei niedrigen Biotinkonzentrationen von 0-3 µg/l das

Wachstum der Zellen durch die Verfügbarkeit des Biotins limitiert . Die maximal erreich-

bare Zelldichte ist dann proportional zur Menge des zur Verfügung 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.

glutafnicum Wildtyp ausläsen (Kinoshita und Tanaka, 1972, Hirose et al, 1985).

Wachstum und Glutamatbildung des C. glutaniicurn Wildtyps ATCC 13032 mit

Glukose als C-Quelle und entweder 200 µg oder 0,5 ug Biotinll sind in Abbildung 2 darge-
stellt . In Anwesenheit eines überschuß3es von Biotin wuchs der Organismus bis zu einer

Zelldichte von 12 mg 1 G/rnl und sekretierte kein Glutamat ins Medium . Während der

exponentiellen Wachstumsphase wurden intrazelluläre Glutamatkonzentrationen von bis zu

300 mM erreicht . Wurde nur 0,5 µg Biotin/l angeboten, so kam, das Wachstum nach einer

kurzen exponentiellen Wachstumsphase zum Stillstand . Mit Beginn der stationären Phase

begannen die Zellen, Glutamat ins Medium abzugeben . Die intrazelluläre Glutamatkonzen-

tration während der Glutamatsekretion lag mit 100-150 mM deutlich niedriger als während

des Wachstums. Mit Acetat als C-Quelle (Abb.3) zeigt C. glutamicurn qualitativ das gleiche

Verhalten in Bezug auf Wachstum und Glutamatproduktion wie bei Verstoffwechselung von

Glukose. Allerdings ist die Biotinabhängigkeit der Zellenreduziert . Bei gleicher, limitie-

render Biotinkonzentration wird mit Acetat im Vergleich . zu Glukose eine etwa doppelt so

hohe Zelldichte 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 ungefähr 40 min ein . Während dieses Zeitraums wurde weiterhin

Glutamat ins Medium ausgeschieden, jedoch mit einer im Vergleich zur Rate vor Biotin-

zugabe um ungefähr 30% reduzierten Rate . Mit Zugabe von Biotin konnte ein Anstieg der

intrazellulären Glutamatkonzentration beobachtet werden . Nachdem die Zellen die Sekre-

200 lig Biotin/I
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Abb:4

Reaktion Glutamat-sekretierender Zellen auf die Zugabe von Biotin

Während einer Kurzzeitfermentation wurde einer J(ultur Biotin-limitierter Zellen
60 Minuten nach Start des Experiments 200 pg Biotin•l - zugesetzt . OD 0 (®), die intra-
(®) und die extrazelluläre () Glutamatkonzentration wurden als Funktion derzeit verfolgt.
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don eingestellt und das Wachstum wieder aufgenommen hatten wiesen sie auch wieder die

für wachsende Zellen typische interne Glutamatkonzentration von größer 200 mM auf.

In Batchkulturen kann die Glutamatsekretion über einen Zeitraum von 20-25

Stunden mit konstanten Raten von 20-30 nMol•min -1 •mg-1 TG beobachtet werden . Die

kontinuierlich fortschreitende Ansäuerung des Mediums während der Glutamatproduk-

tionsphase führt schließlich zum Abbruch der Sekretion . Es werden Endkonzentrationen

von 40-50 mM Glutamat erreicht.

111 .1.2 .

	

Stoffumsatz unter Wachstumsbedingungen

Tabelle 2 faßt die Daten zusammen, die zu Wachstum und Stoffumsatz von C.

glutamicuin in Gegenwart eines Überschußes von Biotin ermittelt wurden . Bei guter Stick-

stoffversorgung wuchs C . glutaniicunz mit Glukose als C-Quelle mit einer Rate von

0,41 h -1 . Mit Acetat war das Wachstum mit 0,24 h -1 dagegen deutlich langsamer, obwohl

der Umsatz des Acetats (ausgedrückt als Umsatz von C 6-Einheiten) mit 80% der Rate des

Glukoseumsatzes erfolgte . Gleichzeitig war die Atmungsrate der Acetat-verstoffwechseln-

den Zellen um den Faktor zwei höher als diejenige der Glukose-verstoffwechselnden

Zellen .

Der Zellertrag von 0,48 g TG/g Substrat, der für Glukose verstoffwechselnde Zellen

von C . glutainicuin ermittelt wurde, stimmt mit Literaturangaben für Zellerträge von Aero-

biern bei Nutzung von Zuckern als C- und Energiequelle (0,5 g TG/g Substrat ; Neidhardt et

al . . 1990) gut überein . Aus dem Zellertrag läßt sich abschätzen, zu welchem Anteil die

umgesetzte C-Quelle zur Bildung von Zellsubstanz eingesetzt wurde . Ungefähr 50% der

Zelltrockenmasse besteht aus Kohlenstoff . Zur Bildung von 0,24 g zellulärem Kohlenstoff

wurde also I g Glukose umgesetzt . Die Umrechnung dieser Werte in molare Mengen

(1 Mol Kohlenstoff C6 = 72 g ; 1 Mol Glukose = 180 g; 0,24 g C6 = 3,33 miviol ; 1 g

Glukose = 5,56 mMol ; 3,33/5,56= 0,6) ergibt, daß etwa 60% der verbrauchten Glukose zur

Zellsubstanzsynthese verwendet wurde . Zellgebundener Kohlenstoff ist in seinem Oxida-

tionsgrad identisch mit dem Kohlenstoff in Glukose oder auch Acetat . Der Sauerstoffumsatz

der Zellen muß daher auf die Oxidation der nicht zur Zellsubstanzsynthese eingesetzten

Glukose zurückgehen . Für diese Glukose ergibt sich ein 0 2/C6-Verhältnis von 4,2,

während bei vollständiger Oxidation von Glukose zu CO 2 ein Verhältnis von O 7/C6=6 zu

erwarten ist . Von der nicht assimilierten Glukose (40% des gesamten Glukoseumsatzes =

29 nMol • min-1 • mg TG-1) wurden also nur maximal 69% (20 nMol • min -1 -mg TG-1 ) zu

CO2 oxidiert.
Mit Acetat als C-Quelle lag der Wachstumsertrag bei 0,37 g TG/g Substrat . Eine

weitere Auswertung der Daten ist, wie für die Glukose-verstoffwechselnden Zellen im



Tab .2

Wachstums- und Verbrauchsraten von C-Quelle und Sauerstoff von C. gluramicum bei aus-
reichender Biotinversorgung

Die Anzucht erfolgte mit 200 Jag Biotin 1 -1 und Glukose bzw. Acetat als C-Quelle . Die
Experimente wurden jeweils in An- und Abwesenheit von 75 mM (NH4) 2SO 4 als N-Quelle
durchgeführt.

[h 1 [g TG . g Substrat -1 ] [nMol•min -l . mg TG-1 ]

C.-. ~l
ll __ _IT_uccfc v2
(C6)

Glukose +N 0,41 0,48 72 120

Glukose - N 0 0 11 35

Acetat +N 0,24 0,37 64 213

Acetat - N 0 0 23 110

Detail ausgeführt, möglich (pro g Acetat wurde 0,185 g zeltgebundener Kohlenstoff gebil-

det; 1 Mol Kohlenstoff C, = 24 g; 1 Mol Acetat = 60 g ; 0,185 g C, = 7,7 mMol ; 1 g
Acetat = 16,7 mMol ; 7,7116,7 = 0,46). Ungefähr 46% des umgesetzten Acetats
(29 nMol'rriin ' mg TG -1 ) wurde assimiliert . Für die verbleibenden 54% des Acetats

(35 nMol•min -1 •mg TG -1) ergibt sich ein 02/CO2-Quotient von 6,1 ; dieses Acetat wurde

also vollständig zu CO 2 oxidiert . Bei Wachstum auf Acetat ist offensichtlich der

Energiestoffwechsel gegenüber der Substratassimilierung verstärkt.

Wurde Cor vnebacrerium glutaniicurn die Stickstoffquelle entzogen, so kam das

Wachstum der Zellen zum Erliegen und der Umsatz des KohIenstoffsubstrates ging deutlich

zurück. Bei Verstoffwechselung von Acetat betrug die Substratumsatzrate noch 36%, bei

Verstoffwechselung von Glukose nur noch 15% der Rate wachsender Zellen . Aus der

Atmungsaktivität der Zellen kann abgeleitet werden, daß es nicht zur vollständigen Oxida-

tion des verbrauchten Substrates kam . Zu CO2 oxidiert wurden maximal 55% des

Glukoseumsatzes (6 nMoi .min -1 •mg TG -1) uzw. 78% des ti.cetatumsatzes

(18 nMol .min-1 mg TG- 1 ) ,

C-Quelle/
N-Quelle

Wachstums-
rate

Wachstums-
ertrag

Verbrauchsrate
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Tab .3

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

Die Zellen wurden mit 1 µg .Biotin 1-1 angezogen und nach Beendigung des Wachstums und
Einsetzen der Glutamatproduktion in die Kurzzeitfermentation überführt . Die Experimente
wurden über einen Zeitrauen von 3 Stunden in 150 mM Kaliumphosphatpuffer mit 75 mM
(NH4)2SO4 oder ohne N-Quelle durchgeführt.

C-Quelle

	

N-Quelle Verbrauchsrate Bildungsrate

[nMol•min 1 •mg TG -1] [nMo!•min-1 •mg TG -1 ]

C-Quelle 02 Glutamat o-Keto-
(C6) glutarat

Glukose

	

+ 43 70 21 5. 0,5

Glukose 7 45 * 0,1 3

Acetat

	

+ 38 115 24 5 0,3

Acetat

	

- 7 95 * < 0,1 3

Meßwert nach 2-ständiger Fermentation

r

	

~
Spofr;al=lsatzutl ger Glutamat-Produktionsbedingungen

Substratumsatzraten und Produktbildungsraten von C. glutanticum Zellen nach voll-

ständigem Verbrauch des nur in geringer Menge zur Verfügung gestellten Biotins sind in

Tabelle 3 zusammengefaßt . Es zeigte sich, daß C. glutarnicwn unter Biotinmangel und bei

ausreichender Versorgung mit C- und N-Quelle Glukose und Acetat mit ungefähr 60% der

Rate wachsender Zellen (vergl . Tab .2) verbrauchte, obwohl unter den genannten Bedingun-

gen die~- _ Zellen nichthlll̀  mehrh1 ° wuchsen. 50-60%

	

t.n derr n-Quelleui'c . wurde

	

umgesetzt.a.~c~
Q
, zu Glutamat

Über den Weg der nicht zu Glutamat umgesetzten C-Quelle läßt sich Aufschluß gewinnen

durch Bildung der O 7/C6-Quotienten nach Abzug von zur Glutamatbildung verbrauchtem

Sauerstoff (O7/Glutamat: 1,511) und verbrauchter Glukose (GlukoselGlutamat : 111) . Dabei

ergab sch, in den gezeigten Experimenten für Acetat wiederum ein höherer 02/C6 -.



Quotient (5,6) als für Glukose (1,8) . Die nicht zu Glutamat umgesetzte C-Quelle wurde also
im Fall von Acetat maximal zu 94% (13 nMol•min -1 •mg TG-1) im Fall von Glukose

maximal zu 29% (6,4 nMol•min' 1 •mg TG-1) vollständig oxidiert . In den Kulturüberständen

der Glukose-verstoffwechselnden Kulturen konnte jedoch neben Glutamat kein anderes

unvollständig oxidiertes Produkt in größeren Mengen nachgewiesen werden . Pyruvat,

Succinat, a-Ketoglutarat und Acetat wurden nur in geringen Konzentrationen gefunden . Die
Produktionsraten lagen unter 1 nMol•min -1 •mg TG-1 . Bei guter Sauerstoffversorgung

wurde weder für Biotin-limitierte noch für 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 o;-Ketoglutarat, das bei guter Stickstoffversorgung nur in sehr geringer

Konzentration im Kulturmedium erscheint . Die Produktionsrate des o -Ketoglutarats betrug

3 nMol•min -1 °mg TG-1 . Etwa 43% der C-Quelle wurde zu a-Ketoglutarat umgesetzt . Die

Atmungsraten der Zellen unter Stickstoffmangel sanken im Verlauf der Experimente

kontinuierlich ab (angegeben sind nach ca . 2 ständiger Fermentation gemessene Werte) . Sie
waren jedoch stets noch so hoch, daß sich für die 0 7/C6-Quotienten von deutlich größer 6
ergaben. Dies ist nur unter der Annahme zu erklären, daß die Zellen Speicherstoffen
verstoffwechselten.
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Charakterisierung der Stämme Nr. 9910 und Nr. 9087 (Kyowa
Hakko Kogyo Co .)

