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Kurzfassung der Dissertation von Dipl.-Biotechnol. Siren Petersen

Untersuchungen zur in vivo Aktivitit anaplerotischer Stoffwechselwege in Corynebacterium
glutamicum mittels *C-Markierungstechnik

Corynebacterium glutamicum wird technisch zur Herstellung der Aminosédure L-Lysin eingesetzt.
Oxalacetat, das Vorldufermetabolit der Lysinsynthese ist, wird in C. glutamicum durch die
anaplerotischen Enzyme Pyruvat-Carboxylase und Phosphoenolpyruvat (PEP)-Carboxylase
gebildet. Dariiber hinaus sind die Enzyme PEP-Carboxykinase, Oxalacetat-Decarboxylase und
Malat-Enzyme vorhanden, die Oxalacetat bzw. Malat zu PEP bzw. Pyruvat decarboxylieren. Das
Ziel der Dissertation Arbeit war die Quantifizierung der einzelnen anaplerotischen Enzymaktivititen
in C. glutamicum und die Untersuchung von deren Regulation in vivo.

Es wurde ein neuartiges, auf C-NMR-Spektroskopie basierendes Markierungsverfahren zur
Quantifizierung der anaplerotischen Metabolitfliisse in vivo entwickelt, bei dem der Organismus auf
einer Mischung *C-markierter Glucose-Isotopomere sowie markiertem Lactat kultiviert wurde.
Diese StofffluBanalysen ergaben, daB sowohl im C. glutamicum-Wildtyp als auch im
Lysinproduzenten C. glutamicum MH20-22B beide Carboxylasen in vivo aktiv sind, wobei die
Pyruvat-Carboxylase das iiberwiegend aktive Enzym ist.

Ein iiberraschendes Ergebnis war eine hohe in vivo Aktivitit der PEP-Carboxykinase in beiden
Stimmen von z.T. dem doppelten Betrag des anaplerotsichen Nettoflusses. Diese verursacht einen
zyklischen FluB zwischen den Metaboliten PEP/Pyruvat und Oxalacetat, dessen physiologische
Funktion moglicherweise in der Regulation der intrazelluldren Oxalacetatkonzentration besteht.

Auf die Lysinproduktion hat die Aktivitit der PEP-Carboxykinase einen eindeutig nachteiligen
EinfluB, wie Untersuchnungen an Stimmen mit unterschiedlicher Expression des PEP-
Carboxykinase-Gens pck zeigten. Eine pck-Deletionsmutante von C. glutamicum MH20-22B wies
eine gegeniiber dem Ausgangsstamm um 60% erhohte Lysinproduktionsrate sowie deutlich erhohte
intrazellulire Konzentrationen von Oxalacetat, L-Aspartat, a-Ketoglutarat und Pyruvat auf.
Uberexpression von pck hatte entgegensetzte Effekte.

Die Ergebnisse der Aktivititsanalysen sowie die in vivo gemessenen Metabolitkonzentrationen
wurden in ein mathematisches Modell integriert. Mit Hilfe dieses Modells wurden Oxalacetat und
a~Ketoglutarat als Inhibitoren der Pyruvat-Carboxylase in vivo identifiziert, wiahrend L-Aspartat als
signifikanter Inhibitor ausgeschlossen wurde. Die Wirkung dieser Metabolite auf die Pyruvat-
Carboxylase konnte wegen der Instabilitit des Enzyms in vitro zuvor nicht untersucht werden.

Aus der mathematischen Modellierung lieBen sich Ansitze fiir die weitere Entwicklung lysin-
produzierender C. glutamicum-Stamme gewinnen: (i) Deletion der PEP-Carboxykinase. (ii) Deregu-
lation der Pyruvat-Carboxylase in bezug auf die Inhibitoren Oxalacetat und o-Ketoglutarat. (iii)
Schritte zur Senkung der intrazelluldren o-Ketoglutaratkonzentration. Letzteres stellt einen
neuartigen Ansatz dar, mit dem sich nicht nur die Hemmung der Pyruvat-Carboxylase verringern,
sondern auch das Gleichgewicht der Transaminierung von Oxalacetat zu L-Aspartat zugunsten von
Aspartat, d.h. zugunsten der Lysinproduktion, verschieben liefie.



Investigation of anaplerotic pathway activities in Corynebacterium glutamicum using
3¢ labeling techniques.

Corynebacterium glutamicum is an industrially important producer of the amino acid L-lysine.
Metabolic precursors of lysine biosynthesis are oxaloacetate and pyruvate. Oxaloacetate itself is
synthesized by the anaplerotic enzymes pyruvate carboxylase and phosphoenolpyruvate (PEP)
carboxylase. In addition, C. glutamicum possesses the enzymes PEP carboxykinase,
oxaloacetate decarboxylase and malic enzyme, which catalyze the decarboxylation of
oxaloacetate or malate back to PEP or pyruvate.

To quantify these individual fluxes within the anaplerosis in vivo, C. glutamicum was grown on
a mixture of differently C-labeled glucoses and C-labeled lactate as a cosubstrate.
Experimental *C labeling patterns of proteinogenic amino acids were used in a computer-based
estimation procedure to yield intracellular metabolic fluxes.

The results showed that pyruvate carboxylase is the principal anaplerotic enzyme in vivo
carrying 70 - 90% of the anaplerotic flux. The results further showed that 40 - 70% of
anaplerotically synthesized oxaloacetate was decarboxylated by PEP carboxykinase, constituting
an enzymatic substrate cycle involving the metabolites PEP, pyruvate and oxaloacetate.
Oxaloacetate decarboxylase and malic enzyme were inactive in vivo.

The effect of PEP carboxykinase activity on central metabolism and amino acid production was
investigated in mutant strains of L-lysine producing C. glutamicum MH20-22B with altered
expression of the pck gene encoding this enzyme. pck deletion resulted in increased intracellular
concentrations of oxaloacetate, L-aspartate, o-ketoglutarate, pyruvate and L-lysine, and in a
60% enhanced flux towards L-lysine biosynthesis, whereas pck overexpression had opposite
effects. Hence, PEP carboxykinase activity has a clearly adverse influence on lysine production.
Intracellular flux and concentration data were combined with enzyme activity measurements to
elucidate the in vivo regulation of anaplerotic reactions in C. glutamicum, and an appropriate
mathematical model was developed. By means of this model, oxaloacetate and a-ketoglutarate
could be identified as inhibitors of pyruvate carboxylase, whereas aspartate was ruled out as a
significant inhibitor under in vivo conditions. To date, the effect of these metabolites on the
pyruvate carboxylase of C. glutamicum could not be determined in vitro due to the instability of
this enzyme,

Implications for the engineering of amino acid-producing strains are discussed.
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Abkiirzungen

Metabolite und Chemikalien

(Ac)CoA (Acetyl-)Coenzym A

AMP/ADP/ATP Adenosin-Mono/Di/
Triphosphat

Ala L-Alanin

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

E-4P Erythrose-4-phosphat

FBP Fructose-1,6-bisphosphat

GDP/GTP Guanosin-Di/Triphosphat

Glc D-Glucose

Glu L-Glutamat

HEPES N-[2-Hydroxyethyl]-
piperazin-N'-[2-cthan-
sulfonsaure]

IDP/ITP Inosin-Di/Triphosphat

Lact L-Lactat

Lys L-Lysin

NAD(P)'/ Nicotinamid-Adenin-

NAD(P)H Dinukleotid(phosphat),
oxidiert/reduziert

OAA Oxalacetat

P Phosphatgruppe

P Phosphat

PEP Phosphoenolpyruvat

Phe L-Phenylalanin

PPG Polypropylenglycol

Pyr Pyruvat

Ser L-Serin

S-7P Sedoheptulose-7-phosphat

Tris Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

TSP Natrium-2,2,3,3-Ds-
trimethylsilylpropionat

Val L-Valin

o-KG o-Ketoglutarat

Gene

pek PEP-Carboxykinase

ppe PEP-Carboxylase

pye Pyruvat-Carboxylase

Enzyme

AAT L-Aspartat-
Aminotransferase

CS Citrat-Synthase

ICDH Isocitrat-Dehydrogenase

ME Malat-Enzym

OAADCx Oxalacetat-Decarboxylase

PCx Pyruvat-Carboxylase

PDH Pyruvat-Dehydrogenase

PEPCx PEP-Carboxylase

PEPCk PEP-Carboxykinase

PK Pyruvat-Kinase

PTS Phosphotransferasesystem

sonstige Abkilrzungen

ATCC American Type Culture
Collection

C-i Kohlenstoffposition 7

dd Doublett von Doubletts

d./d+ Doublett der Kopplung
zur nichstniedrigeren/
niichsthéheren C-Position

EC Enzyme Collection

HPLC High performance
lquid chromatography

HSQC Heteronuclear single-
quantum correlation

Inh. Inhibitor

MCA Metabolic Control Analysis

n.b. nicht bestimmt

n.e. nicht ermittelbar

NMR Nuclear magnetic
resonance

nn. nicht nachweisbar

ODeoo optische Dichte bei 600 nm

ppm parts per million

s Singulett

ssp. Subspecies

U Internationale Einheit der
Enzymaktivitit (Unit)

var. variabel

1D/2D ein-/zweidimensional
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1 Einleitung

Corynebacterium glutamicum ist der wichtigste Organismus fir die biotechnische
Herstellung von L-Aminosiuren (Liebl, 1991). Das gram-positive, nicht pathogene
Bakterium wurde von Kinoshita ef al. (1957) als L-Glutamat-Produzent aus Bodenproben
isoliert. Unter Biotinmangel scheidet dieser Mikroorganismus groe Mengen L-Glutamat
aus (Shiio ez al., 1962; Gutmann et al., 1992), welches in der Nahrungsmittelindustrie als
Geschmacksverstirker Verwendung findet. Durch Mutagenese wurden Stimme fiir die
Produktion weiterer L-Aminosduren wie Lysin, Threonin, Isoleucin, Tyrosin und
Phenylalanin erhalten (Liebl 1991; Leuchtenberger, 1996). Diese fiir Mensch und Tier
essentiellen Aminosduren haben als Tierfutterzusitze groBe kommerzielle Bedeutung
(Kleemann ef al. 1985). Als chirale Verbindungen sind sie aber auch als Ausgangsstoffe fur

Synthesen von Pharmaprodukten von grofiem Interesse.

Die Produktivitit von Aminosiuren der Produzentenstimme konnte durch gezielte
genetische Modifikationen (metabolic design) weiter verbessert werden (Eikmanns ef dl.,
1993; Sahm et al., 1995; Krimer, 1996). So fihrte die Uberexpression der Gene fiir eine
feedback-resistente Aspartat-Kinase und fir die Dihydrodipicolinatsynthase zu einer
erhohten Lysinproduktion (Cremer et al., 1990; Eggeling et al., 1998). Auch die Limitation
des Lysinexports (Broer ef al., 1993) lieBl sich durch Uberexpression des Exportergens
autheben (Vrljic et al., 1996).

Neben den Enzymen des Biosyntheseweges besitzt auch der Zentralstoffwechsel einen
groflen EinfluB auf die Lysinproduktion, da dieser die Vorstufen der Lysinsynthese,
Oxalacetat und Pyruvat, sowie Reduktionsiquivalente (NADPH) und Energie (ATP) liefert
(Gottschalk, 1986). Bisherige Untersuschungen kamen zu dem SchluB, daB insbesondere
die Verfiigbarkeit von Aspartat, das durch Transaminierung aus Oxalacetat gebildet wird,
fir die Lysinproduktion wichtig ist (Menkel et al., 1989; Schrumpf, 1991), wihrend
Pyruvat, NADPH und ATP als mogliche limitierende Faktoren eine geringere Rolle spielen
(Vallino, 1991; Vallino & Stephanopoulos, 1994; Cocaign-Bousquet et al., 1996; Marx,
1997).