Die vom Corvnebacteriuin glutamicum Wildtyp abgeleiteten Stämme Nr . 9910 und
Nr . 9087 wurden von der Kyowa Hakko Kogyo Co . zur Verfügung gestellt . Nach Angaben

der Firma s ind die Stamme durch Selektion auf Glutamatausscheidung auch in Gegenwart
von Biotin erhalten worden, wobei Stamm Nr . 9910 den Elternstamm von Stamm Nr . 9087
darstellt . Die beiden Stämme 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 pig Biotin/1 mit identischer Rate wie der Wildtyp und zeigte unter diesen Bedingungen

ebenfalls keine Glutamatproduktion . Die intrazelluläre Glutamatkonzentration des Stammes

lag jedoch während der exponentiellen Wachstumsphase mit 370 mM deutlich über derjeni-
gen des Wildtyps . Unter Biotinlimitierung zeigten beide Stämme eine etwa gleich hohe

interne 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 p.g Biotin/1 nur mit erheblich vermin-
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Tab .4

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

Die drei genannten Stämme wurden mit Glukose als C-Quelle in Anwesenheit von 200 und
1 t.tgBiotinll angezogen . Alle Messungen wurden direkt an Zellen aus dem Anzuchtgefäß
durchgeführt. Die Angaben zu intrazellulären Glutamatkonzentrationen geben die leihe des
Pools während der exponentiellen Wachstumsphase (Anzucht mit 200 arg Biotinll) bzw.
während der frühen Sekretionsphase (Anzucht mit 1 lag Biotinll} wieder.

Stamm
^

Stamm [Biotinl Wachstums- Glutamatsekretion [Glutamat]
rate intern

[gg.r1 1
[
h-1] [nMol-min 1 •mg TG-1 ] [tnM]

ATCC 13023 200 0,21 235

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 tg Biotinll wurde im Verlauf der über fünf Tage

durchgeführten Fermentation die beim Wildtyp zum Einstetzen der Glutamatsekretion not-

wendige Zelldichte erreicht. Trotzdem wurde in beiden Fällen unabhängig von der Biotin-

konzentration im Medium Glutamat mit einer Rate von ca . 20 nMol•min-1 •mg TG-1

sezerniert.
Die Arbeiten mit den beiden Stämmen wurden nicht fortgesetzt, da entweder keine

vom Wildtyp grundsätzlich 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).



I1I .1 .5 .

	

Wachstumslimitierung als generelle Voraussetzung der Glutamat-
produktion

Primäre Wirkung des Biotinmangels bei C. glutarnicuin ist die Verarmung der Cyto-

plasmamembran an Phospholipiden . Als Reaktion darauf kommt es zur Limitierung des

Wachstums der Zellen (siehe 111 .1 .3 .) . Für die Glutamatproduktion unter Biotinmangel ist

es daher nicht möglich zu unterscheiden, ob die in ihren physikalischen Eigenschaften

veränderte Zellmembran oder die Wachstumslimitierung für die Auslösung der Glutamat-

sekretion entscheidend ist . Die Reaktion von C. glutainicuin auf eine Wachstumslimitie-

rung, die nicht zu einer Veränderung der Zellmembran führt, wurde mit Hilfe des Leucin-

auxotrophen Stamms ATCC 14310 untersucht (Abb .5) . Nach einer vierstündigen

Zwischeninkubation der Zellen in Leucin-freiem Medium zeigten die Zellen in der Kurzzeit-

fermentation in Abwesenheit von Leucin nahezu kein Wachstum, während durchgehend mit

Leucin versorgte Zellen mit einer Rate von 0,39 h-I 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 .5B). Die Leucin-

gehungerten Zellen zeigten jedoch Glutamatsekretion mit einer Rate von

3 nMol•min -1 •mg TG -1 . Die intrazelluläre Glutamatkonzentration lag bei beiden Kulturen

mit ca. 200 mM in gleicher Höhe.

Erhöhung der Inkubationstemperatar von 30 auf 39°C führte zu einer Steigerung der

Aktivität der Glutamatsekretion der Leucin-gehungerten Zellen auf 12 nMol•min -1 •

mg TG-1 . Die Geschwindigkeit des Glukoseverbrauchs (nicht gezeigt) stieg gleichzeitig

von 7,4 nMol°min-1 •mg TG -1 auf 15 nMol•min-1 •mg TG -1 an, so daß sich die molare

Glutamatausbeute von 41% bei 30°C auf 80% bei 39°C erhöhte . Gleichzeitig mit Erhöhung

der Sekretionsrate sank die intrazelluläre Glutamatkonzentration dieser Zellen von 200 mM

auf eine neue Gleichgewichtskonzentration von ca . 120 mM ab . Die Leucin-supple-

mentierten Zeilen setzten bei 39°C ihr Wachstum noch für ungefähr eine Stunde mit leicht

erniedrigter Rate fort (0,36 h -1 ), bevor es dann langsam zum Erliegen kam . Als Reaktion

auf die Temperaturerhöhung konnte nun auch bei diesen Zellen Glutamatsekretion, jedoch

mit vierfach niedrigerer Rate (3 nMol.min-1 . mg TG-1 ) als bei den Leucin-gehungerten

Zellen beobachtet werden . Die Geschwindigkeit des Glukoseumsatzes (Daten nicht gezeigt)

stieg durch die Temperaturerhöhung von 28 nMol•min -1 •mg TG -1 für einen Zeitraum von

45 min auf 54 nMol•min-1 . mg TG-1 an, ging dann jedoch auf eine Rate von nur

10 nMal•min-1 •mg TG -1 zurück. Im Gegensatz zu den Leucin-gehungerten Zellen kam es

durch die Temperaturerhöhung bei den Leucin-supplementierten Zellen zu einem Anstieg

der ;cytoplasmatischen Glutamatkonzentration bis auf 350 mM . Es stellte sich eine neue

Gleichgewichtskonzentration von 270 mM ein .



A 30' C 39 'C

3-

IV

Verhalten des Leucin-auxotrophen Stamms C. glutamicuna ATCC 14310 in Anwesenheit
(ausgefüllte Symbole) und Abwesenheit (offene Symbole) von Leucin

In Teil A ist der relative Zuwachs der OD 6 (ODtIODt_ ; Quadrate), in Teil B die externe
Glutamatkonzentration (bezogen auf OO 0=1 ; Kreise) und die intrazelluläre
Glutamatkonzentration (Dreiecke) dargestellt . Zur genauen Durchführung des Experiments
siehe Text .



1I1 .2 . Untersuchungen zum Mechanismus der Glutamatsekretion

Vorangegangene Arbeiten von Hoischen und Krämer (1989) hatten gezeigt, daß die

Glutamatsekretion Biotin-limitierter Zellen von C. glutwnicufn nicht über einfache Diffu-

sion durch eine unspezifisch permeable Membran erfolgen kann . Die Energieabhängigkeit

und die Spezifität des Effluxes deuteten auf einen Carrier-vermittelten Prozeß hin . Durch

die im Folgenden beschriebenen Experimente sollte diese Annahme erhärtet und ein

Einblick in Mechanismus und Energiekopplung des Glutamattransportes gewonnen werden.

111 .2 .1 .

	

Der Einfluß des Glutamatkonzentrationsgradienten auf die

Sekretionsrate

Mit einer intrazellulären Glutamatkonzentration Biotin-limitierter Zellen von un ge-

fähr 150 mM steht zu Beginn der Produktionsphase, bei niedrigen externen Glutamat-

konzentrationen, ein beachtlicher Konzentrationsgradient zur Verfügung, der als Triebkraft

der Glutamatsekretion genutzt werden könnte . Zur experimentellen Überprüfung eines

derartigen, sekundären Transportmechanismus wurde der Effekt der Variation des

Konzentrationsgradienten auf die Transportrate untersucht. Da keine Möglichkeit zur

gezielten Veränderung der intrazellulären Glutamatkonzentration von C. glutamicutn

besteht, konnte dies nur durch Variation der externen Glutamatkonzentration erreicht

werden . Abbildung 6 zeigt den zeitlichen Verlauf von extra- und intrazellulärer

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 verhältnismäßig hohen

Zelldichte (3,2 mg TGlml) und über einen Zeitraum von 8 Stunden durchgeführt . Bei

Vorlage von 160 Glutamat konnte die Höhe des intrazellulären Glutamatgehaltes nicht

mehr ermittelt werden, da der Fehler der Bestimmungen (Verunreinigung der Sedimente der

Silikonölzentrrfugation durch mitgeschlepptes externes Medium) zu groß war . Trotz der

methodischen Probleme der Versuchsanordnung lieferte das Experiment in Abbildung 6 ein

eindeutiges Ergebnis : Die Glutamatsekretion erfolgte mit identischer Rate (ungefähr

40 nMol•min
-1

•mg TG-1) unabhängig von der Höhe der externen Glutamatkonzentration.

Die Sekretionsrate verminderte sich auch dann nicht, wenn die extrazelluläre

Glutamatkonzentration über der intrazellulären lag, eine Situation die im zweiten, zu Beginn

mit 80 mM externem Glutamat bestückten Fermentationsansatz nach ungefähr fünf Stunden

eintrat . Es ist mit diesem Experiment also gezeigt, daß die Glutamatsekretion auch entgegen

eines Konzentrations gradienten erfolgen und zur externen Akkumulation von Glutamat

führen kann .
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Abb .6

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

Glutamat-sekretierende Zellen wurden in 3 unabhängigen Ansätzen in frisches Medium mit
0 mM ( 0), 80 mM (j} und 160 mM (A) vorgelegtem Kaliumglutamat überführt . Zur
Angleichung der Ionenstärke wurde Kaliumchlorid zugegeben, so daß zu Beginn des
Experiments die Summe der Konzentrationen von Kaliumglutamat und Kaliumchlorid in
jedem der Ansätze 160 mM betrug.

	

.
Zelldichte : 3,2 mg TG/ml.

111.2 .2.

	

Die Rolle monovalenter Kationen für die Glutamatsekretion

Für den Export von Glutamat wäre auch ein Symportmechanismus mit monovalenten

Kationenot«i o~na„~

	

Kationen _ über

	

C`, _der ytenKationen €. e,,rk,.ra~r . Der AK~.~.onza..~ .,n~a..ti._c .n.. .~sg•ra,~..,.dieu.t der

	

oplasrnarrzembran

könnte dann eine Energiequelle des Exports darstellen . ®b Glutamat selbst als Anion oder

aber, durch Symport mit einem Kation, als neutrales Molekül transportiert wird ist von

entscheidender Bedeutung auch für spätere Experimente, die sich mit der Beeinflussung des

Sekretionsprozeßes durch das elektrische Potential über der Membran befassen (s.
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Abb .7

Glutamatsekretion (0, intrazelluläre Glutamatkonzentration (0) und externer pH-Wert (®) in
einer Kurzzeitfermentation mit C. glutafnicum in Medium ohne Harnstoff (A) . In (B) ist der
externe pH-Wert (0), der interne pH-Wert .(b) und der daraus resultierende pH-Gradient (*)
für die gleiche Zellsuspension gezeigt.

Als N-Quelle diente Ammoniumsulfat (10 gil) . Der kontinuierliche Abfall des externen pH-
Wertes beruhte auf der metabolischen Aktivität der Zellen . Zeltdichte: 2 mg TG/ml



Abschnitt III .2 .3 .) . Als mögliche Symport-lonen wurden Protonen und Kaliumionen in

Bezug auf ihre Rolle für die Glutamatsekretion untersucht.

Der direkte Nachweis eines Glutamat-Protonen-Symports durch Messung einer

Ansäuerung des externen Mediums bei laufender Glutamatsekretion ist unter Produktions-

bedingungen nicht möglich . Die Pufferung sowie die auf andere metabolische Aktivitäten

zurückgehende pH-Veränderungen des Kulturmediums lassen eine derartige Messung nicht

zu . Es wurde daher eine indirekte Methode gewählt, die den Einfluß einer Veränderun g des

Protonengradienten über der Cytoplasmamembran auf die Sekretionsaktivität überprüft . In

Abbildung 7A ist die Glutamatsekretion und die intrazelluläre Glutamatkonzentration

Biotin-limitierter Zellen von C. glutatnicum gezeigt, die im Verlauf einer 3,5 ständigen

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 ausschließ-

lich Ammoniumsulfat . Spaltung des Harnstoffes durch die Urease von C. giutamicum sorgt

bei Kurzzeitfermentation im üblichen Mineralsalzmedium für eine rasche Alkalisierung auf

pH 8,0 bis 8,5, die über einen Zeitraum von 2-3 Stunden aufrechterhalten wird. In

Abwesenheit von Harnstoff kam es durch die metabolische Aktivität der Zellen zur

Ansäuerung des Mediums . Bis zu einem pH-Wert von 5,7 hatte diese Ansäuerung jedoch

keinen Effekt auf die Aktivität der Glutamatsekretion . Erst unter pH 5,7 kam es zu einem

plötzlichen 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 ursprünglichen

Rate fortgesetzt . Der intrazelluläre pH-Wert der Zellen sank im Verlauf des Experimentes

von 8,3 auf 6,5 ab (Abb .7B) . Aus internem und externem pH-Wert läßt sich der pH-

Gradient über der Membran der Zellen in mV berechnen . Er verändere 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 -53 mV

schließt den Antrieb der Sekretion durch den chemischen Protonengradienten aus.

Neben dem pH-Gradienten wurde auch das elektrische Potential über der Cyto-

plasmamembran der Zellen im dargestellten Experiment bestimmt . Es ist an Hand der Daten

möglich, 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 . Während

sich die protonenmotorische Kraft im sauren pH-Bereich aus Beiträgen von sowohl pH-

Gradient als auch elektrischem Potential zusammensetzte, war im neutralen und alkalischen

pH-Bereich nahezu kein pH-Gradient meßbar . Entsprechend wurde die . protonenmotorische

Kraft hier von der Höhe des Membranpotentials bestimmt und stieg mit . .diesem auf bis zu

180 mV an.
Die Variation des Kaliumgradienten durch Veränderung der externen Kaiiumkon-

zentration (KCI-Zugabe) wirkte sich im Vergleich zur Variation des Protonengradienten



externer pH

Abb .8

Die protonenmotorische Kraft und ihre Komponenten unter Glutamatproduktions-
bedingungen

Dargestellt sind Ap (*), apH (A) und 4 1l' () in mV als Funktion des externen pH-Wertes.
Die Daten entstammen dem Experiment in Abbildung 7.

deutlich auf die Aktivität der Glutamatsekretion aus (Abb .9). Die höchsten Sekretionsraten

wurden bei etwa 30 mM externem Kalium beobachtet . Das entspricht der Kaliumkonzentra-

tion des Mineralsalzmediums . Während die Sekretionsaktivität bei Reduktion der Kalium-

konzentration auf 0,4 mM nur um etwa 30% abfiel, führte eine Erhöhung der Konzentration

auf 300 bzw. 600 mIl zu einer 44 bzw. 72%igen Hemmung der Sekretion . Es war im

Weiteren nun zu prüfen, ob die Hemmung der Sekretion auf dem Abbau des Kalium-

gradienten, als einer ihrer Triebkräfte, beruhte.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde zunächst der intrazelluläre Kaliumgehait

wachsender und Glutamat-sezernierender Zellen verglichen . Wie in Abbildung 10 gezeigt,

fanden sich keine markanten Unterschiede zwischen den beiden Zelttypen . Im Verlauf der

vierstvndigen Fermentation sank der Kaliumgehalt beider Zelltypen von anfangs 360-

390 mM kontinuierlich ab . Bei den Glutamat-sekretierenden Zellen wurde nach 2 Stunden

mit ungefähr 160 mM eine gegenüber den wachsenden Zellen um 50 mM niedrigere Steady



Abb .9

Glutamatsekretionsaktivität in Abhängigkeit
der externen Kaliumkonzentration

Gezeigt ist die Sekretionsaktivität (in % des
Maximalwertes = 16,9 nMol•min °mg
TG- ') als Funktion der externen
Kaliumkonzentration . Die Experimente
wurden in NaP i gepuffertem Mineral-
salzmedium unter Zusatz von 0,4 bis 600
mM KC1 durchgeführt.
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400 -
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Abb . l0

Der intrazelluläre Kaliumgehalt wachsender (O) und Glutamat-sekretierender Zellen ( )

Mit 200 bzw . I jig Biotin•l-l angezogene Zellen wurden nach einmaligem Waschen in
Mineralsalzmedium (NaP•-gepuffert, ± 10 mM KC1) im gleichen Medium resuspendiert . In
der Biotin-limitierten Kultur sekretierten die Zellen Glutamat mit einer Rate von
22 nMol•min- l •mg TG- , während die Zellen in Anwesenheit von 200 µg Biotin•1-1 mit
einer Rate von 0,3 h-1 wuchsen und kein Glutamat sekretierten .



state-Konzentration erreicht . Bemerkenswert war, daß die Biotin-limitierten Zellen durch

den dem Experiment vorausgegangenen Waschschritt einen größeren Anteil ihres internen

Kaliumgehaltes 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

Aktivität eines effizienten Kaliumaufnahmesystems könnte den KaIiumexport kompensieren

und die interne Kaliumkonzentration so konstant halten . Es wurde daher versucht, gezielt

nur die auswärts gerichtete Komponente der Kaliumbewegungen während der Glutamat-

sekretion zu messen . Als Sonde für Kaliumbewegungen wurde ein radioaktives Isotop des
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Abb .11

Kaliumefflux Glutamat-sekretierender Zellen von C. glutarnicum

Gezeigt sind intra- (O) und extrazelluläre ( ) Rubidium-Radioaktivität sowie die extrazellu-
läre Glutamatkonzentration (A, in getrenntem aber identisch behandeltem Ansatz gemessen)
als Funktion der Zeit . Zelldichte : 1 .5 mg TGImI.
Phase I :

	

Aufladung der Zellen mit Rubidium, 0,5 mM KC10 0,5 mM Glukose
Phase II :

	

Rubidiumefflux, Pfeil : Zugabe von 30 mM KC1, 100 mM Glucose
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Tab . 5

Glutamatsekt-etion und Kaliumefflux Biotin-limitierter und wachsender Zellen von C.
glrttainicunt

Die Messungen wurden jeweils an unabhängig an gezogenen Kulturen durchgeführt . Die
reduzierte Glutamatsekretionsrate von 5 nMol•min~ .mg ~-I wurde durch Zugabe eines
Überschußes an Biotin erhalten. Beladung der Zellen mit Rb und Ermittlung des Rb-
Effluxes aus den Zellen wurde wie im Text und Abbildung 11 beschrieben durchgeführt.

Biotinkonzentration

	

Glutamatsekretion

	

Kaliumefflux

während der Anzucht
der Zellen

[jagl -1 ]

	

[nll/iol'min-1 'mg T G -lj

1

	

34

	

5,1

	

23

	

2,9

	

5

	

3,4

200

	

5 0,1

Rubidiumions (S6Rb+) eingesetzt, das in der Regel von Kaliumtransportsystemen und

-ionophoren als Substrat akzeptiert wird (Bakker, 1983) . In Abbildung 11 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 intrazellulären 86Rb+-Radioaktivität deutet darauf hin,

dass auch bei C. glutanricum ein Rubidium akzeptierendes Kaliumaufnahmesystem existiert.

Aus der Aufnahmekinetik des Rubidiums kann bei bekannter spezifischer Aktivität des

Rubidiums/Kaliums die Kaliumaufnahmeaktivität berechnet werden . Für Biotin-limitierte

Zellen wurde so bei 0 .5 mM KC1 eine Kalium/Rubidiumaufnahme von 40-

50 nMol•min -I •mg TG -1 , für wachsende Zellen dagegen nur von 5 nMol•min -1 •mg TG -1

ermittelt. Diese Unterschiede in der Kaliumaufnahme sind in Zusammenhang zu sehen mit

der Beobachtung, daß der interne Kaliumgehalt Biotin-limitierter Zellen durch Wusch-

schritte stärker reduziert werden konnte als derjenige wachsender Zellen .(vergl. Abb.10).

0,5

52



Die erhöhte Kaliumaufnahme der Biotin-limitierten Zellen könnte dem Ausgleich eines

erhöhten Kaliumverlusts dienen . In Abbildung 11 zeigt der langsame Abfall der

zellassoziierten Rubidium-Radioaktivität der Biotin-limitierten Zellen nach Durchtnarkie-

rung des internen Kaliums den Abfall der internen Kaliumkonzentration an (vergl . Abb . 10).

Wurde in der ersten Phase des Experiments die Glutamatsekretion durch Vorlage von nur

0,5 mM Glukose unterdrückt, so wurde sie in der zweiten Phase durch Zugabe von 100 mM

Glukose in vollem Umfang ermöglicht . Die gleichzeitige Gabe von 30 mM KCI setzte die

spezifische Radioaktivität im externen Medium so stark herab, daß nun der

KaliumlRubidiumefflux unabhängig von der KaliumlRubidiumaufnahme beobachtet werden

konnte. Kenntnis der internen Kaliumkonzentration zum Zeitpunkt des Kaliumzusatzes

erlaubte die Berechnung der Kaliumeffluxrate . Die Durchführung des beschriebenen

Experiments in analoger Weise für wachsende und Glutamat-sekretierende Zellen von C.

glutamicum lieferte die in Tabelle 5 zusammengefaßten Daten . Bei wachsenden Zellen

erfolgte der Kaliumefflux mit ungefähr 10fach geringerer Rate als bei Biotin-limitierten

Zellen . Jedoch lag auch unter Glutamatproduktionsbedingungen der Kaliumefflux um einen

Faktor von mindestens fünf unter der Glutamatsekretionsrate . Unterschiede in der Effizienz

der Glutamatsekretion fanden keine Entsprechung in Veränderungen der Kaliumeffluxrate.

Die dargestellten Experimente geben keine Hinweise auf eine Beteiligung von

Protonen oder Kaliumionen an der Glutamatsekretion . Es muß daher angenommen werden,
daß C . glutamicuna Glutamat in Form des Anions ins Medium transportiert . Der beschrie-

bene hemmende Effekt erhöhter Kaliumkonzentrationen im Medium auf die Rate der

Glutamatsekretion muß als unspezifischer Effekt der hohen Salzkonzentration gewertet

werden.

111 .2 .3 .

	

DasMembranpotential als mögliche treibende Kraft der Glutamat-
sekretion

Das auch unter den Bedingungen der Glutamatproduktion hohe Membranpotential

von Cory>nebacterium glutamicum (innen negativ) (Hoischen und Krämer, 1989) stellt für

den Export des Glutamatanions eine mögliche Energiequelle dar . Es wurde daher unter-

sucht, ob der Abbau des Membranpotentials einen Einfluß auf die Aktivität der Glutamat-

sekretion hat (Abb .12) . Die Zugabe von CCCP, eines Protonophors, zu Glutamat-

sekretierenden Zellen (C-Quelle: Glukose) führte wie erwartet zu einer drastischen Reduk-

tion des Membranpotentials . Die Rate der Glutamatsekretion wurde dadurch jedoch nicht

beeinflußt. Die intrazelluläre Glutamatkonzentration der Zellen stie g nach dem Zusatz von

CCCP leicht an, die Konzentrationen von ATP und ADP blieben nahezu unverändert.

Wurde an Stelle von CCCP der Kaliumionophor Valinomycin in Anwesenheit von
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300 mM KCl eingesetzt (Abb . 13), so konnte auch hier beobachtet werden, daß die Gluta-

matsekretion bei drastisch reduziertem Membranpotential fortgesetzt wurde . Die Sekretion,

die auf Grund der hohen Kaliumkonzentration verlangsamt war (ungefähr

10 nMol•min-1 •mg TG-1 ), schnellte nach Zugabe von Valinomycin für einen Zeitraum von

15 Minuten auf ca 30 nMol•min -l . mg TG-1 hoch, um dann wieder auf die Anfangsrate

abzusinken . Die Beschleunigung der Sekretionsrate war begleitet von einem kontinuier-

lichen Abfall der intrazellulären Glutamatkonzentration von ungefähr 190 mM auf unter

50 mM im Verlauf von 60 min. Diese unerwartete Reaktion der Zellen deutet darauf hin,

daß der Kaliumionophor neben der Zerstörung des Membranpotentials noch weitere Effekte
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Abb.12

Einfluß des Protonophors CCCP auf die Glutamatsekretion von C. glutanr.icum (C-Quelle
Glukose)

Die CCCP-Zugabe erfolgte 60 min nach Beginn des Experiments . Die Sekretion von
Glutamat ins externe Medium (),

	

(Q), ATP-

	

nt~~(Ar undd AD~P_die intrazellulären Glutamat-
Konzentrationen (®i sowie das Membranpotential wurden als Funktion der Zeit bestimmt.
Zelldichte: 1,5 mg TG/ml.
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auf den Zellmetabolismus hat . Eine Perrneabilisierung der Cytoplasmamembran durch

Valinomycin auch für Ammoniumionen könnte hier beteiligt sein . So wurde beobachtet,

daß der Einsatz von Valinomycin bei Zellen, die in Ammonium-reichem Medium suspen-

diert wurden, auch bei niedrigen externen Kaliumkonzentrationen zu einer starken Reduk-

tion des Membranpotentials führte (Daten nicht gezeigt), während Valinomycin bei Zellen,

die in Ammonium-freiem Puffer suspendiert wurden, die Einstellung von

Kaliumdiffusionspotentialen als Funktion der externen Kaliumkonzentration erlaubte (vergl.

Abb. 1) .
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Einfluß des K+-Ionophors Valinomycin auf die Glutamatsekretion von C. glutamicum

Das Experiment wurde bei einer externen KC1-Konzentration von 300 mM durchgeführt.
Ablauf des Experiments und bestimmte Parameter waren analog zu Experiment in Abbil-
dung 12.
Zelldichte: 0,8 mg TGlml.
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II1 .2 .4 .