2 Einleitung

Oxalacetat selbst wird in Corynebacterium glutamicum aus den Cs-Metaboliten
Phosphoenolpyruvat (PEP) oder Pyruvat iber anaplerotische Carboxylierungsreaktionen
gebildet, die von den Enzymen PEP-Carboxylase bzw. Pyruvat-Carboxylase katalysiert
werden (Shiio & Ujigawa, 1978; Eikmanns et al., 1989; Peters-Wendisch et al., 1997).
Dariiber hinaus besitzt das Bakterium die drei Enzyme PEP-Carboxykinase, Malat-Enzym
und Oxalacetat-Decarboxylase, welche die Riickreaktion, d.h. Decarboxylierung von
Oxalacetat oder Malat, katalysieren (Jetten & Sinskey, 1993; Jetten & Sinskey, 1995,
Cocaign-Bousquet ef al., 1996). Die anaplerotischen Reaktionen in C. glutamicum sind
damit Teil eines komplizierten Netzes aus insgesamt finf verschiedenen Carboxylierungs-
und Decarboxylierungsreaktionen zwischen den Metaboliten PEP, Pyruvat, Oxalacetat und
Malat (Abbildung 1).

Die PEP-Carboxylase galt bis zum Nachweis der Pyruvat-Carboxylase durch Peters-
Wendisch et al. (1996 und 1997) als das einzige anaplerotische Enzym in C. glutamicum
fur Wachstum auf Glucose (Ozaki & Shiio, 1969; Mori & Shiio, 1985). Die PEP-
Carboxylase von C. glutamicum wird allosterisch durch Aspartat gehemmt und durch
Acetyl-CoA aktiviert (Ozaki & Shiio, 1969; Mori & Shiio, 1985). In einem Stamm von C.
glutamicum ssp. flavum mit einer deregulierten Aspartat-Kinase filhrte eine durch
ungerichtete Mutagenese erzielte Aufhebung der Aspartat-Hemmung der PEP-Carboxylase
bei gleichzeitig reduzierter Citrat-Synthase-Aktivitit zu einer Steigerung der Lysin-
Produktion um 50% (Yokota & Shiio, 1988). Die Uberexpression des PEP-Carboxylase-
Gens im Lysinproduzenten C. glutamicum MH20-22B erhohte die Lysinausbeute um 10 bis
20% (Cremer et al., 1991).

Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum ist offenbar instabil und kann deshalb nicht im
Rohextrakt nachgewiesen werden. Peters-Wendisch (1996) gelang der Nachweis dieses
Enzyms in permeabilisierten Zellen. Das Enzym ist auf Biotin als Cofaktor angewiesen
(Peters-Wendisch, 1996), fur das Corynebacterium glutamicum auxotroph ist (Kinoshita et
al., 1957). Unter Biotinmangel und mit Glucose als Substrat synthetisiert C. glutamicum
MH20-22B 60% weniger Lysin, was auf eine wichtige Funktion auch der Pyruvat-

Carboxylase bei der Bereitstellung von Oxalacetat fiir die Aminoséureproduktion hinweist
(Peters-Wendisch, 1996).
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Abbildung 1: Anaplerotische Carboxylierungs- und Decarboxylierungsreaktionen in
Corynebacterium glutamicum. Carboxylierende (Oxalacetat synthetisierende) Enzyme:
Phosphoenolpyruvat (PEP)-Carboxylase (EC 4.1.1.31) und Pyruvat-Carboxylase (EC
6.4.1.1). Decarboxylierende Enzyme: PEP-Carboxykinase (EC 4.1.1.32), Oxalacetat-
Decarboxylase (EC 4.1.1.3) und Malat-Enzym (EC 1.1.1.40).
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Neben den Cs-Carboxylierungen besitzt C. glutamicum den Glyoxylatweg mit den
Enzymen Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase als weitere anaplerotische Sequenz. Diese
Enzyme werden bei Wachstum auf Glucose jedoch praktisch nicht synthetisiert (Reinscheid
et al., 1994a und 1994b).

Die in C. glutamicum GTP/ITP-abhingige PEP-Carboxykinase decarboxyliert Oxalacetat
zu PEP (Jetten & Sinskey, 1993; Peters-Wendisch, 1996). Da in C. glutamicum keine PEP-
Synthetase-Aktivitit, d.h. direkte Bildung von PEP aus Pyruvat, nachgewiesen werden
kann, ist die PEP-Carboxykinase nach derzeitigem Erkenntnisstand das einzige der drei Cq4-
decarboxylierenden Enzyme, das eine gluconeogenetische Funktion besitzt (Peters-
Wendisch, 1996).

Das Malat-Enzym katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Malat zu Pyruvat und ist
in C. glutamicum strikt NADP'-abhiingig (Peters-Wendisch, 1996). In Kombination mit
Pyruvat-Carboxylase und Malat-Dehydrogenase ergibt sich ein Zyklus, der als
Nettoreaktion Reduktionsiquivalente von NADH auf NADP" iibertragt, und damit einen
Ersatz fur die in C. glutamicum nicht vorhandene Transhydrogenase (Kinoshita & Tanaka,
1972; Vallino, 1991) darstellt. Nach Cocaign-Bousquet et al. (1996) iibt das Malat-Enzym
diese Funktion vermutlich dann aus, wenn der FluB durch den oxidativen
Pentosephosphatweg nicht ausreicht, um den Bedarf an NADPH zu decken. Dies ist der
Fall bei Wachstum auf den Substraten Lactat oder Fructose, da diese nur zu einem geringen
Teil iiber den oxidativen Pentosephosphatweg verstoffwechselt werden (Cocaign-Bousquet
& Lindley, 1995; Dominguez et al., 1998), nicht jedoch bei Wachstum auf Glucose
(Cocaign-Bousquet ef al., 1996).

Die physiologische Bedeutung der Oxalacetat-Decarboxylase von C, glutamicum ist noch
wenig untersucht. Eine mogliche Funktion des Enzyms besteht in der Generierung von

Pyruvat bei Wachstum auf Acetat oder C,-Substraten (Vallino, 1991; Jetten & Sinskey,
1995).

Eine direkte Bestimmung der von diesen funf Cs~carboxylierenden bzw. Cy4-
decarboxylierenden Enzymen katalysierten Stofffliisse in vivo erfolgte bislang nicht. Auf
der Technik der Metabolitbilanzierung (Varma & Palsson, 1994) beruhende
StofffluBanalysen von C. glutamicum (Vallino & Stephanopoulos, 1990; Vallino, 1991)

eigneten sich nicht fiir die Quantifizierung der anaplerotischen Stofffliisse, da sich iiber
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diese Verfahren nur der NettofluB von PEP und Pyruvat nach Oxalacetat ermitteln lieB3.
Dagegen ist eine Auflosung bidirektionaler Reaktionen, wie sie innerhalb der Anaplerosis
von C. glutamicum vorliegen, mit Hilfe der “C-Markierungstechnik prinzipiell moglich
(Wiechert & de Graaf, 1997). Bei dieser Technik kommen mit dem stabilen
Kohlenstoffisotop *C markierte Substrate zum Einsatz. Intrazelluldre Stofffliisse lassen
sich anschlieBend anhand der C-Markierungsmuster der beteiligten Metabolite
quantifizieren. Sonntag ef al. (1995) und Marx (1997) zeigten mit Hilfe BC-gestiitzter
StofffluBanalysen, daB in C. glutamicum wihrend des Wachstums auf Glucose stets die Cs-
carboxylierende und die C,-decarboxylierende Richtung innerhalb der Anaplerosis
gleichzeitig aktiv sind, allerdings ohne diese Aktivitéten individuellen Enzymen zuordnen zu
koénnen. Dariiber hinaus wiesen die Arbeiten von Marx ef al. (1996, 1997 und 1999) auf
einen Zusammenhang zwischen der Aktivitit anaplerotischer Reaktionen in vivo und der
Lysinausbeute hin. Insbesondere korrelierte dabei eine hohe Lysinausbeute mit einem

geringen Cy-DecarboxylierungsfluB und umgekehrt (Abbildung 2).

100 |- i
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50 |- -

25 F O -
M () @ |

0 | L | ) 1 3 1
0 0,1 0,2 0,3

StofffluR (% der Glucoseaufnahmerate)
/<>
o

Lysinausbeute (mol Lysin/mol Glucose)

Abbildung 2: Zusammenhang zwischen anaplerotischen Stofffliissen und Lysinausbeute
nach Marx et al. (1996, 1997 und 1999). Stofffliisse: < Cs-Carboxylierung; ® C,-
Decarboxylierung; O anaplerotischer NettofluB. Stimme: (1) C. glutamicum LEA4; (2) C.
glutamicum MH20-22B; (3) C. glutamicum MH20-22B Agdh(NADP) pEK::gdh(NADP).



6 Einleitung

Wihrend die vorgenannten Arbeiten ausschlieBlich die BC-Anreicherungsgrade einzelner
Kohlenstoffpositionen als Markierungsinformationen nutzten, besteht auch die Maoglichkeit,
die als *C-Markierungsmuster in ganzen Molekiilen bzw. Molekiilfragmenten enthaltene
Information als Grundlage fiir Stoffflubestimmungen zu verwenden (Szyperski, 1995). Mit
dieser sogenannten Isotopomerenanalyse waren Sauer ef al. (1997) imstande, die in vivo

Aktivitaten von PEP-Carboxykinase und Malat-Enzym in Bacillus subtilis abzuschétzen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Quantifizierung der individuellen Fliisse innerhalb der
Anaplerosis von Corynebacterium glutamicum in vivo. Zu diesem Zweck wurde ein *C-
Markierungsverfahren entwickelt, das die vorhandenen Techniken der Analyse von
C-Anreicherungsgraden und der *C-Isotopomerenanalyse in einem Ansatz vereint. Die
Bestimmung der Markierungsdaten erfolgte mittels NMR-Spektroskopie.

Mit Hilfe der StofffluBanalysen sollte aufgeklart werden, welches anaplerotische Enzym in
vivo welchen Anteil zur Synthese von Oxalacetat beitréigt, welches Enzym in vivo die Cq-
Decarboxylierung katalysiert, und ob es in der FluBverteilung Unterschiede zwischen dem
Wildtyp und einem Lysinproduzenten gibt. Nach Identifikation der in vivo aktiven
decarboxylierenden Reaktion sollten anhand von Stimmen mit veranderten Aktivititen des
entsprechenden Enzyms die Fragen beantwortet werden, wie diese Riickreaktion, die stets
auch einen Energieverlust (futile cycling) bedeutet, die Verfligbarkeit von Oxalacetat
beeinfluBt, und welche Auswirkungen dies auf die Lysinsynthese hat. AuBerdem wurde dem
bisher kaum untersuchten EinfluB der Hydrogencarbonat- bzw. CO,-Konzentration auf die
anaplerotischen Aktivitaten nachgegangen. Zur Erstellung eines Modells der Regulation der

anaplerotischen Reaktionen in vivo wurden neben den Stofffliissen auch spezifische
Enzymaktivitaten und intrazellulire Metabolitkonzentrationen bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Corynebacterium glutamicum-Stamme und Plasmide sind

mit ihren relevanten Eigenschafien in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Corynebacterium glutamicum-Stamme und Plasmide.