	

Versuche zur Variation der intrazellulären ATP-Konzentration
Glutamat-sekretierender Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, daß der elektrochemische Gradient des Glutamat-

anions, gemäß eines sekundären Transportmechanismus nicht als Triebkraft des Glutamat-

exportes fungiert, muß auch ein primärer Transportmechanismus in Betracht gezogen

werden . Eine Kopplung des Transportschrittes an die Hydrolyse von ATP wäre denkbar . Es

wurden daher Versuche unternommen, den intrazellulären ATP-Gehalt Glutamat-

sekretierender Zellen zu variieren, um eine mögliche Korrelation zwischen ATP-Gehalt und

Sekretionsaktivität zu überprüfen . Die ATP-Bildung erfolgt in aeroben Organismen durch

Substratkettenphosphorylierung und Elektronentransportphosphorylierung . Bei letzterer

dient das durch den Elektronentransport aufgebaute elektrochemische Protonenpotential

einer membranständigen ATPase als Energiequelle für die Phosphorylierung von ADP zu

ATP . Zur Reduktion des ATP-Gehalts von C. glutamicum wurden daher das Membran-

potential und die FOF1 -ATPase als Angriffspunkte gewählt.

Bei Zellen, die unter Biotin-Mangel Glukose zu Glutamat umsetzten, wurde durch

den Abbau des Membranpotentials nahezu keine Änderung des intrazellulären ATP-Gehalts

beobachtet (vergl . Abb . 12 und 13) . Dies ist bemerkenswert, da ja das elektrochemische

Protonenpotential, wie oben erwähnt, den Energiespeicher darstellt, der zwischen

Elektronentransport durch die Atmungskette und ATP-Synthese durch die membranständige

FOF1 -ATPase vermittelt. Durch Vergleich der Reaktion wachsender und Glutamat-

sekretierender Zellen auf die Entkopplung durch CCCP wurde überprüft, ob es sich bei der

beobachteten Stabilität des cytoplasmatischen ATP-Pools um eine für den Produktionszu-

stand von C. glutainicuin charakteristische Eigenschaft handelt . Wie in Tabelle 6 gezeigt

führte die CCCP-Behandlung bei wachsenden Zellen von Corvnebacterium glutamicum (C-

Quelle : Glukose) zu einem deutlichen Abfall der cytoplasmatischen ATP-Konzentration um

mehr als 40%. Nach CCCP-Gabe erfolgte kein Wachstum mehr. Gleichzeitig verdoppelte

sich die Atmungsrate der Zellen, während ihr Glukoseumsatz um 15% zurückging . 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 unveränderter Geschwindigkeit des Glukoseumsatzes

stieg die Atmungsaktivität der Zellen um nur 24% an . Diese Ergebnisse deuten darauf hin,

daß während des Umsatzes von Glukose die Elektronentransport-Phosphorylierung bei

Biotin-limitierten Zellen in viel geringerem Maß am Aufbau des intrazellulären ATP-Pools

beteiligt ist als bei wachsenden Zellen.

In Übereinstimmung mit dieser Interpretation führte auch die Hemmun g der F0F 1

-ATPase durch den ATPase-Hemmstoff DCCD nicht zu einer Reduktion des intrazellulären

ATP-Gehalts Glutamat-sekretierender Zellen (Abb .14). Die vorübergehende Hyperpolari-



Tab . 6

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

Die aufgeführten Daten entstammen Experimenten, die analog zu dem in Abbildung 12
gezeigten Experiment durchgeführt wurden . Die Verbrauchsraten von Glukose und Sauer-
stoff,ydie Glutamatsekretionsrate sowie der intrazelluläre ATP-Gehalt der Zellen wurden
während einer 60-90 minütigen Inkubation vor und während eines Zeitraumes von 60 min
nach Zugabe von 50 3.M CCCP gemessen . Unter [Biotin] ist die zur Anzucht der Zellen
eingesetzte Biotinkonzentration genannt.

[Biotin]

	

CCCP

	

Verbrauchs-

	

Bildungs-

	

[ATP]
raten

	

rate

[nMol'miri 1 'mg TG-1]

	

[mM]

Glukose 02 Glutamat

200

	

- 72 120 0 6,8

+ 61 232 0 3,9

1 39 79 27 5,5

+ 39 98 27 5,0

sation der Membran von 180 mV auf 195 mV nach DCCD-Gabe belegte, daß DCCD

tatsächlich den Protonentransport durch die FOF 1 -ATPase blockiert hatte . Etwa 10 Minuten

nach DCCD-Zugabe wurde eine Hemmung der Glutamatsekretionsaktivität um mehr als

90% beobachtet, die jedoch nicht auf fehlendes ATP zurückgeführt werden kann . Es muß

aus diesem Ergebnis geschlossen werden, daß DCCD neben der Hemmung der F0F' 1

-A T Pase noch weitere Wirkungen hat.

Mit Acetat als C-Quelle ist ATP-Synthese ausschließlich durch Elektronentransport-

phosphorylierung möglich . Der cytoplasmatische ATP-Gehalt Acetat-verstoffwechselnder

Zellen sollte daher gegenüber einem Abbau des Membranpotentials empfindlich sein . Diese

Annahme wurde durch Anwendung des Protonophors CCCP auf Acetat-umsetzende,

Glutamat-sekretierende Zellen überprüft . Damit C. glutamicurn in der Kurzzeitfermentation

Acetat als C-Quelle verwerten kann ist es notwendig, die Zellen vorher auf Acetat anzuzie-

[l lgl
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hen, da Enzyme für die Acetatverwertung induziert werden müssen . 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 führte CCCP zu einem sofortigen und dauerhaften Abfall der intrazellulären ATP-

Konzentration der Zellen um 50% von 4 mM auf 2 mM . Gleichzeitig kam es zum Anstieg

der ADP-Konzentration um ungefähr den gleichen Betrag . Die Glutamatsekretion wurde

sofort um mehr als 90% gehemmt . Da das Membranpotential in C. glutamicum als Energie-

quelle des Acetataufnahmesystems dient (Ebbighausen et al ., 1991), muß der Abbau des

DCCD

115 nMollmg protein

®tp 180 rnV 196 mV

l ;l r- 1503

- 6

-4

r,

0

- 100

- 50

Zeit [min]

Abb .14

Einfluß von DCCD auf die Glutamatsekretionsaktivität von C. glutaricum

In der Kurzzeitfermentation mit Glukose als C-Quelle wurde nach Ablauf von 60 min
DCCD zugesetzt und die Wirkung auf die Sekretion von Glutamat ins Medium ( und die
intrazellulären Konzentrationen von Glutamat (G), ATP (®) und ADP (v) sowie das
Membranpotential verfolgt.
Zeltdichte: 1,9 mg TG/ml
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Wirkung des Protonophors CCCP auf die Glutamatsekretion Acetat-gezogener Zellen von
C. glurainieutn ausgehend von Acetat (A) bzw . von Glukose (B) als C-Quelle.

Ablauf des Experiments und bestimmte Parameter waren analog zum Experiment in Abbil-
dung 12 . Zelldichte : (A) .1,8 mg TGlml, (B) 2,2 mg TG/ml .
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Membranpotentials auch zu einer stark verminderten Versorgung der Zellen mit Acetat

führen. Die nach CCCP-Zugabe noch hohe und nur langsam absinkende interne Glutamat-

konzentration der Zellen machte jedoch deutlich, daß 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 vorübergehende Absenkung des

ATP-Gehalts bzw. des ATPIADP-Quotienten in gleichem Ausmaß wie bei den Acetat-ver-

stoffwechselnden Zellen (vergl . Abb .15A) beobachtet werden. Die Zellen setzten jedoch

die Glutamatsekretion auch nach Abbau des Membranpotentials mit unveränderter Rate fort.

In Bezug auf die Reaktion der Glutamatsekretion verhielten sich diese Zellen also wie

solche, die ausschließlich Glukose als C-Quelle erhalten hatten (vergl . Abb.12), die Reak-

tion ihres ATP-Gehaltes zeigte Ähnlichkeit zu derjenigen von Zellen, die ausschließlich

Acetat verstoffwechselten (vergl . Abb.15A).

Die gezeigten Experimente lassen keine Abhängigkeit der Sekretionsaktivität von

der cytoplasmatischen ATP-Konzentration der Zellen erkennen . Die in zwei Fällen beob-

achtete Hemmung der Sekretion kann an Hand der vorliegenden Daten nicht erklärt werden.

111 .2 .5 .

	

Veränderung der Sekretionsaktivität durch Variation von Kultur-

bedingungen

Die optimale Versorgung von C. glutamicum mit C-Quelle und Sauerstoff stellt

unter Produktionsbedingungen eine notwendige Voraussetzung dafür dar, daß der Organis-

mus Glutamat mit hoher Effizienz und Ausbeute bildet (Hirose et al ., 1985) . Dies ist

verständlich, da zum einen die C-Quelle als Energiequelle dient und das Kohlenstoffgerüst

des Glutamats liefert und da es sich zum anderen beim Umsatz einer C-Quelle wie Glukose

oder Acetat zu Glutamat um einen oxidativen Prozeß handelt . Die Reaktion von Biotin-

limitierten C. glutamicuin Zellen auf Glukose- bzw . Sauerstoffmangel wurde in der Kurz-

zeitfermentation verfolgt (Abb.16 und 17) . Ziel war es, die Veränderungen der Sekretions-

aktivität, der intrazellulären Glutamatkonzentration und energetischer Parameter direkt nach

Verbrauch von Glukose bzw . Sauerstoff zu beschreiben . Die Zugabe einer geringen Menge

von Glukose zu in Glukose-freiem Medium suspendierten Zellen führte zu sofortigem

Einsetzen der Glutamatsekretion (Abb .16) . Diese kam nach 30 Minuten, nach Verbrauch

der Glukose (nicht gezeigt) wieder zum Stillstand . Die intrazelluläre Glutamatkonzentration

der Zellen lag auch nach dem Stopp der Sekretion mit ungefähr 130 mM nur um 50 mM

unter der Konzentration der sekretierenden Zellen . Ein ähnliches Verhalten zeigten die

Zellen als Reaktion auf den Wechsel von aeronen zu anaeroben Kulturbedingungen

(Abb.17). Der soforti ge Stopp der Sekretion nach Entzug des Sauerstoffs war von einem



Abfall der intrazellulären Glutamatkonzentration von ungefähr 30% begleitet . In beiden

Experimenten konnte während der Sekretion ein etwa doppelt so hoher ATP-Gehalt der

Zellen beobachtet werden wie bei gestoppter Sekretion . Diese Reaktion kann jedoch nicht

für die Veränderungen der Sekretionsaktivität verantwortlich gemacht werden, da in

vorausgegangenen Experimenten (vergl . Kapitel 111 .2 .4 .) keine Korrelation zwischen der

Höhe des ATP-Gehalts der Zellen und der Aktivität der Glutamatsekretion gefunden wurde.

3 mM Glukose
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Abb. Ib

Glutamatsekretion (), interne Glutamat- (o) und ATP-Konzentration (A) von C . glutamicum
vor und nach Zugabe einer geringen Glukosemenge

Nach zweimaligem Waschen und anschließender 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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Einfluß des Wechsels von aeroben zu anaeroben Kulturbedingungen auf die Glutamatsekre-
tion

In der Kurzzeitfermentation wurde nach Ablauf von 60 min von aeroben auf anaerobe
Kulturbedingungen umgestellt, indem die Kultur mit N~ übergast und nur noch sehr lang-
sam durchmischt wurde. Nach weiteren 60 min wurden wieder aerobe Bedingungen
eingestellt, d .h. starke Durchmischung der Kultur in Kontakt mit Luft . Die gemessenen
Parameter waren analog zum Experiment in Abbildung 16.
Zelldichte : 1 .9 mg TGIm1.

111 .3 . Regulation der Glutamatsekretion

Durch Eingriffe in die Energetik Glutarnat-sekretierender Zellen konnte bisher in

vier Fällen ein deutlicher Einfluß auf die Aktivität der Sekretion ausgeübt werden (siehe

Kapitel 111.2.4. und 111.2.5 .) . Es war jedoch nicht möglich, die beobachteten Änderungen

der Sekretionsaktivität mit variierten Werten eines zellulären, energetischen Parameters zu

korrelieren. Es besteht daher die Möglichkeit, daß die beobachtete Reduktion der Sekre-

tionsaktivitat nicht das Ergebnis eines Eingriffs in die Energetik des Transportprozeßes ist,

sondern eine regulatorische Antwort der Zellen auf die . veränderten Bedingungen darstellt.
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Substratumsatz und Produktbildung bei gehemmter GIutamat-

sekretion

Zum Verständnis 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 für alle bisher beschriebenen Fälle einer

Hemmung der Sekretionsaktivität durchgeführt . Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in

Tabelle 7 zusammengefaßt.

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 ungefähr 80% ab . Unter anaeroben Bedingungen

(Experiment 2), also bei vollständiger Unterdrückung 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 Atmungsaktivität der Zellen um mehr als 60% beobachtet.

Dies könnte auf eine direkte Hemmung der Atmungskette durch DCCD hindeuten . Für eine

Einschränkung der Atmungskapazität der Zellen durch DCCD spricht auch das Auftreten

der Laktatbildung . Beispiele für DCCD sensitive Komponenten von Atmungsketten sind in

der Literatur beschrieben (Solioz, 1984) . Da DCCD in jedem Fall auch auf die F 0F1

-ATPase wirkt, könnte die verminderte Aktivität der Protonen-pumpenden Atmungskette

aber auch eine Reaktion auf die Verhinderung des Protonenrückfluß ins Cytoplasma der

Zellen und den sich daraus ergebenden Protonenrückstau sein . Die vorübergehende

Hyperpolarisation der Membran nach DCCD-Zugabe (vergl . Kapitel 1I1 .2 .4.) belegt die

Existenz eines solclieli ProtorierlilEckstaus, 'Da dessen Auflösung durch Zugabc deg x'fU-

tonophors CCCP jedoch nicht zu einer Reaktivierung der Atmungsaktivität führte (Daten

nicht gezeigt), muß von einer direkten Wirkung des DCCDs auf die Atmungskette ausge-

gangen werden . Die Hemmung der Glutamatsekretion Acetat-verstoffwechselnder Zellen

nach Abbau ihres Membranpotentials (Experiment 4) war mit einer mehr als 80%igen

Reduktion der Umsatzrate des Acetats verbunden . Dies ist verständlich, da das Acetatauf-

nahmesystem von C. glutamicuni vom elektrochemischen Protonenpotentials über der

Cytoplasmamembran angetrieben wird (Ebbighausen et al., 1991). In allen vier beschrie-

benen Fällen der Hemmung der Sekretionsaktivität sank der intrazelluläre Glutamatgehalt

der Zellen durch die Hemmung nur um weniger als 40% ab (vergl . Abb . 16,17,14 und 15A).

Die Analyse von Substratumsatz und Produktbildung bei gehemmter Sekretion zeigt,

daß . zwei unterschiedliche Situationen unterschieden werden müssen : 1 . Hemmung der
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Tab .7.

Veränderungen von Substratumsatz und Produktbildung durch C . glutamicum 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

[nMol-min -1 'mg TG -1 1 [nMol-min 1 'mg TG -1 ]

C'-C)uelle Glutamat Laktat
-
(C6)

Glukosemangel
(C-Quelle : GIukose

vor 32 67 17 n .b.

s . Abb.16) nach 0 13 Si n .b.

02-Mangel
(C-Quelle: Glukose

vor 50 n .b . 19 0

s . Abb.17) nach 20 0 36

DCCD-Zusatz
(C-Quelle : Glukose

vor 33 67 15 0

s. Abb.14) nach 29 25 51 38

CCCP-Zusatz
(C-Quelle: Acetat

vor 41 85 22 n.b.

s . Abb. .' 5A) nach 8 76 n .b .

n.b . nicht bestimmt

Sekretion durch drastische bzw . vollständige Unterdrückung der Substrataufnahme

(Experiment 1+4) und 2 . Hemmung der Sekretion durch die teilweise bzw . vollständige

Umlenkung des Stoffflußes zum Laktat (Experiment 2+3) . Gemeinsam ist beiden Situatio-

nen, daß es bei signifikant hoher intrazellulärer Glutamatkonzentration zu einer Verminde-

rung des •Stoffflußes in den Citratzyklus und damit zum Glutamat kommt . Eine schnelle

Regulation der Sekretionsaktivität je nach Stärke des Kohlenstoffflußes in . den Citratzyklus

erscheint sinnvoll, da so ein Auslaufen des intrazellulären Glutarnatpools verhindert werden



kann. Als Regulator der Aktivität des Glutamatsekretionscarriers muß ein zellulärer Para-

meter angenommen werden, der in seiner Größe je nach Stärke des Kohlenstoffflußes in den

Citratzyklus variiert.

111 .3 .2 .

	

Untersuchung einer möglichen Regulation der Glutamatsekretion
durch den anabolen Reduktionsgrad (NADPH/NADP+NADPH)

Wachsende Zellen von C. glutamicum sind auf einen effizienten Zentralstoffwechsel

angewiesen, der für die Bereitstellung von Energie, Grundbausteinen und Reduktions-

äquivalenten zur Zellsubstanzsynthese sorgt . ist durch Biotinmangel das Wachstum des

Organismus limitiert, so muß sein Bedarf an den Produkten des Zentralstoffwechsels

drastisch reduziert sein . Da jedoch auch unter Biotinlimitierung noch ein recht hoher

Umsatz des Kohlenstoffsubstrats erfolgt (vergl . Kapitel I11 .1 .3 .), ist es denkbar, daß es hier

zu Ungleichgewichten im Zentralstoffwechsel kommt, so z .B . zu einer unausgeglichenen
Bilanz. zwischen Bereitstellung und Verbrauch von Reduktionsäquivalenten für 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 Kohlenstofffluß

durch den Pentose-Phosphat-Zyklus ist bei Glutamat-produzierenden Zellen von C. gluta-
micum deutlich reduziert (Ishino et al ., 1991, K. Sonntag, persönliche Mitteilung) . Eine

Transhydrogenase, die Reduktionsäquivalente von NADPH auf NAD überträgt und damit

der Atmungskette zuführt, konnte für C. glutamicuna bisher nicht nachgewiesen werden

(Kinoshita und Tanaka, 1972 ; Valino, 1991) . Demnach könnte Kohlenstofffluß in den

Citratzyklus bei Biotin-limitierten, nicht wachsenden Zellen von C. glutaniicum zu einem

Anstieg des Reduktionsgrades des NADP-Pools führen. Glutamatbildung durch die

NADPH verbrauchenden Enzyme Glutarnat-Dehydrogenase und Giutarnin-Synthe-

tase/GIutarnin-Oxoglutarat-Aminotransferase und der Export des gebildeten Glutamats, in

seiner Aktivität reguliert über den anabolen Reduktionsgrad (NADPHINADP-NADPH),

warden einer übermäßigen Reduktion des 1`.ADPs entgegenwirken. Die Hypothese, daß der

anabole Reduktionsgrad als Sensor des Kohlenstoffflußes in den Citratzyklus und als

Regulator des Glutamatsekretionssystems fungiert, wurde durch Messung des Nicotinamid-

Nukleotid-Gehalts von C . glutamicuna unter verschiedenen Bedingungen experimentell

überprüft.

Die Ergebnisse des Vergleichs von wachsenden und Glutamat-sekretierenden Zellen

von C. glutarnicunt bezgl . ihres NAD(H)- und NADP(H)-Gehalts sind in Tabelle 8 darge-

stellt . Der NAD(H)-Gehast (NAD+NADH) wachsender Zellen betrug 2,45 nMol . mg TG-

-und. war damit um den Faktor zwei höher 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-limitier-
ten C . glurainicufn Zellen

Die Messungen wurden mit wachsenden Zellen (200 µg Biotin•1-1 ) während der logarithmi-
schen Wachstumsphase und mit Biotin-limitierten Zellen (1 µg Biotin•1 ) nach Einsetzen
der Glutamatproduktion durchgeführt . Als C-Quelle wurde Glukose eingesetzt . Gezeigt
sind Mittelwerte von vier unabhängigen Messungen.
CRC : Kataboler Reduktionsgrad ; NADHINAD+NADH
ARC : Anaboler Reduktionsgrad ; NADPH/NADP+NADPH

[Biotin] NAD NADH

	

NADP NADPH CRC ARC

[µg'1 -1 ] [nMol•mg T G" 1]

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

f0,10 ±0,09 ¢0,08 ± 0,05

Nur durchschnittlich 30% des NADs lagen in reduzierter Form vor, während für den

NADP-Pool ein Reduktionsgrad von annähernd 60% ermittelt wurde . Die Bestimmung des

NAD(P)(H)-Gehalts Biotin-limitierter Zellen ergab im Vergleich zu wachsenden Reduktionum

32% (NAD(H)) bzw . 17% (NADP(H)) niedrigere Werte. Auch das Ausmaß der Reduktion

beider Coenzyme lag mit nur 13% (NAD(H)) bzw . 24% (NADP(H)) deutlich unter dem-

jenigen der wachsenden Zellen.

Eine mögliche Korrelation der Aktivität der Glutamatsekretion mit der Höhe des

anabolen Reduktionsgrads wurde an Hand der in Tabelle 9 zusammengefaßten Experimente

überprüft . Bei Verbrauch der Glukose, wie beschrieben mit sofortigem Stopp der

Glutamatsekretion verbunden, konnte tatsächlich eine Abnahme des anabolen Reduktions-

grads der Biotin-limitierten Zellen um 50% beobachtet werden . Der äußerst niedrige

katabole Reduktionsgrad der Zellen blieb unverändert . Die Hemmung der Glutamatsekre-

tion tinter . anaeroben Bedingungen hatte nahezu keinen Effekt auf den Reduktionsgrad des

NADPs . Die Unterbindung der Atmung führte jedoch wie zu erwarten zu einem deutlichen

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

des anabolen Reduktionsgrads auf die Auslösung der Glutamatsekretion beim Leucin-auxo-



Tab . 9

Reaktion des Reduktionsgrads von NAD und NADP auf Veränderungen der Glutamat-
sekretionsaktivität

Die Veränderungen der Glutamatsekretionsaktivität erfolgte durch Variation der Glukose-
bzw . Sauerstoffversorgung von Wildtypzellen (vergl . Abb. I6 und 17) bzw . über Leucin-
Versorgung und Inkubationstemperatur des Leucin-auxotrophen Stamms ATCC 14310
(vergl. Abb .5).
CRC: Kataboler Reduktionsgrad ; NADH/NAD+NADH
ARC: Anaboler Reduktionsgrad; NADPHINADP+NADPH

Experiment

	

Glutamatsekretion

~nMol'miä 1 'mg TG -1 ]

CRC ARC

C. glutanaicurn ATCC 13023

+ Glukose 23 0,08 0,19

- Glukose 0 0,08 0,10

+ 02 24 0,11 0,30

- 02

C. glutanticunz ATCC 14310

0 0,33 0,34

+ Lewin 30°C 0 0,14 0,43

39°C 3 0,12 0,44

- Lewin 3i~ C 3 0,14 0,45

39°C 12 0,12 0,44

trophen C. glurumicum Stamm ATCC 14310 untersucht (vergl . Kapitel 11I .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 Erhöhung der Inkubationstempe-
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ratur der Kulturen auf 39'C, die den Unterschied in der Sekretionsfähigkeit der beiden

Zelltypen noch verstärkte, änderte sich daran nichts . Der leichte Abfall des katabolen

Reduktionsgrads durch die Temperaturerhöhung dürfte auf der Zunahme der Reaktions-

geschwindigkeit der Atmungskette beruhen.

Zusammengenommen deuten die in den Tabellen 8 und 9 gezeigten Daten nicht

darauf hin, daß für C . glutarnicutn die Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen Redoxbilanz

unter Biotinlimitierung ein Problem darstellt . Vielmehr muß angenommen werden, daß der

Organismus auch dann zur Koordination von Reduktionsäquivalenten-liefernden und

-verbrauchenden Reaktionen in der Lage ist, wenn kein Wachstum stattfindet . Die Hypo-

these einer Regulation der Glutamatsekretionsaktivität über den anabole Reduktionsgrad

konnte damit nicht bele g t werden.
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IV. DISKUSSION

Die in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen stützen die bereits früher von

Hoischen und Krämer (1989) aufgestellte Hypothese, daß die Sekretion von Glutamat bei

Biotin-limitierten Zellen von Corvntebacteriwn glutamicum durch einen spezifischen

Effluxcarrier vermittelt wird . Es wurde eine detaillierte Analyse des Energiestatus

Glutamat-sekretierender Zellen vorgenommen und die Energiekopplung des Glutamat-

exports durch gezielte Manipulation zellulärer Energiespeicher untersucht . Auf diese Weise

konnte ein Antrieb des Exports durch die Energie elektrochemischer Gradienten, also ein

sekundärer Mechanismus, ausgeschlossen und Hinweise auf einen primären Transport-

mechanismus erhalten werden . Die Untersuchungen zum Mechanismus der Glutamatsekre-

tion Biotin-limitierter Zellen wurden veröffentlicht (Gutmann et al ., 1992).