Eigenschaften Herkunft/Referenz
Stdmme
ATCC 13032 Wildtyp American Type Culture
Collection (ATCC)
MH20-22B Lysin-Produzent, lysCrpr, leuCD Schrumpf et al. (1992)
MH20-22B Apck 20 pck-Defektmutante von MH20-22B C. Riedel, Universitit Ulm
(1999)
Plasmide
pEKO C. glutamicum/Escherichia coli- Eikmanns et al. (1991)
Pendel- und Expressionsvektor,
Km', ori pBL1, ori colEl
pEKO-pck B pEKO mit pck-Gen (PEP-Carboxy- D. Rittmann, Forschungs-

kinase) aus C. glutamicum zentrum Jiilich (1998)

2.2 Chemikalien

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien sind im Folgenden aufgelistet. Alle nicht

aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen.
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Biomol, Hamburg: ADP; NADH; NADP"

Bochringer Mannheim: Dithiothreitol (DTT); Ethylendiamintetraacetat (EDTA); L-
Glutamat-Dehydrogenase (EC 1.4.1.3); L-Lactat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.27); L-Malat-
Dehydrogenase (EC 1.1.1.37), Pyruvat-Kinase (EC 2.7.1.40)

Cambridge Isotope Laboratories, Andover, Massachusetts, USA: [1-BC]Glucose
(99% isotopische Anreicherung); [®Cs]Glucose (> 98% isotopische Anreicherung)

Deutero, Kastellaun: Deuteriumoxid (99,98%)
Difco, Detroit, Michigan, USA: Brain-Heart-Infusion-Medium

Euriso-top, Gif-sur-Yvette, Frankreich: L-[3-2C]Lactat (Natriumsalz, 99% isotopische
Anreicherung)

Fisher Scientific, Loughborough, UK: Methanol

Fluka, Buchs, Schweiz: Polypropylenglycol P1200

Sigma-Aldrich, Deisenhofen: Acetyl-Coenzym A; Acetylpyridin-Adenin-Dinukleotid

(APAD); Biotin; Glutamat (Ammoniumsalz), IDP, Kanamycin-Monosulfat;
Phosphoenolpyruvat (PEP, Kaliumsalz); Pyruvat (Natriumsalz); Rinderserumalbumin,

Triethylamin; 2,2,3,3-D4-trimethylsilylpropionat (TSP, Natriumsalz)

2.3 Medien und Kulturbedingungen

Vorkultur. Alle Stimme wurden in je 100 ml 3,7% Brain-Heart-Infusion-Komplexmedium
mit 20 g/l Glucose, bei C. glutamicum MH20-22B pEKO und MH20-22B pEKO-pck B
zushtzlich mit 25 mg/l Kanamycin-Monosulfat (Bikmanns et al, 1991), in 500 ml-
Schikanenkolben bei 30°C bis zu einer optischen Dichte von mindestens 10 vorkultiviert.
Zur Gewinnung des Inokulums fir die Hauptkultur wurden die Zellen abzentrifugiert (5
min, 4000 g, 4 °C) und zweimal in Puffer mit 50 mM Tris(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid (Tris HCI) und 50 mM NaCl, pH 6,8 gewaschen.
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Hauptkultur. Die StofffluBanalysen und Metabolitpoolbestimmungen erfolgten in
Bakterien, die in kontinuierlicher Kultur unter Kohlenstofflimitation in einem KLF 2000-
Bioreaktor (Bioengineering, Wald, Schweiz) geziichtet wurden. Das Bioreaktorsystem war
mit einem Dosierautomaten YFC 01Z (Sartorius, Gottingen) fir die Mediumszufuhr
ausgestattet. Das verwendete Minimalmedium (Tabelle 2) basierte auf Weuster-Botz e al.
(1997). Die Kohlenstoffquelle (Glucose mit L-Lactat als Cosubstrat) bestand aus entweder
unmarkierten Verbindungen oder zur *C-Markierung aus einer Mischung aus 4,2 mM [1-
3C]Glucose, 2,1 mM [®C4]Glucose und 14,7 mM unmarkierter Glucose sowie 4 mM
Natrium-L-[3-°C]JLactat. In einem Fall (Punkt 3.3.2) wurden die doppelten
Konzentrationen der unmarkierten Substrate Glucose (42 mM) und L-Lactat (8 mM)
eingesetzt, um bei der geringen DurchfluBBrate von 0,025 h' die spezifischen Stoffwechsel-
raten besser bestimmen zu konnen.

Der pH-Wert wurde durch automatische Dosierung von 2 N NaOH auf 6,8 konstant
gehalten. Das Kulturvolumen betrug 600 mi und wurde mittels Waage und Abflulpumpe
geregelt. Fiir alle Flissigkeitsbewegungen wurden Schlauchpumpen 101U (Watson-
Marlow, Falmouth, UK) verwendet. Die Kultivierungstemperatur betrug 30 °C. Die
Beliiftung erfolgte mit synthetischer Luft (80% N und 20% O) und einer Rate von 46 1/h
(1,28 I/I'min), bezogen auf Normbedingungen (0 °C und 1 bar). Fiir die StofffluBanalyse bei
erhohtem Kohlendioxidpartialdruck (Punkt 3.3.1) wurden der Zuluft auBBerdem noch 5%
CO, zugemischt. Der Absolutdruck im Bioreaktor betrug ca. 1100 mbar.

Das Inokulum mit gewaschenen Zellen aus der Vorkultur wurde stets so bemessen, daB die
optische Dichte im Bioreaktor zu Beginn der Kultivierung bei etwa 1 lag. Nach der
Anwachsphase im batch-Betrieb bis zum Verbrauch des vorgelegten, unmarkierten
Substrats wurde der kontinuierliche Chemostat-Betrieb mit der gewiinschten Durchflufirate
des zunichst ebenfalls noch unmarkierten Mediums gestartet. Nach Stabilisierung (steady-
state) der optischen Dichte, der CO-Produktionsrate und bei den Lysin produzierenden
Stammen auch der Lysinproduktionsrate iiber mindestens drei Verweilzeiten wurde mit den
Probenahmen fiir die Bestimmung spezifischer Enzymaktivititen und intrazelluldrer
Metabolite begonnen. Fir *C-Markierungsexperimente wurde das unmarkierte Substrat
durch die oben beschriebene Markierungsmischung ersetzt und die Kultivierung tiber drei

Verweilzeiten fortgesetzt. Die so markierte Biomasse wurde anschlieBend geerntet,
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zweimal gewaschen, gefriergetrocknet und zur Bestimmung der BC-Markierungsdaten wie

in Abschnitt 2.5 beschrieben aufgearbeitet.

Neben der Erfassung von pH und Kulturvolumen wurden zwei weitere Parameter online

gemessen:

Sauerstoffpartialdruck in der Kulturfliissigkeit. Der O,-Partialdruck wurde mit einer
amperometrischen Elektrode (Mettler-Toledo, Steinbach) bestimmt.
Kohlendioxidgehalt der Abluft. Die Konzentrationen von *CO, und *CO; in der Abluft

des Bioreaktors wurden mit Hilfe einer COI-Abgasanalytik (Fischer Analysen, Leipzig)
getrennt erfaft.

Tabelle 2: Medium fiirr Hauptkulturen.

(NH,),S0, 10 g/l CoCl - 6 H,0 130 pg/
K,HPO, 0,5 g NiCl, - 6 H,0 43 pgi
KH,PO, 0,5 gl Na,Mo0, - 2 H,0 65 pg/l
NaCl 0,5 g AIK(SO,), - 12 H,0 28 gl
MgSO, - 7H,0 0,285 g/l Na,Se¢0; - 5 H,0 20 pg/l
CaCl, - 2H,0 0,05 g/l H;BO, 5 pgl
FeSO, - 7 H,0 28,5 mg/ Biotin 850  pg/l
MnSO, - H,0 11,2 mgl L-Leucin' 1,3 gl
ZnS0,- 7TH,0 63 mg/l EDTA -2 Na -2 H,0 0,1 g/
CuSO,- 5 H,0 0,76 mg/l PPG P1200 0,02 % (v/v)
Glucose® 21 mM

Kanamycin-Monosulfat® 25 mg/l

. a2 2
Natrium-L-Lactat® 4 mM pH ad 6,8 mit NaOH

"nicht bei C. glutamicum ATCC 13032
2 BC-Markierung d i
arkierung der Kohlenstoffquellen siche Text,

3 . .
nur bei C. glutamicum MH20-22B pEKO und MH20-22B PEKO-pck B.

Abkiirzungen: EDTA, Ethylendiamintetraacetat; PPG, Polypropylenglycol.
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2.4 Analytik

Die Bestimmung der folgenden Parameter erfolgte offfine nach Probenahme aus dem

Bioreaktor:

Biomassekonzentration. Die Bestimmung der optische Dichten der Kultur wurde mit
einem Spektrophotometer UV 160A (Shimadzu, Tokyo, Japan) bei 600 nm durchgefiihrt.
Die Proben wurden zuvor so verdiinnt, daB die gemessene optische Dichte zwischen 0,1
und 03 lag. Zur Trockengewichtsbestinmung wurden die Zellen aus 10 ml
Kulturfliissigkeit abzentrifugiert (5 min, 4000 g), zweimal mit 20 mM Ammoniumacetat
gewaschen und gefriergetrocknet. Es ergab sich ein konstantes Verhaltnis von 0,30 g/l
Trockengewicht je Einheit der optischen Dichte, so dafl die optische Dichte bei 600 nm

(ODsgo) als MaB fiir die Biomassekonzentration verwendet werden konnte.

Glucose, Lactat und Ammonium. Die Glucose- Lactat- und Ammoniumkonzentrationen
im Kulturiiberstand wurden mit enzymatischen Tests (Boehringer Mannheim) bestimmt
(Kunst et al., 1984; Noll, 1984; Bergmeyer & Beutler, 1985).

Aminosiuren. Die Aminosiuren im Kulturiiberstand wurden mittels reversed-phase-
HPLC bestimmt (Lindroth & Mopper, 1979; Jones & Gilligan, 1983). Dazu wurden 2,5 pl
der entsprechend verdiinnten Probe mit ortho-Phthaldialdehyd in  einer
computergesteuerten HPLC-Anlage HP 1090A (Hewlett-Packard, Waldbronn) derivatisiert
und anschlieBend auf einer ODS-5p-Cis-Kieselgelsdule (Chromatographie-Service,
Langerwehe) bei 40 °C getrennt. Fiir die Elution wurde ein Gradient aus 80% bis 20% 0,1
M Natriumacetat, pH 7,2, und Methanol (ad 100%) mit einer Durchflufirate von 0,55
ml/min verwendet (Wendisch, 1997). Die Detektion der fluoreszierenden Aminosiure-

Derivate erfolgte bei 243 nm Anregungs- und 436 nm Emissionswellenlénge.

Nebenprodukte. Zum Nachweis von Nebenprodukten wurden je 25 ml Kulturtiberstand
lyophilisiert, in 700 ul Deuteriumoxid mit 2 mM Natrium-2,2,3,3-D4-trimethylsilylpropionat
(TSP) aufgenommen und mittels "H-NMR-Spektroskopie analysiert.
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Kohlenstoffgehalt der Biomasse. Der Gesamtkohlenstoffgehalt der gefriergetrockneten
Biomasse wurde durch das Zentrallabor fiir chemische Analysen des Forschungszentrums
Jilich mit einem Element-Analysator CHNS 932 (Leco, St. Joseph, Michigan, USA)

bestimmt.