Stärkstes Argument für die Beteiligung eines Carriers und gegen einfache Diffusion

als Grundlage der Sekretion stellt die Tatsache dar, daß eine Variation des elektrochemi-

schen Gradienten des Glutamatanions keinen Einfluß auf die Sekretionsaktivität 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), ohne eine

Verminderung der Sekretionsrate zu bewirken . Dieses Verhalten spricht ebenfalls gegen

erleichterte Diffusion als Exportmechanismus, d .h. gegen einen Carrier, der Glutamat im

Uniport entsprechend seines elektrochemischen Potentials über die Cytoplasmamembran

transportiert . Auf Grund des völligen Fehlens einer Reaktion der Sekretionsaktivität auf den

Abbau oder die Umkehrung der Gradienten, kann bereits an dieser Stelle postuliert werden,

daß die zum Antrieb der Sekretion genutzte freie Energie deutlich größer ist als diejenige,

die in Form elektrochemischer Gradienten gespeichert werden kann . Auch der Energie-

gehalt der chemischen Gradienten von Protonen und Kaliumionen, Ionen, die als mögliche

Cosubstrate des Glutamatcarriers in Frage kommen, wird nicht als Energiequelle des

Exports genutzt . Wie im Fall des Glutamatkonzentrationsgradienten beeinflußte die Varia-

tion des Protonengradienten über der Cytoplasmamembran die Sekretionsrate in weitem

Bereich nicht (Abb . 7). Bei Veränderung des Kaliumkonzentrationsgradienten durch

Erhöhung der extrazellulären Kaliumkonzentration kam es zwar zu einer deutlichen

Verminderung der Sekretionsrate (Abb .9), es konnte jedoch keine stöchiometrische 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 Glutamateffluxes . Es ist daher anzunehmen, daß die

hemmende Wirkung einer erhöhten externen Kaliumkonzentration auf die Glutamatsekre-

tionsaktivität Folge eines unspezifischen Effekts der erhöhten Salzkonzentration ist .



Die Verstärkung sowohl der Kaliumaufnahme als auch des Kaliumeffluxes bei

Biotin-limitierten im Vergleich zu wachsenden Zellen ist bemerkenswert . Das Auftreten

eines massiven Kaliumefflux mit Einsetzen der Glutamatsekretion haben Duperray et al.

(1992) für C. glutainicum Zellen beschrieben, die durch die Behandlung mit Detergenzien,

hier mit aliphatischen Aminen . zur Glutamatsekretion gebracht wurden . Die Rate des

Kaliumeffluxes lag 5-10fach höher als diejenige des Glutamateffluxes, so daß auch diese

Autoren eine mechanistische Kopplung zwischen Glutamat- und Kaliumefflux aus-

schlossen. In den von Dupen-ay et al . gezeigten Experimenten führte die Detergenz-

behandlung der Zellen innerhalb eines kurzen Zeitraums zur völligen Entleerung der cyto-

plasmatischen Glutamat- und Kaliumpools und zum Abbruch der Sekretion, obwohl die

gleiche Methode auch industriell zur kontinuierlichen Produktion von Glutamat eingesetzt

wird . Es ist daher anzunehmen, daß die von Dupperay et al . angewendeten Bedingungen

weit drastischer waren als diejenigen, die zur kontinuierlichen Produktion von Glutamat

führen . Festzuhalten ist jedoch, daß es offensichtlich unter Glutamatproduktionsbedingun-

gen, unabhängig ob durch Biotinlimitierung oder Detergenzbehandlung herbeigeführt, zu

einer verstärkten Durchlässigkeit der Cytoplasmamembran von C. glutamicuin für Kaliu.m-

ionen kommt. Die Kaliumverluste durch passiven Kaliumausstrom können jedoch von

Biotin-limitierten Zellen durch eine Erhöhung der Kaliumaufnahme kompensiert werden.

Auf diese Weise ist es diesen Zellen möglich, eine intrazelluläre Kaliumkonzentration in

vergleichbarer Höhe wie Biotin-versorgte Zellen aufrechtzuerhalten.

Die direkt gemessenen, niedrigen Kaliumeffluxraten bei Biotin-limitierten Zellen

erlauben es, einen Cotransport des Glutamatanions mit Kaliumionen definitiv auszu-

schließen, unabhängig davon ob dem Glutamatefflux ein sekundärer oder ein primärer

Transportmechanismus zu Grunde liegt . Die Frage nach einem Cotransport mit Protonen

kann nicht in diesem Sinn endgültig beantwortet werden . Die weitgehende Unabhängigkeit

der Sekretionsaktivität vom Protonengradienten Fiber der Cytoplasmamembran schließt

einen sekundären, nicht jedoch einen primären Glutamat/Protonen-Cotransport aus . Die

Kopplung des Exports z .B . mit der Hydrolyse von ATP könnte die hemmende Wirkung

eines dem Protonenexport entgegengerichteten Protonengradienten überspielen, da der

Betrag der freien Energie, der bei der Hydrolyse der Säureanhydridbindung des ATPs unter

physiologischen Bedingungen verfügbar wird (~-50 kJ/Mol) weit höher ist als derjenige,

der in Form eines chemischen Protonengradienten gespeichert werden kann (-5,7 kSlMol

bei einem Konzentrationsverhältnis über der Membran von 1 :10).

Bei Alkalisierung des Cytoplasmas auf pH 8,3, wodurch die intrazelluläre Konzen-

tration der protonierten Form des Glutamats auf unter 20 i. M absinken mußte, trat keine

Hemmung der Sekretionsaktivität auf (Abb .7) . Dies kann bedeuten, daß entweder die

protonierte Säure nicht das Substrat des Exportcarriers darstellt oder aber, daß die Konzen-

ration von 20 p.M . noch deutlich über dessen K M-Wert liegt . Ein KM-Wert unter 20 p.M



erscheint jedoch für das Glutamatexportsystem unwahrscheinlich, da es stets mit intra-

zellulären Glutamatkonzentrationen von größer 100 mM konfrontiert ist . Es ist daher davon

auszugehen, daß Glutamat als Anion exportiert wird.

Eine Bestimmung der Substrataffinität des Glutamatexportsystems konnte nicht

durchgeführt werden, da es nicht möglich war, die intrazelluläre Glutamatkonzentration

ganzer Zellen über einen größeren Bereich zu variieren . Für die Lysin- und Isoleucin-

exportsysteme von C. glutamicum, beides sekundäre Transportsysteme, wurden K M-Werte

im millimolaren Bereich bestimmt (Bröer und Krämer, 1991a ; S . Zittrich, persönliche

Mitteilung) . KM-Werte primärer Transportsysteme wurden bisher nur für Aufnahme-

systeme ermittelt . Diese besitzen sinnvollerweise eine sehr niedrige Substrataffinität von

meist unter 1 iM (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) könnte auf der Hemmung des Exportcarriers durch die gleichzeitig erfol-

gende Ansäuerung des Cytoplasmas beruhen . Für die Glutamataufnahmesysteme von C.

glutanzicurn (Krämer et al ., 1990), Streptococcus lactis (Poolman et al ., 1987) und Strepto-

coccus niutans (Noji et al ., 1988) wurde eine derartige Regulation der Transportaktivität

durch den cytoplasmatischen pH beschrieben . In Übereinstimmung mit Untersuchungen

von Kalnenieks et al . (1989) wurde eine schlechte pH-Homöostase von C. glutamicum bei

alkalischen pH-Werten gefunden, so daß bei einem externen pH über 7,0 der interne pH-

Wert der Zellen mit dem pH des Mediums identisch ist.

Wird das Glutamatanion exportiert so muß das elektrische Potential (innen negativ),

das über der Cytoplasmamembran der Zellen anliegt, eine Kraft auf das geladene Trans-

portsubstrat ausüben. Wie bereits erwähnt beeinflußt eine Veränderung des Membran-

potentials die Sekretionsaktivität jedoch nicht . Ein gezielter Abbau des Membranpotentials

gelang bei Glukose-verstoffwechselnden Zellen von C . gluta„ aicum durch Einsatz des

Pro toliopnors CCC (Abb. k_). Ls kahl dabei nicht zur Starling des Zentraisw wc 2sels, da

die Glukoseaufnahme des Organismus unabhängig vom Membranpotential durch ein

Phosphotransferasesystem erfolgt (Malin und Bourd, 1991) . Das Ausbleiben einer Reaktion

der Glutamatsekretionsaktivttät auf den Abbau des Membranpotentials verdeutlicht einmal

mehr, daß die Glutamatsekretion mit einer chemischen Reaktion gekoppelt sein muß . Für

einen solchen primären Transportmechanismus stellt ATP eine mögliche Energiequelle dar.

Der Beweis far eine direkte Beteiligung von ATP an der Glutamatsekretion kann mit

Experimenten an ganzen Zellen nicht erbracht werden . In Versuchen zur Senkung der intra-

zellulären ATP-Konzentration Glutamat-sekretierender Zellen wurde maximal eine 50%ige

Reduktion erreicht (Abb . 15,16,17) . Zudem waren Veränderungen der Sekretionsaktivität

nicht eindeutig mit der Höhe des ATP-Pools korreliert, d .h. die Abnahme des ATP-Gehalts

um 50%. führte in einigen jedoch nicht in allen Fällen zur Verminderung der Exportrate
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(vergl. Abb .15 A+B) . Die Analyse der Energiekopplung anderer primärer Transport-

systeme wie z .B . bakterieller, Bindeprotein-abhängiger Aufnahmesysteme, hat gezeigt, daß

der endgültige Nachweis der Hydrolyse von ATP im Verlauf des Transportprozeßes 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 durchgeführte

Bestimmungen der Transportaktivität als Funktion der intrazellulären ATP-Konzentration

erbrachte für verschiedene, erwiesenermaßen nach einem primären Transportmechanismus

arbeitende Carrier ganz unterschiedliche Ergebnisse . Die Transportaktivität der Histidin-

permease von E. coli blieb auch bei 90%iger Reduktion des ATP-Gehalts der Zellen auf ca.

0,2 mM unverändert hoch, so daß ein sehr niedriger K M-Wert dieses Transportsystems für

ATP postuliert wurde (Joshi et al ., 1989) . Für die ebenfalls ATP-getriebene Glutamatauf

nahme in C. glutwnicunt (Krämer und Lambert, 1990) und das Transportsystem, das den

Efflux eines Fluoreszenzindikators bei Lactacaccus lactis katalysiert (Molenaar et al .,

1992), konnte hingegen eine direkte Abhängigkeit der Transportaktivität von der intra-

zellulären ATP-Konzentration zwischen 1 und 5 mM beobachtet werden . Somit ist auch im

Fall, daß die Glutamatsekretion bei C. glutaniicur n wie vorgeschlagen durch ein primäres

Transportsystem katalysiert wird, eine Korrelation von Transportaktivität und ATP-Gehalt

in dem engen, experimentell einstellbaren ATP-Konzentrationsbereich nicht notwendiger-

weise zu fordern.

Bei der Glutamatsekretion unter Biotinmangel ist das Auftreten der Sekretion

sowohl mit der Begrenzung des Wachstums als auch mit einer Veränderung der Struktur der

Cytoplasmamembran verbunden . Das zur Erklärung der Sekretion lange Zeit weitgehend

uneingeschränkt akzeptierte Modell eines passiven Sekretionsmechanismus hat dazu

geführt, daß der Membraneffekt als Auslöser der Glutamatsekretion stets in den Vorder-

grund gerückt wurde . In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, daß C.

glutamicum auch durch eine nicht Membran-wirksame, rein metabolische Limitation zur

Sekretion von Glutamat veranlaßt werden kann . So sezernierte der Leucin-auxotrophe

Stamm ATCC 14310 bei guter Biotinversorgung mit einer geringen aber signifikanten Rate

Glutamat, wenn sein Wachstum durch den Entzug von Leucin verhindert wurde (Abb .5) . Es

ist daher notwendig, als Modulatoren der Aktivität des postulierten Sekretionscarriers

Membraneffekt und die Veränderungen im Stoffwechsel, die als Reaktion auf eine Wachs-

tumslimitierung auftreten, gleichberechtigt zu nennen . Entsprechend könnten für die Fähig-

keit des Stammes Nr . 9087 (Kyowa Hakko Kogyo Co .), auch in Anwesenheit eines Über-

schußes von Biotin Glutamat mit hoher Rate zu sezernieren (Tab .4), Mutationen verant-

wortlich sein, die die Membran und/oder den Stoffwechsel betreffen.

Die Erhöhung der Inkubationstemperatur, die bei Fermentation des Stammes ATCC



14310 die Glutamatsekretion der Leucin-gehungerten Zellen deutlich steigerte und eine

geringe Sekretion auch bei den Leucin-versorgten Zellen hervorrief, hat sicherlich einen

Effekt auf die Membran der Zellen . So nimmt mit steigender Temperatur die Fluidität von

Phospholipidmembranen gegebener Zusammensetzung zu (Melchior, 1982) . Für die beob-

achtete Aktivitätssteigerung des Glutamatsekretionscarriers könnte daher eine Fluidisierung

der Cytoplasmamembran verantwortlich gemacht werden. Eine Abhängigkeit ihrer Aktivität

von der Membranfluidität wurde für einige membranständige Proteine beschrieben

(McElhaney, 1982) . Auch eine unspezifische Permeabilisierung der Membran wäre als

Grundlage des erhöhten Glutamateffluxes denkbar . Es gibt jedoch Argumente, die dagegen

sprechen, daß die beobachtete Sekretionssteigerung nach Erhöhung der Inku-

bationstemperatur durch veränderte Eigenschaften der Membran vermittelt wird . Eine

unspezifische Permeabilisierung der Zellen bei 39°C ist aus ganz offensichtlichen Gründen

auszuschließen . Zum einen sind die Leucin-versorgten Zellen auch bei der erhöhten

Temperatur noch in der Lage zu wachsen . Daß tatsächlich bereits eine spezifische

Permeabilisierung der Membran für Protonen das Wachstum von C . glutainicuni vollständig

verhindert, konnte bei Gabe des Protonophors CCCP beobachtet werden . Außerdem

erfolgte kein Leerlaufen des intrazellulären Glutamatpools der Zellen nach der Tempera-

turerhöhung. Dies tritt erst bei Erhöhung der Inkubationstemperatur über 40°C auf (R.

Krämer, persönliche Mitteilung) . Eine Aktivierung des Sekretionscarriers durch gesteigerte

Membranfluidität erscheint unwahrscheinlich, da sich die Cytoplasmamembran von Zellen,

die durch herkömmliche Methoden zur Sekretion von Glutamat veranlaßt wurden, im

Vergleich zur Membran wachsender Zellen gerade nicht durch eine erhöhte Fluidität

auszeichen . Neubeck et al . (1993) nahmen Fluiditätsmessungen an einem coryneformen

Bakterium durch Bestimmung der Anisotropie einer in die Membran inkorporierten

Fluoreszenzsonde vor und konnten keinen Unterschied in der Fluidität der Membranen

wachsender und Biotin-limitierter Zellen ermitteln . Es bestehen jedoch Zweifel an der

Aussagekraft dieser 1Viessungen, da liier mit intakten Zeilen gearbeitet wurde und der

Einbau der Fluoreszenzsonde in die Cytoplasmamembran nicht überzeugend belegt werden

konnte . Direkt an isolierten Membranen von C. glatamicuin vorgenommene Fluiditäts-

messungen durch Elektronenspinresonanz unter Verwendung eines FettsäTurespinlabels

lieferten für Biotin-limitierte Zellen so gar niedrigere Fiuiditätswerte als für wachsende

Zellen (A. Erdmann, persönliche Mitteilung) . In Einklang mit diesem Ergebnis steht die

Beobachtung, daß es bei Auslösung der Glutamatsekretion durch Biotinmangel und auch

durch Detergenzbehandiung zur Zunahme des Anteils gesättigter Fettsäuren am Gesamtfett-

säuregehalt der Membranen kommt (Hoischen und Krämer, 1990 ; Huchenq et al ., 1984).

Vermehrter Einbau gesättigter_ Fettsäuren in die Phospholipide setzt die Fluidität der

entsprechenden Phospholipidrnembran herab, ein Effekt der von Bakterien zur Stabi -

lisierung ihrer Membran bei erhöhter Temperatur ausgenutzt wird (Russell, 1984) .
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Der Effekt der Temperaturerhöhun g auf den Metabolismus des Stammes C. glutmni-

cuni ATCC 14310 besteht wahrscheinlich primär 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-

turerhöhung belegt . Zugleich kommt es zu einer Aktivierung der Glutamatsekretion . Der

Unterschied in der Stärke der Sekretion, mit der die beiden Zelttypen auf die verstärkte

Glukosezufuhr reagieren, kann nur so gedeutet werden, daß die Sekretion den Zellen dazu

dient, sich überschüssigen Kohlenstoffs zu entledigen . Während 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 Möglich-

keit nicht offen. Auf die Hemmung des Wachstums bei zugleich ausreichender Kohlen-

stoffversorgung hatten diese Zellen bei 30°C ihren Glukoseumsatz im Vergleich zu den

Leucin-versorgten Zellen bereits um den Faktor vier reduziert . Bei erneuter Erhöhung der

Glukoseaufnahme durch die Anhebung der Temperatur sezernierten 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, daß Glutamatsekretion auch in gänzlicher Abwesenheit einer

Membranveriinderung offensichtlich ausgelöst durch eine bestimmte metabolische Situation

der Zellen auftritt, war Anlaß dazu, auch bei Biotin-gehun gerten 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 Biotinlimitierun g hervorzuheben wird das Verhalten Biotin-limitierter Zellen im

Folgenden im Vergleich zu demjenigen wachsender Zellen diskutiert.

Bei ausreichender B3otinversorgung vermag C. glutamicun in der Batchkultur über

einen längeren Zeitraum exponentiell zu wachsen . Der Zeltertrag des Organismus hängt von

der Art des verwendeten Kohlenstoffsubstrats ab . Bei Umsatz von Acetat liegt der Zeller-

nag um ungefähr 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 für die Zellen verfügbar . Der niedrigere Zellertrag der

Äcetat-verstoffwechselnden Zellen ist daher Ausdruck dafür, daß hier diese Energie

weniger effizient zur Synthese von Zeltmasse eingesetzt werden kann . Verantwortlich dafür

ist die Tatsache, daß eine Reihe von Stoffwechselleistun gen mit höheren energetischen

Kosten verbunden ist wenn Acetat an Stelle von Glukose als C-Quelle dient . So ist der

Energieaufwand zur Synthese von Proteinen und Nukleinsäuren ausgehend von Acetat etwa

doppelt so hoch wie ausgehend von Glukose (Tempest und Neijssei, 1987) . Während

Glukose im Verlauf der Aufnahme durch ein Phosphotransferasesystem phosphoryliert wird



und so in bereits aktivierter Form als Giukose-6-Phosphat ins Cytoplasma gelangt, kommt

im Falle von Acetat zu dem Energieaufwand für die Aufnahme noch derjenige für die

Aktivierung des Acetats zu Acetyl-CoA hinzu . In Gegenwart von Acetat muß zudem auch

ein höherer Energiebetrag zur Aufrechterhaltung der protonenmotorischen Kraft über der

Cytoplasmamembran aufgewendet werden, da die protonierte Form der Essigsäure

membran-permeabel ist und als Entkoppler wirkt (Neijssel und Tempest, 1979) . Um diesem

zusätzlichen Energiebedarf Rechnung zu tragen verstärkt C . glutamicuin bei Wachstum mit

Acetat als C-Quelle den Energiestoffwechsel auf Kosten der Substratassimilation, so daß im

Vergleich zu Zellen, die mit Glukose als C-Quelle wachsen eine nahezu doppelt so große

Menge des Substrats zu CO ? oxidiert wird.

Die Geschwindigkeit, mit der wachsende Zellen Glukose bzw . Acetat verbrauchen
~

	

y
(60-70 nMol•min-1 mg TG-1 , bezogen auf den Umsatz von C 6-Einheiten) liegt deutlich

höher als auf Grund publizierter Daten zur Maximalgeschwindigkeit der beteiligten Auf -

nahmesysteme zu erwarten . Zur Charakterisierung des Glukoseaufnahmesystems von C.

glutainicum verwendeten Malin und Bourd (1991) das nicht-metabolisierbare Glukose-

analogon Methyl-a-glucosid . Es ist anzunehmen, daß die Diskrepanz zwischen der so

ermittelten Maximalgeschwindigkeit der Glukoseaufnahme (21 nMol•tnin -1 •mg TG-1) und

dem tatsächlichen Glukoseverbrauch wachsender Zellen in schlechterem Transport des

unphysiologischen Substrats Methyl-a-Glucosid begründet ist . Die Acetataufnahme von C.

gk-ttanticum wurde bisher nur für Zellen bestimmt, die mit Glukose als C-Quelle angezogen

worden waren (10 nMol C 6 •min-1 •mg TG-1 ; Ebbighausen et al ., 1991) . Der um den Faktor

6 höhere Acetatumsatz Acetat-gezogener Zellen deutet darauf hin, daß das Acetat-

aufnahmesystem in Anwesenheit von Acetat induziert oder durch die Anwesenheit von

Glukose reprimiert wird . Unter denselben Bedingungen werden auch die an der Verstoff-

wechselung von Acetat beteiligten Enzyme (Acetatkinase, Phosphotransacetylase,

Isocitratlyase und Malatsynthase) etwa 10-50-fach induziert (D . Remscheid, pers . Mittei-

1U11 JY) . L112J UiC LtLCUtL1U 111Q11111Cäicu VILUL Glukose-gezogener L.C11C11 auf Grand 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. glutanticum mit der Reduktion der Verbrauchsraten von Glukose und Acetat um

bis zu 85% zu reagieren . Dies zeigt, daß der Organismus unter diesen Bedingungen

durchaus dazu in der Lage ist, den Substratumsatz den Wachstumsverhältnissen 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

setzen die Substrate Giukose und Acetat mit 50-60% der Raten wachsender Zellen um . Ein

großer Teil des Kohlenstoffs und des Energiegehalts der Substrate wird jedoch in Form von
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Glutamat wieder ausgeschieden . Entsprechend des Stoffwechselwe ges zur Biosynthese von

Glutamat sollte die Glutamatbildung aus Glukose bzw . Acetat im Verhältnis (Glutamat :C6)

von 1 :1, also mit 100% molarer Ausbeute möglich sein . Tatsächlich wurden jedoch molare

Glutamatausbeuten von nur 50-60% gefunden, ein Wert, der auch mit Ausbeuten

industrieller Produktionsprozesse übereinstimmt (Kinoshita und Tanaka, 1972) . Neben

Glutamat wurden keine weiteren unvollständig oxidierten Abbauprodukte der C-Quelle in

den Kulturüberständen gefunden . Die Bildung von Nebenprodukten im Verlauf des

Glutamatproduktionsprozeßes wird in der Literatur ausschließlich mit Bezug auf nicht

optimale Fermentationsbedingungen wie z.B . mangelnde oder übermäßige Sauerstoff- oder

Stickstoffversorgung diskutiert (Kinoshita und Tanaka, 1972 ; Hirose et al ., 1985) . Auf eine

vollständige Analyse des Kohlenstoffflußes während der Glutamatbildung können sich auch

Dominguez et al . (1993) nicht stützen, die vorschlagen, die Glutamatausbeute werde durch

die anaplerotische Oxalacetatbildung limitiert . Eine Begrenzung der Ausbeute durch die

Kapazität des Exportsystems erscheint unwahrscheinlich, da es in Biotin-limitierten Zellen

nicht zu einem Anstau von Glutamat kommt . Die Glutamatproduktion stellt für die nicht

mehr wachsenden Zellen vielmehr einen zusätzlichen Abfluß für intrazelluläres Glutamat

dar. Dies zeigt sich darin, daß die intrazelluläre Glutamatkonzentration während der

Glutamatsekretion um 100-150 mM unter derjenigen wachsender Zellen liegt.

Stickstoffmangel wird von Biotin-limitierten Zellen wie von Biotin-versorgten

Zellen als Signal zur Einschränkung 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 (C~) bezogene a-Ketoglutaratausbeute ist jedoch

mit 40% vergleichbar zur Glutamatausbeute . Die industrielle Fermentation von C. glutarni-

cum zur a-Ketoglutarat-Produktion wird ebenfalls mit Biotin-limitierten Zellen durchge-

führt . Sie ist beglei tet von der Bildung von Cit_rat, Succinat und Gluconat als Neben-

produkten und einer verstärkten 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. Klebsielia aerogutes (Neijssel und Tempest, 1975)

oder Escherichia coli (Tempest und Neijssel, 1987) beobachtet . Jedoch liegen die Ausbeu-

ten hier meist unter 20% . Es wird angenommen, daß N-Limitierung zu einem

intrazellulären Anstau von a-Ketoglutarat führt . Untersuchungen zum Mechanismus des a-

Ketoglutarateffluxes liegen nicht vor. Den Sinn einer Erhöhung der intrazellulären a-

Ketoglutaratkonzentration sehen Neijssel et al . (1993) in der Verbesserung der Chance,

begehrtes Ammonium über die Glutamat-bildenden Enzyme zu binden . Unklar bleibt dabei,

wie die Organismen die weitere Oxidation des a-Ketoglutarats durch den Citratzyklus

unterbinden . Bei coryneformen Bakterien wurde für die mangelnde Oxidation der C-Quelle



und somit die Produktion von Glutamat bzw . a-Ketoglutarat unter Biotin-Mangel lange Zeit

ein Fehlen der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase verantwortlich gemacht (Kinoshita und

Tanaka, 1972). Das sehr instabile Enzym konnte jedoch von Shiio und Ujigawa-Takeda

(1980) in Brevibacter-ium flavum nachgewiesen werden . Die für Biotin-limitierte Zellen

ermittelte Aktivität des Enzyms sollte zur Oxidation des anfallenden a-Ketoglutarats aus-

reichen. Daß es unter Biotinlimitierung trotzdem bevorzugt zur Glutamatbildung kommt,

führten Shiio und Ujigawa-Takeda auf die im Vergleich zur a-Ketoglutarat-Dehydrogenase

ungefähr 100fach höhere spezifische Aktivität der Glutamat-Dehydrogenase (GDH) zurück.