Bestimmung der Kohlendioxidkonzentration in der Kulturfliissigkeit

Da es sich bei den anaplerotischen Carboxylierungen um Hydrogencarbonat fixierende
Reaktionen handelt (Scrutton & Young, 1972), wobei Hydrogencarbonat im Gleichgewicht
mit gelostem Kohlendioxid steht, waren die Einstellung und Bestimmung der
Hydrogencarbonatkonzentration bzw. des CO,-Partialdrucks in der Kulturfliissigkeit von
besonderem Interesse. Dariiber hinaus war die Kenntnis dieser Werte fur eine korrekte

Kohlenstoffbilanz des Kultivierungsprozesses notwendig (Zeng, 1995).

Da eine Messung nach Probenahme problematisch war, denn der Stoffwechsel der Zellen
produzierte zunéchst weiter CO, und verschob damit unmittelbar das Gleichgewicht, und
der verwendete Bioreaktor keine CO,-Sonde besal, wurde wie nachstehend beschrieben
die Konzentration gelosten Kohlendioxids aus den online verfiigbaren Daten der
Abgasanalyse und der Riihrerdrehzahl bestimmt. Dabei wurde wihrend einer Chemostat-
Kultivierung stufenweise die Drehzahl des Riihrers erhoht und mit Hilfe der Abgasanalyse
die Menge des aus der Fliissigphase ausgetriebenen Kohlendioxids erfait (Abbildung 3A).

Fur jeden Schritt der Drehzahlerhohung wurde die Anderung des CO2-Partialdrucks in der
Kulturflissigkeit Apcoaqy berechnet:

Apcoay = - &+ — SR _.py o _gg7030 L
V 1 +10pH pKaco2 > min Cco2 (1)

Dabei ist Hcoo die Henry-Konstante fiir Kohlendioxid von 34 mbar/mM (Schumpe et al.,
1982). pKicoz ist der pK,-Wert der Dissoziation von waBrig gelostem CO, in HCO; und H'
von 6,3 (Bailey & Ollis, 1986). F; ist die Beliiftungsrate des Biorektors (1,28 1/I'min), und
Vs ist das Normvolumen von 22,4 /mol (Mirow, 1991). Intco, ist das Integral der iiber die
steady-state-Produktion hinausgehenden Kohlendioxidmenge (in ppmemin) in der
Abgasanalyse als MaB fiir die aus der Flussigphase ausgetriebene Kohlendioxidmenge
(schraffierte Flichen in Abbildung 3A). Wihrend der Ausgasungsprozedur wurde der pH
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konstant auf 6,8 gehalten, so daB das ausgetricbene Kohlendioxid stets anteilig aus

gelostem CO, und HCO;™ stammte; dies wurde in Gleichung (1) berticksichtigt.

Um aus den Partialdruckinderungen den Partialdruck selbst berechnen zu kénnen, wurden
der Literatur folgende Proportionalitatsbeziehungen zwischen der Partialdruckdifferenz
tiber die Phasengrenze pcoxsy - Pcoxg, der Rate des COp-Transports rcoz, dem
Stoffiransportkoeffizienten ka, dem Leistungseintrag durch den Riithrer P sowie der

Drehzahl pm entnommen:

7 . .
Dcoxp) - Pcoxg) < % (Bailey & Ollis, 1986) @)
1
ka « P (Robinson & Wilke, 1973) ?3)
P o« rpm" mit n~3 (Rushton et al., 1950) (€))

rcoz ist bei konstanter Beliiftungsrate proportional zum CO,-Gehalt der Abluft pcoz), SO

daf3 die Beziehungen (2) bis (4) zu folgender Gleichung zusammengefaflt werden konnten:

Pcoay - Peoxgy = COMSL. * Peoagg) * Tpm” (5)

Auf pcoz( normiert und logarithmiert ist diese Beziehung linear:

log [pcoayPcoae - 11 = log [const.] - n - log [rpm] 6)

Integration der experimentell ermittelten Werte von Apcozgy/Arpm iiber die Drehzahl mit der
Randbedingung der theoretisch vollstindigen Gleichgewichtseinstellung pco2q) = Pcoz bei
rpm —> o ergab daraufhin die gesuchte Funktion nach Gleichung (5). In Abbildung 3B ist
das Ergebnis fiir die in dieser Arbeit benutzten Parameter in der logarithmierten Form nach
Gleichnung (6) dargestellt. Fiir den gesamten untersuchten Drehzahlbereich von 500 bis
zum Maximum von 3000 min™ wies das System die Linearitit nach Gleichung (6) auf. Fiir
n wurde der Wert 2,9 und fiir log [const.] der Wert 8,62 ermittelt.

Aus dieser Beziehung lielen sich nicht nur die CO,- und HCOs-Konzentrationen in der
Kulturfliissigkeit berechnen, ohne dazu jedes Mal die Ausgasungsprozedur wiederholen zu
miissen, sondern der CO,-Partialdruck im steady state konnte auch, mit Ausnahme des
Experiments bei 60 mbar CO, (Punkt 3.3.1), iiber Anpassung der Drehzahl auf einen
gewiinschten Wert eingestellt werden. Wegen der '*C-Markierungstechnik war diese

Maoglichkeit von Vorteil gegeniiber der CO,-Zumischung zur Zuluft.
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Abbildung 3: A Schematische Darstellung des Prinzips der CO,-Bestimmung. Die
schraffierten Flichen stellen die CO,-Mengen dar, die jeweils als Folge der Erhohung der
Rithrerdrehzahl aus der Kulturflissigkeit ausgetriecben wurden. B Auftragung der
normierten Kohlendioxid-Partialdruckdifferenz zwischen Kulturfliissigkeit und Abluft des
Bioreaktors (pcox/Peoag - 1) gegen die Rishrerdrehzahl,
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2.5 Bestimmung von *C-Markierungsdaten

Die Umsetzung der C-markierten Substrate zu Intermediaten des Zentralstoffwechsels
und weiter zu markierten Aminosduren des Zellproteins bildete die Grundlage der
intrazelluliren ~ StofffluBanalysen. Um die '*C-Markierungsmuster proteinogener
Aminosduren zu bestimmen, wurden diese aus markierter Biomasse isoliert und

anschlieBend NMR-spektroskopisch vermessen.

2.5.1 Isolierung von Aminosiuren aus Zellprotein

250 mg lyophilisierter Biomasse wurden in 12 ml 6,0 N HCI aufgenommen und bei 105 °C
iiber 12 Stunden hydrolysiert (Marx, 1997). Das Hydrolysat wurde mit 20 ml Wasser
verdiinnt und filtriert. 15 ml Hydrolysat wurden lyophilisiert und in 2 mL 0,2 M Triethyl-
amin/Formiat-Puffer, pH 3,0 aufgenommen. Die préparative Trennung der Aminoséuren
erfolgte iiber Kationen-Austauschchromatographie (Sonntag et al., 1993; Marx et dl.,
1996) auf einer Ultrapac 11pu-Saule (Pharmacia Biotech, Freiburg) mit einem FPLC-System
(Sykam, Gilching). Als Eluent wurde 0,2 M Triethylamin/Formiat-Puffer mit einem von pH
3,0 auf pH 10,5 ansteigenden pH-Gradienten verwendet. Es wurden 0,8 ml-Fraktionen
gesammelt und diese mittels HPLC auf die enthaltenen Aminoséuren hin untersucht. Die
Fraktionen mit den Aminosduren Alanin, Aspartat, Glutamat, Glycin, Lysin, Phenylalanin,
Serin, Threonin und Valin wurden nach Zusatz von 1 ml 25% Ammoniaklosung
lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden in je 700 pl Deuteriumoxid mit 2 mM Natrium-
2,2.3,3-Dy-trimethylsilylpropionat (TSP) aufgenommen und in 5 mm NMR-Proberéhrchen
tiberfiihrt. Fur 2D-NMR-Messungen wurden 15 mi Biomassehydrolysat lyophilisiert und
ohne chromatographische Trennung in 700 pl D,O mit 2 mM TSP aufgenommen.

2.5.2 NMR-spektroskopische Messungen
Die NMR-Messungen wurden mit einem AMX400-WB-NMR-Spektrometersystem

(Bruker Analytik, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die “C-Anreicherungen einzelner
Kohlenstoffatome wurden mittels "H-NMR-Spektroskopie bestimmt (Sonntag et al., 1993;
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Tabelle 17: Experimentell bestinmte PEP- und Aspartatkonzentrationen sowie Vpgpcy,

VPEPCxmax, VPK UNd Vekmax mit den daraus berechneten Werten von feee ([Asp]).

GroBe in Gleichungen

C. glutamicum-Stamm und Wachstumsrate

(37) bzw. (41) MH20-22B  MH20-22B  MH20-22B MH20-22B
Apck 20 pEKO-pck B
u=0075n" £=0,075h" £=0,075h" u=025h"'
[PEP] (mM) 033£0,19 020+0,18  0,27+0,22 <0,17
[Asp] (mM) 0,64+£0,08 145+0,11  0,61+0,13 1,28 + 0,27
veepex (mmol g h) 0,69+0,14  0,14+0,06 2,13+0,36 0,56 + 0,14
VeEpcxmax (mmol g h™') 3,8%0,5 4,6+0,8 4,2+0,6 4,6+0,6
vex (mmol g” h'") 1,43+0,14 050+0,11  124%0,12 1,71 0,24
VK max (mmol g™ h') 75+1,9 6,6 +1,7 2,6%0,5 57+1,3
Seer ([Asp]) () 041+0,07 0,11£0,03  0,74=0,11 0,22 + 0,04
1,5
10 F C. g. MH20-22B pEKO0-pck B -
—_ ] H=0075 h-t
=
(7]
$ A
&
o
05 |- .
C. g. MH20-22B C. g. MH20-22B Apck 20
p =025 h p = 0,075 ht
/ ~ / ]
C. g. MH20-22B
1 =0,075 h
|
0,0 - ' '
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Aspartat (mM)

Abbildung 21: forp ([Asp]) aus Gleichung (41). W Experimentelle Werte aus

VPEPCy/VPEPCx,max UNA VeK/VPK max.

Linie: angepaBte Funktion Jasppepcx * kpgp.
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Pyruvat-Carboxylase. Aspartat, o-Ketoglutarat und Oxalacetat sind mogliche Inhibitoren
der Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum, deren Einfliisse bislang nicht untersucht
werden konnten, da diese Metabolite selbst Teil des Testsystems zur Messung der Pyruvat-
Carboxylase-Aktivitat mit permeabilisierten Zellen waren (Peters-Wendisch, 1996). Ziel
war es, mit den Daten der vorliegenden Arbeit, den EinfluB dieser Metabolite auf die
Pyruvat-Carboxylase in vivo zu untersuchen.

Dazu wurde die Geschwindigkeitsgleichung (28) der Pyruvat-Carboxylase wie folgt

umgeformt:
— v'PCx,max
Vpcx = 7——-— * Ipcx ([Inh.]) (43)
1 + mPyr,PCx
[Pyr]

mit  Vpcxmax = Vecxmax * focx ([ATP],[ADP],JAMP],[HCO;],[AcCoA]) = const. (44)

Um den Inhibitionsterm Jpc, ([Inh.]) bestimmen zu konnen, wurden die in vivo Fliisse iiber
die Pyruvat-Carboxylase (vpc,) mit Hilfe der gemessenen Pyruvatkonzentrationen (vgl.