In Experimenten mit einem GDH-negativen Stamm konnte jedoch gezeigt werden, daß die

Glutamatbildung durch diesen Stamm mit gleicher Rate und Ausbeute erfolgt wie durch den

GDH-positiven Wildstamm (Börmann-El Kholy et al ., 1993). Im GDH negativen Stamm

wird Glutamat über das GS/GOGAT-System gebildet, wobei die spezifische Aktivität der

GOGAT nur noch etwa fünffach höher liegt als die Aktivität 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 0 2-Verbrauch sowie zur

Produktbildung von Biotin-versorgten und Biotin-gehungerten Zellen von C. glutamicum

kann abgeschätzt werden, daß die Menge vollständig oxidierter C-Quelle bei Glutamat-

sekretierenden Zellen tatsächlich um ungefähr den Faktor drei niedriger liegt als bei

wachsenden Zellen . Dies muß einen drastischen Effekt auf die Energieausbeute des

katabolen Stoffwechsels dieser beiden Zelttypen haben, da der überwiegende Anteil (im

Falle von Acetat die Gesamtmenge) der zur ATP-Synthese durch Elektronentransport-(ET)-

Phosphorylierung eingesetzten Reduktionsäquivalente erst durch die Oxidation von Acetyl-

CoA zu CO2 im Citratzyklus verfügbar wird . Das Membranpotential weist bei beiden Zell-

typen vergleichbare Größe auf (Hoischen und Krämer, 1989), es sollte also von beiden zur

Phosphorylierung von ATP genutzt werden können . Da der Abbau des Potentials bei

Verstoffwechselung von Glukose jedoch nur bei wachsenden Zeilen zu einer deutlichen

Reduktion des cytoplasmatischen ATP-Gehalts führt muß gefolgert werden, daß auch nur

diese Zellen in größerem Maße ATP über ET-Phosphorylierung bilden . Die Einschränkung

der ET-Phosphoryiierung bei Biotin-limitierten, Glukose-verstoffwechselnden Zellen

könnte auf der oben diskutierten, verminderten Fähigkeit dieser Zellen beruhen, Glukose

vollständig zu oxidieren . Wiederum für einen Engpass im Citratzyklus Biotin-limitierter

Zellen spricht, daß sie auf den Abbau des Membranpotentials nicht wie die Biotin-versorg-

ten Zellen mit einer drastischen Erhöhung der Atmungsaktivität, d .h . der Substratoxidation

reagierten.

Bei Wachstum mit Acetat als C-Quelle kann C. glutamicum nicht völlig auf die ET-

Phosphorylierung verzichten, da die Möglichkeit zur ATP-Synthese über Substratketten-

phosphorylierung, die Glukose-umsetzenden Zellen offensteht, bei Verstoffwechselung von
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Acetat wegfällt . 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 Potentialabhän gigkeit

der Acetataufnahme muß notwendigerweise zur Abnahme der ATP-Konzentration dieser

Zellen führen . Als Nachweis der Nutzung der ET-Phosphorylierung zur ATP-Bildung bei

diesen Zellen kann jedoch angeführt werden, daß die Entkopplung von Zellen, die mit

Acetat gezogen dann jedoch mit Glukose als C-Quelle versorgt wurden, zu einer deutlichen

Reduktion der ATP-Konzentration führte (Abb .15B). Offensichtlich wird unter diesen

Bedingungen die bei Umsatz von Acetat unabhängig von der Biotinversorgung verstärkte

vollständige Oxidation der C-Quelle beibehalten und entsprechend auch ein größerer 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 während der

Glutamatsekretion : Mangel eines essentiellen, jedoch nicht mit dem zentralen Energie- oder

Kohlenstoffmetabolismus assoziierten Nährstoffes verhindert das Wachstum und reduziert

so den Verbrauch von Energie- und Reduktionsäquivalenten sowie von intermediären

Kohlenstoffverbiridungen für den Aufbau von Zellsubstanz drastisch . Die Fähigkeit zur

vollständigen Oxidation des Kohlenstoffsubstrats ist auf bisher nicht geklärte Weise

limitiert . Gleichzeitig wird die Geschwindigkeit der Substrataufnahme nur in beschränktem

Maß reduziert. In dieser Lage muß es zu einem Anstau der aus dem Substrat gebildeten und

normalerweise für das Wachstum benötigten Intermediate kommen, wenn kein zusätzlicher

Abfluß für sie besteht . Ein derartiger Abfluß wird offensichtlich durch die Aktivierung des

Glutamatexportsystems eröffnet . Dessen energetische Kopplung erlaubt es, gleichzeitig mit

der Entfernung überschüssiger Kohlenstoffintermediate aus der Zelle auch zelluläre

Energieträger zu regenerieren.

Die Anwendung des Begriffs des "overnow-ivietabolismus auf die Glutamatsekre-

tion von C. glutamicum erscheint auf Grund der vorgelegten Analyse berechtigt . Ähnlich-

keit zeigt die Überproduktion von Glutamat am ehesten zur Bildung von PoIysacchariden

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 können auf die Limitierung nur mit einer offensichtlich ungenügenden

Reduktion der Substrataufnahme reagieren und nutzen die energieaufwendige Synthese der

Polysaccharide zur Vergeudung überschüssiger Energie.

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

piell zur Sekretion befähigten Zellen, immer dann, wenn durch einen Eingriff in den Stoff-



wechsel der Kohlenstofffluß in den Citratzyklus vermindert wurde . Dies konnte durch

Reduktion der Substrataufnahme geschehen, etwa durch den vollständigen 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 führt 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 Bedingun gen (Abb.17) und nach Zugabe von DCCD (Abb . 14) sofort eingestellt.

Sauerstoffmangel oder die Einschränkung der Atmungskapazität, die aus der Modifikation

einer Elektronentransportkomponente durch DCCD resultierte, führte zur Bildung von

Laktat und somit zu einer Umlenkung des Kohlenstoffflußes vor Eintritt in den Citrat-

zyklus . Laktat wird von C. glutwnicunt offensichtlich über einen effizienten Mechanismus

ausgeschieden, so daß auch unter anaeroben Bedingungen noch ein recht schneller

Substratumsatz erfolgen kann . Da die intrazelluläre Glutamatkonzentration nach Stopp der

Sekretion niemals um mehr als 30% unter dem Wert bei laufender Sekretion lag und zudem

die Veränderung der Sekretionsaktivität nicht mit einem zellulären Energieparameter

korreliert war, ist auszuschließen, daß der Abbruch der Sekretion auf der Erschöpfung der

sie treibenden Energiequelle beruhte. Denkbar ist die Existenz eines Mechanismus zur

Regulation der Exportaktivität . Entsprechend der vorgeschlagenen Funktion des

Sekretionscarriers ist Glutamatexport immer dann unverzichtbar, wenn ein Überangebot an

Kohlenstoffintermediaten besteht . Würde der Export auch weiterlaufen, wenn die

Nachlieferung der Intermediate unterbleibt, so käme es zu einem völligen Verlust intra-

zellulären Glutamats . Durch das beobachtete Abschalten der Sekretion bei gedrosseltem

Kohlenstofffluß 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 bestätigt werden . In dem in dieser Arbeit vorgestellten Experi-

ment (Abb . 4) ging die Sekretionsaktivität nach Zugabe von Biotin nur langsam und in dem

Maße zurück, in dem die Zellen das Wachstum wieder aufnahmen . Da C . Hoischen im

Gegensatz zu dem oben besprochenen Regulationsphänomen niemals eine 100%ige

Reduktion der Sekretion, sondern stets noch eine Restaktivität von ungefähr

5 nMol•min -l . mg TG -1 beobachtete, ist davon auszugehen, daß dies durch nicht optimale

Fermentationsbedingungen, wahrscheinlich durch unzureichende Sauerstoffzufuhr bedingt

war .

Als Parameter, der in seiner Größe den jeweils vorliegenden Kohlenstofffluß in den

Citratzyklus abbilden und damit als Regulator der Aktivität des Glutamatsekretionscarriers

dienen könnte, erschien der Reduktionsgrad des Coenzyms NADP naheliegend . Dieser

Hypothese zu r!'~cuncuie l
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also in Form von NADPH, konfrontiert sein sollte . Da C . gluramicum offensichtlich keine

Transhydrogenase besitzt (Kinoshita und Tanaka, 1972 ; VaIino, 1991), können diese

Reduktionsäquivalente nicht der Atmungskette zugeführt werden . Die Verstärkung des

Glukoseabbaus über den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg an Stelle des Pentose-Phosphat-

Weges, die bei Biotin-limitierten Zellen beobachtet wurde (Ishino et al ., 1991 ; K . Sonntag,

persönliche Mitteilung), kann daher als Strategie zur Verminderung der NADPH-Bildung

gedeutet werden . NADP-Reduktion durch die Aktivität 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 würde in dieser Situation die einzige NADPH-verbrauchende Reaktion

darstellen . Es wäre denkbar, daß bei Biotin-limitierten Zellen Kohlenstofffluß in den Citrat-

zyklus zu einer schnellen, vollständigen Reduktion des gesamten NADP-Pools führt . Ein

hoher Reduktionsgrad des NADPs könnte als Signal zur Aktivierung des Glutamatexport-

carriers dienen.

Diese Hypothese konnte jedoch durch Messung des anabolen Reduktionsgrads

(NADPHINADP+NADPH) in Biotin-limitierten Zellen nicht bestätigt werden . Der Reduk-

tionsgrad des NADPs lag in Biotin-limitierten Zellen deutlich niedriger als in wachsenden

Zellen (Tab.8) . Variationen der Glutamatsekretionsaktivität waren nicht mit entsprechenden

Veränderungen des Reduktionsgrads verknüpft (Tab .9) . Eine regulatorische Funktion wird

dem Reduktionsgrad von NAD oder NADP in einer Reihe von Fällen zugesprochen, in

denen es zu einer grundlegenden Veränderung des Stoffwechselmodus eines Bakteriums

kommt . Als Beispiele seien hier der Wechsel von der acidogenen zur solventogenen

Fermentationsphase bei Clostridien (Grupe und Gottschalk, 1992) und die Veränderungen

des Stoffflußes im Zentralstoffwechsel von Enterococcus faecalis bei Wechsel von aeroben

zu anaeroben Kulturbedingungen genannt (Snoep et al ., 1992) . Die Regulation der Aktivität

eines Carriers durch NAD bzw . NADH wurde bisher nur für das Glukose-

Phosphotransferase-System von Escherichia coll 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 Carynebacterium glutarnicunl und die Rolle der

Sekretion im Stoffwechsel untersucht.

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

Eigenschaften belegen die Beteiligung eines Transportproteins.

2. Glutamat wird als Anion, offensichtlich durch die Aktivität eines primären Transport-

systems exportiert . Ein sekundärer Transportmechanismus konnte ausgeschlossen werden.

Der elektrochemische Gradient des Glutamatanions dient nicht als Triebkraft des Trans-

ports. Kaliumionen oder Protonen werden nicht cotransportiert.

3. Für effiziente Glutamatsekretion müssen zwei Voraussetzungen gegeben sein : (i) eine

Wachstumshemmung durch eine Limitation im Baustoffwechsel bei gleichzeitig guter

Versorgung mit Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und (ii) ein veränderter Membranstatus.

Unter Biotin-Mangel sind beide Voraussetzungen erfüllt . Auch unter Mangelbedingungen,

die keinen Effekt auf den Membranstatus haben, erfolgt Glutamatsekretion, jedoch mit

Geringer Effizienz.

4. Biotin-limitierte Zellen von C. glutamicurn setzen trotz der Wachstumshemmung die

Kohlenstoffquelle mit hoher Rate um. 50 % des Substrats wird zu Glutamat umgewandelt

und dieses ausgeschieden . Die Fähigkeit zur vollständigen Oxidation des Substrats ist

vermindert.

5. Der Sekretionscairier wird reguliert . Unter Bedingungen, die zur Verminderung des

Kohlenstoffflui3es in den Citratzyklus führen, wird der Carrier trotz unverändert hoher intra-

zellulärer Glutamatkonzentration abgeschaltet . Es konnte gezeigt werden, daß 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. glutamicurn erlaubt, Synthese und Verbrauch

von intermediären Metaboliten und Energie zu koordinieren, wenn eine Limitation im

Baustoffwechsel das Wachstum verhindert .
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Camille Lambert, Luigi Palmieri, Norbert Peekhaus, Jutta Ruhrmann, Ruth Siewe, Reiner

Stappen, Brita Weil und Stefan Zittrich möchte ich für das gute Arbeitsklima und die stete

Hilfsbereitschaft danken .
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