Abbildungen 12, 13, 15 und 16) und des bekannten Werts Kopyppex = 1,3 mM (Peters-
Wendisch, 1996) auf Pyruvatséttigung des Enzyms extrapoliert:

! [Pyr]

PCx, max v PCx, max

v*
Dro([inh]) = —Fo— = _Tror . [1+—~K"’P“PC*J (45)
Die Aufiragung von 1/v*pcx gegen die gemessenen Konzentrationen von Aspartat und o-
Ketoglutarat (Tabellen 11 und 14) sowie die geschitzte Oxalacetatkonzentration ("Dixon-
Plots"; Segel, 1975) ist in Abbildung 22 gezeigt.

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich ist, wiesen nur die Konzentrationen von Oxalacetat und

weniger stark a-Ketoglutarat . eine systematische Korrelation mit dem extrapolierten
Pyruvat-Carboxylase-FluB v*pc, auf.
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Als Funktion fur die Hemmung der Pyruvat-Carboxylase durch Oxalacetat und o-
Ketoglutarat wurde fiir die Modellierung der folgende allgemeine Inhibitionsterm gewahlt:

! (46)
(1+ [OAA] HH [0KG] )

Loex ([Inh.]) =

K K

iOAA,PCx ioKG,PCx

wobei die Inhibitionskonstanten fiir Oxalacetat Kiopapcx und a-Ketoglutarat Kiuxepcx im

Rahmen der Anpassung des Gesamtmodells an die Mef3daten (Punkt 3.6.4) bestimmt
wurden.

PEP-Carboxykinase. Unter der zentralen Annahme (s.0.), daB die nicht direkt von der
Anaplerosis beeinfluten Konzentrationen der Nucleosidphosphate (ATP, ADP etc.)
konstant seien, wurde in der Geschwindigkeitsgleichung der PEP-Carboxykinase

1
VPEPCk = VPEPCkmax ° JPEPCK ° (29)

1+ mOAA, PEPCk

[0AA]

der Term fogpck ([ITP], [GTP], [ATP), [ADP]) als konstant angesehen.

Aus der Aufiragung der experimentell ermittelten Verhaltnisse von VpEpCk ZU VPEPCk,max
(Tabelle 18) gegen die Oxalacetat-Schitzwerte wurde Jrepck mit 0,55 % 0,11 bestimmt

(Abbildung 23). Die Aufiragung zeigt eine aufgrund des hohen K,-Wertes von 1,0 mM
(Jetten & Sinskey, 1993) erwartete lineare Proportionalitit.
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Tabelle 18: Geschitzte Oxalacetatkonzentrationen sowie experimentell bestimmte Werte
von Vpgpck Und Veepckmax Mit den daraus berechneten relativen Fliissen vpgpci/Veepck max-

C. glutamicum-Stamm und Wachstumsrate

GroBe in Gleichung
(29) MH20-22B MH20-22B MH20-22B
pEKO-pck B
4 =0,075h" ©=0,075h" p#=0,25h"
[OAA] (uM) 39+ 8 11+ 3 24+ 9
Veepck (mmol g h') 1,31£0,15 2,55+0,36 0,87 0,17
Verpcimax (mmol g™ h) 66 + 14 460+ 40 6210
Veepck/VeEPCK max (70) 2,0£0,5 0,55+ 0,09 1,4+£04
3
C. g. MH20-228
p =0,075 h
g , L ~ |
~ C. g. MH20-22B
g p=025h1
3 ]
£ | —
=
4
£ T |
~—— C. g. MH20-22B pEKO-pck B ’
p=0,075 h1
0 L | L | 3 ! . 1
0 10 20 30 40 50

Oxalacetat-Schatzwert (UM)

Abbildung 23: Relativer FluB} iber die PEP-Carboxykinase, bezogen auf die spezifische
Aktivitat, als Funktion der Oxalacetatkonzentration. Experimentelle Werte.
Durchgezogene Linie: Anpassung der Modellfunktion an die experimentellen Werte.
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3.6.4 Aufbau des Gesamtmodells und Parameteroptimierung

Aus den in Punkt 3.6.3 erstellten kinetischen Beziehungen fir die Enzyme Pyruvat-
Carboxylase, PEP-Carboxykinase, PEP-Carboxylase und Pyruvat-Kinase konnen bei
bekannten Konzentrationen der Metabolite Oxalacetat, Aspartat, Pyruvat und a-
Ketoglutarat die anaplerotischen Fliisse berechnet werden, wenn zumindest auch der
glycolytische FluB, wegen der gemeinsamen Modellierung von PEP-Carboxylase und
Pyruvat-Kinase, bekannt ist.

Das Ziel bestand jedoch darin, mit dem Regulationsmodell Berechnungen von
anaplerotischen Fliissen und Lysinausbeuten fiir hypothetische Stammkonstrukte
durchfithren zu konnen. In diesem Fall sind die PoolgréBen nicht mehr gegeben; sie hingen
von den Stofffliissen ab, und umgekehrt héingen die Stofffliisse von den PoolgroBen ab. Das
Ziel des Gesamtmodells, die Berechnung der anaplerotischen Fliisse auch in diesem Fall zu
ermoglichen, wurde durch Einbetten der Teilmodelle in die Stdchiometrie des

Zentralstoffwechsels ermoglicht. Das dazu notwendige Stoffwechselnetzwerk ist in
Abbildung 24 dargestellt.

Die aus der Stochiometrie folgenden Bilanzgleichungen der Nettofliisse sind direkt aus
Abbildung 24 ableitbar und sind im Folgenden aufgelistet:

Fur den glycolytischen FluB von 3-Phosphoglycerat nach PEP gilt:

6°Ge. - Ve - 11,42mmol g™ -
3 (47)

Ves

wobei vpp die Abspaltung von CO, im oxidativen Pentosephosphatweg beriicksichtigt und
der Term 11,42 mmol/g den gesamten Kohlenstoffbedarf aus Glucose-6-phosphat,
Fructose-6-phosphat,  den Pentose-5-phosphaten, Erythrose-4-phopshat,  den

Triosephosphaten und 3-Phosphoglycerat als Vorléufermetaboliten der Biomassesynthese
darstellt (Marx et al., 1996).
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Glucose

961 1
4 o,

C
Glucose- —k,

6-phosphat  vpp T "~
411,42 mmol C g' —— <

L 3-Phosphoglycerat

Ve
Cco,
Phosphoenolpyruvat
VPEPCx T~ #:0,53 mmol g”*
Ve Vprs = 9Gle
Cco,
TLact
VEEPCK Pyruvat < Lactat

Vecx v C%\’ 41,61 mmol g*!

Acetyl-Coenzym A

T~ 42,50 mmol g-*
Ves

41,51 mmol g* Oxalacetat Citrat/Isocitrat
\ AAT

L-Aspartat
co.
Pyruvat NJ Vicpy 2
Viys
a~Ketoglutarat

L-Lysin \ \
l N 4+0,20 mmol g'* CO, 41,25 mmol g!

qus

s Zentralstoffwechsels und der Lysinbiosysnthese zur

Abbildung 24: Stochiometrie de
Glucose-

Einbindung des anaplerotischen Regulationsmodells. Stofffliisse:  gate,
aufnahmerate; qraa, Lactataufnahmerate; Vep, oxidativer Pentosephosphatweg; Vcs,
glycolytischer FluB von C;-Korpern; Veeecx, PEP-Carboxylase; vecx, Pyruvat-Carboxylase;
Veepck, PEP-Carboxykinase; Vek, Pyruvat-Kinase;  vers, Phosphotransferasesystem,
vcs, Citrat-Synthase; Vicon, Isocitrat-Dehydrogenase; Vaar, Aspartat-Aminotransferase; vy,

Lysinsyntheserate; qiys, Lysiniiberproduktionsrate.
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In analoger Weise, jeweils unter Beriicksichtigung der Vorlauferbedarfs nach Marx et. al.

(1996), lieRen sich weitere Bilanzgleichungen aufstellen (Abbildung 24):

Ves + Vprpck = Vempcx + Vek + Vers + 0,53 mmol g’ - p (48)
mit Vers = 4aic (49)
Ga + VP + VTS = Gy T Veex + Ves + 4,31 mmol g - u (50)
Var = Vempcx + Vece - Vempck = Vaar + 1,25 mmol g’ - p (51)
giys = Viy - 0,20 mmol gtp (52)

dabei ist vcs der FluB von Acetyl-Coenzym A in den Citratzyklus (Citrat-Synthase);, dieser

ist gleich dem FluB iiber die Isocitrat-Dehydrogenase vicon (Abbildung 24). var ist der
anaplerotische NettofluB3.

Die Bilanz um den Metaboliten Aspartat wurde bereits weiter oben beschrieben:

Vaar = L,71mmol g' 1 + quy (35)

Ebenfalls zur Stochiometrie kann die in Abschnitt 3.5 ermittelte energetische Beziehung
zwischen Wachstumsrate, Lysinproduktion und Substrataufnahmerate gezéhlt werden:
qus

By,
YX/C I]Lys/C

dc =

+ mc (25)

wobei der Erhaltungskoeffizient mc aus der linearen Regression der Daten in Abbildung 19
bestimmt wurde:

Mec = 1,63 mmol g"l 1’1.1 + 0,46 * VPEPCK (53)
Aufgrund des vorgegebenen Konzentrationsverhiltnisses von Glucose und Lactat im

Medium von 21 zu 4 mM (138 mM Gesamtkohlenstoff) und der praktisch vollstindigen

Substrataufnahme in kohlenstofflimitierter Kultur gilt fir die Glucoseaufnahmerate gg;. und
die Lactataufnahmerate gy,

21
o = 35 7 9c (54)
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4

qLact = i‘g *qc (55)

Der FluB iiber den oxidativen Pentosephosphatweg wpp, der zwar nicht Gegenstand der
vorliegenden Arbeit war, jedoch aufgrund der Stochiometrie im Modell beriicksichtigt

werden muBte, wurde mit Hilfe der NADPH-Bilanz approximiert:

LR B 56
Y 1% NADPH (56)

X/NADPH Lys/NADPH

2vpp + VicopH =

wobei die linke Seite von Gleichung (56) die Erzeugung von NADPH in den Reaktionen
des oxidativen Pentosephosphatwegs (vpp) und durch die Isocitrat-Dehydrogenase (Vicon)
darstellt (Marx, 1997). Die rechte Seite stellt den NADPH-Bedarf fiir die Biomassebildung
von 14,9 mmol/g Trockengewicht (Yxnapen = 0,067 g/mmol; Marx, 1997) und fiir die
Lysinproduktion von 4 mmol NADPH je mmol Lysin (YLysnapen = 0,25; Neidhardt et al.,
1990) dar. Der Term myappu bezeichnet einen von Marx (1997) festgesteliten NADPH-
Umsatz von durchschnittlich 0,4 mmol g h”, der nicht an die Synthese von Biomasse bzw.
Produkten gekoppelt ist.

ZusammengefaBt und nach dem FluB in den Pentosephosphatweg aufgelost ergeben

Gleichungen (47)-(52) und (56):

a1, SIS
18¢,,, + 79 mmol g* - + 1,2mmol g™ h™ - ¢, 7
5

Vpp =

Die Modellstochiometrie besaB bei gegebener Wachstumsrate drei Freiheitsgrade. Dies
bedeutet: Waren drei Stofffliisse bekannt, zB. die Aktivitaten von Pyruvat-Carboxylase,
PEP-Carboxylase und Lysinbiosynthese, so lieBen sich alle anderen Fliisse uber die
stochiometrischen Gleichungen (47) bis (57) sowie (35) berechnen. Die von der
Stéchiometrie unabhéngigen Metabolitpools von Pyruvat, Oxalacetat, o-Ketoglutarat,
Glutamat und Aspartat stellten fiinf weitere Freiheitsgrade dar.

Diesen insgesamt acht Freiheitsgraden standen mit den drei Teilmodellen aus Pu

der Geschwindigkeitsgleichung der Aspartat-Aminotransferasere (30) sowie der
(33) allerdings nur finf

Niherungsfunktion der Lysinsynthese nach Gleichungen (32) und

nkt 3.6.3,
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kinetische Beziechungen gegeniiber, so daB noch drei Randbedingungen, d.h. weitere
Zusammenhinge zwischen den ModellgroBen, zu formulieren waren. Diese bestanden in
der mathematischen Beschreibung der Konzentrationen von Pyruvat, a-Ketoglutarat und

Glutamat, die nicht mit Hilfe der kinetischen Gleichungen berechnet werden konnten.

Fir die Konzentrationen von Pyruvat und o-Ketoglutarat lieBen sich Korrelationen der
experimentell bestimmten Werte mit der Oxalacetat-Konzentration bzw. der
Wachstumsrate finden (Abbildung 25).

Da sich die Frage nach der genauen Wirkungsweise von Oxalacetat auf die Poolgrofien von
a-Ketoglutarat und Pyruvat mit den experimentellen Daten der vorliegenden Arbeit nicht
beantworten lie}, wurden die Korrelationen zwischen diesen Metabolitkonzentrationen als
empirische Gleichungen in das ‘Modell aufgenommen. Der fiir Pyruvat lineare

Zusammenhang (Abbildung 25A) wurde mit zwei Parametern kpy;,; und Apy,» ausgedriickt:

[Pyr] = oy - (1 + [%3“1]} (58)

Pyr2 |

Die Abhangigkeit des o-Ketoglutaratpools von der Oxalacetatkonzentration und der

Wachstumsrate (Abbildung 25B) lieB sich durch eine Funktion mit drei Parametern kuxa,,
kuKG,z und k,ﬂ(c,,;; beschreiben:
k
[0KG] = oKG,1
(1+ku.KG,2 / [OAA]) (1 L '”)

(59)

Als dritte Rgndbedingung wurde die unter Chemostatbedingungen offenbar wenig

verdnderliche Grofe des Glutamatpools (Tabellen 11 und 14) auf den konstanten Wert von
60 mM gesetzt.

Mit den kinetischen Gleichungen (29)-(46), den stéchiometrischen Beziehungen (25), (35)
und (47)-(57) sowie den Randbedingungen (58) und (59) war das Regulationsmodell der
anaplerotischen Reaktionen vollstindig l6sbar, d.h. fir eine simulierte Chemostat-

kultivierung mit gegebener Wachstumsrate lieBen sich simtliche Stofffliisse (Abbildung 24)
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sowie die Metabolitkonzentrationen von Pyruvat, a-Ketoglutarat, Oxalacetat und Aspartat

berechnen. Der vollstindige Rechengang des Modells ist als Computerprogramm in
Abschnitt 7.3 im Anhang beschrieben.

Pyruvat (mM)

0

00 L | 1 ]

! !
g —
E 3
© ]
i}

3 2 -
ie)
X
d —
1
o 2 1 " 1 " 1

0 50 100 150
Oxalacetat-Schéatzwert (uM)

Abbildung 25: A Korrelation der intrazelluldren Konzentrationen von Pyruvat und
Oxalacetat. B Korrelation der o-Ketoglutaratkonzentration mit dem Oxalacetatpool.und
der Wachstumsrate. (1) pck-Uberexprimierer bei = 0,075 h’; @) u (3?1, C. glutamicum
MH?20-22B bei 0,25 h™” bzw. 0,075 h'; (4) pck-Defektmutante bei 0,075 h™.
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Die Werte der in Tabelle 19 zusammengefaten Modellparameter wurden durch
Anpassung der nach dem Modell berechneten Stofffliisse und Metabolitkonzentrationen an
die experimentellen Daten ermittelt. Grundlage dieser Parameteroptimierung waren die vier
in Tabelle 20 aufgefiihrten Kultivierungen dieser Arbeit, fiir die sowohl Informationen tiber
Stofffliisse als auch iiber Metabolitpools und spezifische Enzymaktivititen vorlagen. Ziel-
vorgabe der Anpassung war eine minimierte Quadratsumme der relativen Abweichungen
der berechneten von den im Experiment bestimmten Werten. Die Optimierung erfolgte mit

dem Programm Scientist (MicroMath, Salt Lake City, Utah, USA).

Das Ergebnis zeigte, daB3 Oxalacetat mit einer Inhibitionskonstanten von Kjoaapcx ® 70 pM
gegeniiber a-Ketoglutarat mit Kixepcx * 1 mM der eindeutig stirkere Inhibitor der
Pyruvat-Carboxylase von Corynebacterium glutamicum ist (Tabelle 19).

Der scheinbare K,-Wert der Lysinsynthese fiir Aspartat (K'yasp1ys) befand sich mit 0,9 & 0,4
mM im Bereich der experimentell ermittelten Aspartatkonzentrationen. Dagegen lag der
scheinbare K,-Wert fiir Pyruvat (K'ypy.1ys) mit weniger als 0,3 mM deutlich unterhalb der
gemessenen Pyruvatkonzentrationen. Dariiber hinaus wies der deutlich von null
verschiedene Wert des Parameters kiy (1,77 + 0,32 mmol g?) auf eine Zunahme der
maximalen Lysinsyntheserate mit der Wachstumsrate hin.

Die im Rahmen der Teilmodelle bereits abgeschitzten Parameter KiasppEPCx, KPEP UNd fREPCK
wurden bei der Optimierung des Gesamtmodells erneut zur Optimierung freigegeben. Fur

keinen der drei Werte ergab sich dabei eine signifikante Abweichung, fiir kpgp und feeeck
allerdings eine verbesserte Genauigkeit (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Berechnete Parameter des Gesamtmodells. Die Werte der Modellparameter
wurden in einem computergestiitzten Optimierungsproze3 durch Anpassung des
anaplerotischen Regulationsmodells an die experimentellen Daten der vorliegenden Arbeit

erhalten.

Parameter

identifizierter Wert

Parameter identifizierter Wert

PEP-Carboxylase/Pyruvat-Kinase

KiasppEPCx 0,57+0,17 mM

keep 1,03+ 0,30
Pyruvat-Carboxylase

V'pexmax 99+3,0 mmolg'h’
Kioxcpox 0,89+0,57 mM
Kioaapcx 6740 pM
PEP-Carboxykinase

Jeepck 0,55+ 0,09

Korrelation Oxalacetat/Pyruvat
kepye) 0,38+ 0,13 mM
kg2 34£11 pM

Korrelation Oxalacetat/a-Ketoglutarat

kaxa,1 99+38 mM

ka2 5317 uM

kaxc. 13,3+£6,2 h
Lysinsynthese

VLys0 0,32%0,12 mmol g’ h!
kiys 1,77+0,32 mmol g’
K'naspLys 0,87+042 mM
K'wpyriys <026 mM

Wie Tabelle 20 zeigt, wurde fiir die meisten ModellgroBen eine sehr gute Anpassung mit
relativen Fehlern von weniger als 10% erreicht. GroBere Abweichungen gab es nur zum
Teil bei einigen Metabolitkonzentrationen.

Es existiert somit ein einheitliches Modell, daf8 in der Lage ist, die anaplerotischen

Stofffliisse und Metabolitkonzentrationen fiir alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten

lysinproduzierenden C. glutamicum-Stimme zufriedenstellend zu beschreiben.
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Tabelle 20: Vergleich der experimentell bestimmten Fliissse und Metabolitpools mit den
durch das Regulationsmodell nach Anpassung der Parameter (Tabelle 19) berechneten
Werten. Die berechneten Werte sind in Klammern angegeben.

C. glutamicum-Stamm und Wachstumsrate

Grofe
MH20-22B MH20-22B MH20-22B MH20-22B
Apck 20 pEKO-pck B
©=0075h"  x=0,075h"  u=0,075h" 4=025h"
Fliisse (mmol g h'')
Poravat-Catbosl 1,01 +0,14 0,43 + 0,06 1,00 + 0,28 1,41 + 0,20
yravat-L.arboxylase (0,83) (0,36) (1,18) (1,36)
0,69 + 0,14 0,14 + 0,06 2,13 % 0,36 0,56 + 0,14
PEP-Carboxylase (0,58) (0.14) 2,12) (0,49)
, 1,31+0,15 <0,04 2,55 + 0,36 0,87 + 0,17
PEP-Carboxykin ’ ’ ’ ’ °
aroRykinase (1,01) (0,00) 2,95) (0,76)
7,83 £ 0,15 8,16+ 0,15 7,95 + 0,15 18,66 + 0,36
K hl 2 2 b > 2 >
ohlenstoffaufnahme (1,72) (8.25) (8,11) (18.33)
Lysinproduktion 0,17 £ 0,01 0,27 + 0,02 0,13 % 0,01 0,35 + 0,03
(0,18) (0,28) (0,13) (0,35)
Metabolitpools (mM)
L Aspartat 0,64 + 0,08 1,45+ 0,11 0,61 +0,13 1,28+ 0,27
(0,72) (1,66) (0,45) (L,11)
Pyruvat 0,80 0,07 1,85 0,27 0,54 % 0,09 0,71+ 0,10
(0,70) (2,14) (0,51) (0,64)
o-Ketoglutarat 2,59+ 0,34 3,70+ 0,38 0,92 + 0,14 0,71+0,16
(1,73) (3,71 (0,90) (0,69)
Oxalacetat (geschiitzt) " oo =008 B14£003 00110003 0,024 0,009
(0,028) (0,16) (0,012) (0,023)
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3.6.5 Validierung des Gesamtmodells

Néchstes Ziel war es, die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen von
lysinproduzierenden C. glutamicum-Stammen, in denen die Gene der anaplerotischen
Enzyme PEP-Carboxylase (ppc) bzw. Pyruvat-Carboxylase (pyc) jeweils iiberexprimiert
oder deletiert waren, mit Modellsimulationen zu vergleichen. Da jedoch ausschlieBlich
batch-Kultivierungen entsprechender Staimme mit den jeweiligen Lysinakkumulationen
dokumentiert waren (Cremer et al., 1991; Peters-Wendisch ef al., 1993 und 2000), muBte
sich die Validierung darauf beschrinken, die Effekte der genetischen Modifikationen auf die
Lysinausbeute in Experiment und Modell zu vergleichen.

Fur die Simulationen wurden die optimierten Parameter nach Tabelle 19 und folgende
einheitliche spezifische Enzymaktivititen verwendet: PEP-Carboxylase (Vpepcxmax) 4 mmol
g" h''; Pyruvat-Kinase (Vox max) 7 mmol g™ h'; PEP-Carboxykinase (Verpcimax) 60 mmol g’
h'; Aspartat-Aminotransferase (Vaarma) 22 mmol g’ h™. Diese Aktivitaten entsprachen
mittleren Werten aus den Kultivierungen der vorliegenden Arbeit nach Umrechnung auf die
Einheit mmol g! h™'. Uberexpression und Deletion eines Gens wurden dadurch simuliert,
daB im Modell die entsprechende Enzymaktivitit (fur die Pyruvat-Carboxylase der
Modellparameter v'pcxmas) auf den zehnfachen Wert erhdht bzw. gleich null gesetzt wurde.
Um eventuelle Abhingigkeiten der simulierten Effekte von der Wachstumsrate beurteilen
zu konnen, wurden Simulationen sowohl bei x = 0,075 h' als auch bei 0,25 h*
durchgefiihrt.

Tabelle 21 zeigt die Simulationsergebnisse im Vergleich mit den Literaturdaten. AuBerdem
ist die jeweils simulierte Veridnderung der Verfiigbarkeit von Aspartat gegeniiber dem
Ausgangsstamm angegeben. Die Eigénschaften des Ausgangsstamms bei den Simulationen
waren ein Aspartatpool von 0,71 mM bei z = 0,075 h! bzw. 0,97 mM bei u = 0,25 h? und
eine Lysinausbeute von 0,137 mol Lysin-C/mol Substrat-C bei ¢ = 0,075 h bzw. 0,107

mol/mol bei u = 0,25 h™.
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Tabelle 21: Effekte genetischer Modifikationen im Bereich der Anaplerosis auf die
Aspartatkonzentration und die Lysinausbeute. Modellsimulationen im Vergleich mit
experimentellen Daten der angegebenen Referenzen. Die Anderungen beziehen sich jeweils
auf den Ausgangsstamm unter gleichen Bedingungen.

. Modellaussagen (Simulation) Effekt auf
Genetische .
Modifikati Lysinausbeute,
odifikation fiir ¢ () Effekt auf Effekt auf experimenteller
Aspartatpool  Lysinausbeute Vergleichswert
ppc-Uberexpression 0,075 +78% +17% ,
+23+£8% [1]
0,25 +71% +22%
ppe-Defekt 0,075 -20% - 9%
kein Effekt” [2]
0,25 - 24% -13%
pye-Uberexpression 0,075 +150% +19%
+47+10%' [3]
0,25 +340% +42%
pyc-Defekt 0,075 -50% -32%
-59+4%' [3]
0,25 n.b. n.b.
pck-Defekt 0,075 +150% +49%
+15+£5%  [4]
0,25 + 78% +29%

' Ausgangsstamm C. glutamicum DG 52-5; * Ausgangsstamm C, glutamicum MH20-22B.
[1] Cremer et al., 1991

[2] Peters-Wendisch et al., 1993
[3] Peters-Wendisch ef al., 2000
[4] Riedel et al., 2000

Die Ergebnisse zeigten eine allgemein gute Konsistenz der simulierten Effekte mit den
experimentellen Vergleichswerten. Insbesondere die bej # = 0,25 h! simulierten Wirkungen
der Uberexpression des ppe- bzw. des pyc-Gens auf die Lysinausbeute stimmten auch
nahezu quantitativ mit den entsprechenden Experimenten iiberein. Das experimentelle
Ergebnis, da8 die Deletion von ppc ohne EinfluB auf die Lysinproduktion ist (Peters-

Wendisch et al., 1993), wurde vom Modell zumindest qualitativ korrekt wiedergegeben.
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Der simulierte Effekt war hier mit ca. 10% Abnahme der Lysinausbeute vergleichsweise
gering. Deutlich groBeren EinfluB, sowoh! im Experiment als auch im Modell, hatte
dagegen die Deletion des Gens fiir die Pyruvat-Carboxylase. Generell zeigten die
Simulationsergebnisse bei 4 = 0,25 h™ eine bessere Ubereinstimmung mit den zur
Validierung herangezogenen Experimenten als die Berechnungen fiir # = 0,075 h”, was
eventuell darauf zuriickzufiihren war, daf unter kohlenstofflimitierten Bedingungen, fiir die
das Modell per se nur giiltig war, eine hohe Wachstumsrate noch am ehesten mit den
Verhiltnissen wéhrend einer bafch-Kultivierung verglichen werden kann. Allerdings war
das Modell bei simulierter pyc-Deletion fiir # = 0,25 h™' nicht 16sbar, da hier wegen einer
sehr geringen Aspartatkonzentration die simulierte Rate der Lysinbiosynthese vy nicht
ausreichte, um den Lysinbedarf fiir Biomassesynthesen (0,05 mmol g” h™) zu decken. Das
Modell findet offensichtlich seine Grenzen in der Extrapolation auf metabolische
Extremsituationen, wie sie das vollige Fehlen der Pyruvat-Carboxylase darstellt.

Insgesamt konnte jedoch gezeigt werden, daB das erstellte Regulationsmodell in der Lage
ist, die Wirkung veranderter spezifischer Aktivititen der anaplerotischen Enzyme auf die

Lysinproduktion zumindest qualitativ korrekt zu beschreiben.

3.6.6 Identifikation von limitierenden Faktoren der Lysinsynthese am Modell

Um mit Hilfe des Regulationsmodells potentielle limitierende Faktoren der
Aminosauresynthese ausfindig machen zu konnen, wurden die im Modell enthaltenen
spezifischen Enzymaktivititen und Parameter hinsichtlich ihres Einflusses auf die
berechnete Lysinproduktionsrate untersucht. Die dabei gemachten Aussagen dirften
prinzipiell aber auch fiir andere Aminoséuren der Aspartat-Familie Giiltigkeit besitzen, da
die Lysinproduktion im Modell bei gegebener Wachstumsrate praktisch nur von der
Aspartatkonzentration abhéngig war.

Nach der Theorie der Metabolic Control Analysis (MCA; Kacser & Burns, 1973;
Heinrich & Rapoport, 1974; Fell, 1998) lassen sich mogliche limitierende Faktoren einer
Stoffwechselleistung durch den Vergleich ihrer differentiellen Einflisse auf den
entsprechenden Metabolitflu bewerten. Fur einen gegebenen Modellparameter 146t sich

dessen EinfluB auf die Lysinsyntheserate giys daher wie folgt formulieren:
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qys 0 qyy, . Parameter _ Olng,, (60)
CParameter -
Dy O Parameter O In Parameter

Dabei bedeutet beispielsweise ein Wert des differentiellen Koeffizienten bzw. sogenannten

Kontrollkoeffizienten CZ** von 0,2, daB eine Verinderung des entsprechenden

Parameter

Parameters um 1% eine Veranderung der Lysinproduktionsrate um 0,2% bewirkt.

Die Kontrollkoeffizienten der MCA sind keine Konstanten, sondern hidngen von den
jeweiligen Ausgangsbedingungen ab (Kacser & Burns, 1973). Tabelle 22 zeigt die am
Modell ermittelten Werte daher exemplarisch fiir Corynebacterium glutamicum MH20-22B
bei den Wachstumsraten 0,075 h™ und 0,25 h™ sowie fir die pck-Defektmutante C.
glutamicum MH20-22B Apck 20 bei u = 0,075 h™. Koeffizienten fiir die Konzentrationen
von Oxalacetat bzw. Aspartat wurden nicht berechnet, weil diese Metabolitpools selbst
implizit von den .anderen Modellparametern abhingen. Die Limitationen im
Lysinsyntheseweg waren bereits Gegenstand ausfiihrlicher experimenteller Untersuchungen

(zB. Cremer et al., 1991; Schrumpf, 1991; Eggeling et al., 1998).

Soweit es die anaplerotischen Enzyme betraf, wiederholte das Ergebnis in Tabelle 22 im
wesentlichen das Bild der Modellvalidierung (Tabelle 21). Die Pyruvat-Carboxylase wurde
mit einem gegeniiber der PEP-Carboxylase im Mittel dreifach héheren FluBkontroll-
koeffizienten (0,18 bis 0,34 gegeniiber 0,07 bis 0,11) als das anaplerotische Enzym mit dem
groBten EinfluB auf die Lysinproduktion erkannt. ErwartungsgemiB wurde fiir die PEP-
Carboxykinase, deren Aktivitit die Lysinproduktion nachteilig beeinfluBte, ein negativer
Koeffizient (-0,17) bestimmt. Der Kontrollkoeffizient der Pyruvat-Kinase lag nach den
Modellrechnungen stets nahe bei null (-0,03 bis -0,05). Dieses Enzym besall damit
zumindest im Bereich kleiner Aktivitatsanderungen keinen wesentlichen EinfluB auf die
Lysinproduktion.

Signifikante Auswirkungen auf die Lysinproduktivitit besaBen im Modell auch die
Deregulation der Pyruvat-Carboxylase beziiglich ihrer Inhibitoren Oxalacetat und
a-Ketoglutarat sowie die Deregulation der PEP-Carboxylase in bezug auf Aspartat, was
aus den positiven Kontrollkoeffizienten fiir die Inhibitionskonstanten K;

0AAPCx, Kiaka,pcx
bzw. Kiasp,percs geschlossen werden konnte (Tabelle 22).
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Interessanterweise wies die Aspartat-Aminotransferase einen FluBkontrollkoeffizienten von
bis zu 0,29 auf. Dieses Ergebnis bedeutete, daB8 die Umsetzung von Oxalacetat zu Aspartat,
obwohl nahe am Gleichgewicht, in vivo moglicherweise fur die Aspartatverfiigbarkeit und
damit fir die Lysinproduktion limitierend sein kénnte. Die Ergebnisse zeigen weiter, daB
die Bedeutung dieses Enzyms in C. glutamicum MH20-22B Apck 20 wegen der bereits
erhohten Aspartatkonzentration sehr viel geringer war.

Aus den berechneten differentiellen Koeffizienten der Einfliisse der Metabolitpools von
Pyruvat, a-Ketoglutarat und Glutamat auf die Lysinproduktion (Tabelle 22) lieB sich die
qualitative Aussage ableiten, dafl sowoh! die Steigerung der Konzentrationen von Pyruvat
und Glutamat (positive Koeffizienten) als auch die Senkung der o-Ketoglutarat-
Konzentration (negativer Koeffizient) in der Lage sind, die Lysinproduktion positiv zu
beeinflussen. In den Modellsimulationen wirkte sich die Steigerung der
Pyruvatkonzentration allerdings nicht direkt auf die Lysinsynthese, fiir die Pyruvat keinen
limitierenden Faktor darstellte, sondern indirekt tber eine Erhohung des Pyruvat-
Carboxylase-Flusses auf die Verfiigbarkeit von Aspartat aus. Die Senkung der o-
Ketoglutarat-Konzentration im Modell verschob zum einen das Gleichgewicht der
Aspartat-Aminotransferase-Reaktion in Richtung von Aspartat und hatte zum anderen eine
geringere Hemmung der Pyruvat-Carboxylase zur Folge. Die Konzentration von Glutamat
wirkte sich ebenfalls auf die Transaminierung von Oxalacetat zu Aspartat aus. Auf welche
Weise die Beeinflussung der Konzentrationen von Pyruvat oder a-Ketoglutarat in vivo zu
erreichen wire, lieB sich mit dem erstellten Modell wegen der empirischen Ausdriicke fiir

diese Metabolitpools allerdings nicht beantworten.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse, daB die Verfligbarkeit von Aspartat unter
kohlenstofflimitierten Bedingungen von zentraler Bedeutung fiir die Lysinproduktion ist.
Die Pyruvat-Carboxylase wurde in Ubereinstimmung mit experimentellen Befunden
(Peters-Wendisch et al., 2000; siche Tabelle 21) als das fir die Lysinproduktion wichtigste
anaplerotische Enzym identifiziert. Dariiber hinaus wurde festgestellt, daB bei der Aspartat-
Aminotransferase sowie bei den PoolgroBen von Pyruvat, a-Ketoglutarat und Glutamat ein

deutliches Potential zur Erhohung des Flusses in die Aminosduresynthesen der

Aspartatfamilie liegt.
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Tabelle 22: Differentielle Koeffizienten (Kontrollkoeffizienten) des Einflusses von
Modellparametern auf die simulierte Lysinproduktionsrate in C. glutamicum MH20-22B
und in der pck-Defektmutante C. glutamicum MH20-22B Apck 20. Bestimmt wurden die
differentiellen Koeffizienten fiir spezifische Enzymaktivititen, fur die Inhibitionskonstanten
der anaplerotischen Enzyme sowie fiir die im Modell explizit ausgedriickten (empirischen)
Konzentrationen von Pyruvat, a-Ketoglutarat und Glutamat.

Differentieller Koeffizient C7-*

Modellparameter Foremeter
C. g MH20-22B C. g MH20-22B
Apck 20
bei 4 =0,075h" beix=025h"  beiu=0,075h"
Enzymakftivitdten
PEP-Carboxylase (Vpepcymax) +0,11 +0,10 +0,07
Pyruvat-Carboxylase (v'pcxmax) +0,18 +0,34 +0,27
PEP-Carboxykinase (Vpepci,max) -0,17 -0,16 -
Pyruvat-Kinase (Vpg max) - 0,05 - 0,05 - 0,03
Asp-Aminotransferase (Vaat,max) +0,16 +0,29 + 0,04
Inhibitionskonstanten
Kiasppepcx +0,14 +0,15 +0,12
Kioxopex +0,12 +0,15 +0,21
Kioaarcx +0,06 +0,09 +0,18
Metabolitpools
Pyruvat (kpy;,1) +0,18 +0,29 +0,13
o-Ketoglutarat (k.xc,1) -0,62 - 0,59 -0,39

Glutamat +0,42 +0,34 +0,16
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4 Diskussion

BC-gestiitzte Stoffflulanalyse der anaplerotischen Reaktionen

Ziel intrazelluldrer Stofffluanalysen ist es, die Aktivititen von Stoffwechselwegen in vivo
zu bestimmen, die sich von den spezifischen Aktivititen der beteiligten Enzyme in der
Regel erheblich unterscheiden. Stofffluflanalysen sind daher eine notwendige
Voraussetzung, um gezielte Eingriffe in den Stoffwechsel biotechnologisch bedeutsamer
Organismen (metabolic design) vornehmen zu koénnen, sowie ein wichtiges Mittel zur
Erfolgskontrolle derartiger Eingriffe (Bailey, 1991; Varma & Palsson, 1994; Sahm et al.,
1995).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein neuartiges “C-gestiitztes Verfahren
entwickelt, welches es erlaubt, in einem einzigen Experiment die Stofffliisse durch parallele
anaplerotische C;-carboxylierende und C4-decarboxylierende Reaktionen aufzulésen und zu
quantifizieren, Die Strategie zur Bestimmung der carboxylierenden Fliisse besteht dabei im
gezielten Einsatz C-markierten Lactats als Cosubstrat und der daraus resultierenden
differentiellen Markierung von Pyruvat gegeniiber Phosphoenolpyruvat. Das Hauptsubstrat
Glucose besteht aus einer computeroptimierten Mischung dreier unterschiedlich markierter
Isotopomere, auf deren Basis die Quantifizierung der decarboxylierenden Flisse erfolgt.
Das computergestiitzte StofffluBanalyseverfahren kombiniert die Vorteile der Bestimmung
von C-Anreicherungen (Marx et al., 1996) und der BC-Isotopomerenanalyse (Szyperski,
1995). Die aus NMR-Messungen zur Verfligung stehende Markierungsinformation wird

somit optimal zur Quantifizierung der Stofffliisse genutzt.

Wegen der in vielen Organismen existierenden parallelen Cs-carboxylierenden bzw. Ci-
decarboxylierenden Enzymreaktionen (Kornberg, 1966), waren die anaplerotischen
Reaktionen fiir StofffluBanalysen bisher schwer zugénglich. Bisherige C- oder “C-
gestiitzte StofffluBanalysen, bei denen C;s-carboxylierende und C;-decarboxylierende Fliisse
innerhalb der Anaplerosis in vivo bestimmt wurden, wurden entweder an Organismen

durchgefiihrt, die nur einen moglichen Stoffflufi je Richtung aufwiesen (z.B. Raugi et al.,
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1975; Malloy ef al., 1988; Des Rosiers et al, 1994), waren auf Annahmen uber
unterschiedliche Kompartimentierung von Parallelreaktionen angewiesen, um diese
aufzuldsen (z.B. Rabkin & Blum, 1985; Baranyai & Blum, 1989; Dieuaide-Noubhani et al.,
1995), oder faBten parallele Reaktionen zusammen (z.B. Sonntag ef al., 1995; Marx et al.,
1996; Jucker et al., 1998). Park et al. (1997) schitzten die Anteile der von PEP bzw.
Pyruvat ausgehenden carboxylierenden Stofffliisse in Corynebacterium glutamicum auf der
Basis von Deletionsmutanten ab; dieses Vorgehen représentierte jedoch nicht die Situation
im Ausgangsstamm, da der Organismus auf St6rungen der FluBverteilung sehr flexibel
reagieren kann (Marx et al., 1997 und 1999). Erstmals gelang es Sauer et al. (1997),
mittels C-Isotopomerenanalyse die in vivo Aktivitit der PEP-Carboxykinase von Bacillus
subtilis auf £30% abzuschitzen und gleichzeitig eine Obergrenze fiir die in vivo Aktivitit
des Malat-Enzyms zu ermitteln.

Die StofffluBanalysen der vorliegenden Arbeit stellen somit die ersten in vivo
Aktivititsstudien dar, in denen sowohl parallele Cs-carboxylierende als auch parallele Cq-
decarboxylierende Stoffliisse in einem Mikroorganismus, Corynebacterium glutamicum,
quantifiziert wurden. Dabei wurde mit dem neuentwickelten *C-Markierungsverfahren eine

fiir intrazelluldre StofffluBanalysen hohe Genauigkeit von ca. £10% des jeweils stirksten
anaplerotischen Flusses erreicht.

Bedeutung zweier Enzyme fiir die Synthese von Oxalacetat

Mit der Pyruvat-Carboxylase und der PEP-Carboxylase besitzt C. glutamicum zwei
redundante anaplerotische Enzyme fir das Wachstum auf Glucose (Peters-Wendisch,
1996). Die Existenz zweier Cs-carboxylierender Enzyme wurde auch fiir Azotobacter
vinelandii und Arten von Pseudomonas beschrieben (Scrutton & Taylor, 1974; Milrad de
Forchetti & Cazzulo, 1976; O'Brien et al., 1977), wohingegen Bacillus subtilis nur die
Pyruvat-Carboxylase (Diesterhaft & Freese, 1973) und Escherichia coli nur die PEP-
Carbdxylase (Chao & Liao, 1993) besitzt.

Die StofffluBanalysen der vorliegenden Arbeit zeigten einerseits, daB in C. glutamicum
vorrangig die Pyruvat-Carboxylase in vivo aktiv ist, andererseits aber auch, daf} die PEP-
Carboxylase flexibler auf die Storungen des Stoffwechsels reagierte, die durch
Aktivitdtserh6hung bzw. Ausschalten der PEP-Carboxykinase verursacht wurden. Das
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Vorhandensein beider Enzyme erhoht daher offenbar die Flexibilitit des Organismus unter
verschiedenen Umweltbedingungen.

Der in diesem Zusammenhang wichtigste Punkt ist wegen der Biotin-Auxotrophie von C.
glutamicum (Kinoshita et al., 1957) wahrscheinlich die Biotinabhingigkeit der Pyuvat-
Carboxylése (Scrutton & Young, 1972). Peters-Wendisch e al. (1997) zeigten, daf3 ein
PEP-Carboxylase-negativer C. glutamicum-Stamm bei Wachstum auf Glucose einen
gegeniiber dem Wildtyp erhohten Biotinbedarf aufweist. Bei Biotin-Uberschul dagegen
zeigten PEP-Carboxylase-negative Mutanten von C. glutamicum keine signifikanten
Unterschiede in Wachstum und Aminoséureproduktion im Vergleich zu den jeweiligen
Ausgangsstimmen (Peters-Wendisch ez al, 1993). Dies bedeutet, daB die Pyruvat-
Carboxylase allein in der Lage ist, den Bedarf an Oxalacetat zu decken, allerdings nur bei
ausreichender Biotin-Verfligbarkeit.

Interessanterweise unterscheiden sich die beiden Carboxylasen deutlich in ihrer Regulation.
Im Gegensatz zur PEP-Carboxylase benotigt die Pyruvat-Carboxylase ATP als Cofaktor
und wird von AMP und ADP gehemmt (Peters-Wendisch et al., 1997). Die Aufteilung des
anaplerotischen Flusses auf die beiden Enzyme héngt somit offenbar von der Energieladung
ab. Des weiteren wird die PEP-Carboxylase durch Acetyl-Coenzym A aktiviert, die
Pyruvat-Carboxylase dagegen inhibiert (K; 110 pM; Peters-Wendisch, 1996). Die Funktion
dieser gegenliufigen Regulation ist bislang noch unklar. Fur das Wachstum auf Glucose
scheint der EinfluB von Acetyl-Coenzym A auf die Pyruvat-Carboxylase wegen dessen
geringer Konzentration auf diesem Substrat (ca. 20 pM; Spies, 1996) allerdings von
untergeordneter Bedeutung zu sein (Peters-Wendisch, 1996). Letztlich unterscheidet sich
auch die Hemmung der PEP-Carboxylase durch Aspartat (Ozaki & Shiio, 1969) von der
Hemmung der Pyruvat-Carboxylase durch Oxalacetat (s.u.). Zwar sind wegen des
weitgehenden Gleichgewichts zwischen Oxalacetat und Aspartat deren Einfliisse auf die
anaplerotischen Enzyme gleichgerichtet, diese konnen jedoch je nach Lage des
Gleichgewichts unterschiedlich stark ausgepragt sein. So scheint die Aspartat-Hemmung
der PEP-Carboxylase dafiir verantwortlich zu sein, daB der Ausfall der Pyruvat-
Carboxylase zwar kaum das Wachstum, aber in erheblichem MaBe die Lysinproduktion

beeintrichtigt (P. Peters-Wendisch, pers. Mitteilung 2000; Peters-Wendisch et al., 2000).



102 Diskussion

Zusammenfassend betrachtet besitzt die PEP-Carboxylase die Vorteile, sowohl von ATP
als auch von Biotin unabhingig zu sein, wihrend ein Vorteil der von der Pyruvat-
Carboxylase katalysierten Reaktion gegeniiber der Reaktion der PEP-Carboxylase darin
besteht, daB ein hoherer Anteil des Phosphoenolpyruvats fiir die Phosphotransferase-
systeme und damit fiir den Substrattransport zur Verfligung steht. Die unterschiedliche
Regulation der beiden carboxylierenden Enzyme konnte demnach die Funktion haben, je
nach Biotinverfugbarkeit, Energieladung und Bedarf an Oxalacetat die bestmdgliche

Kombination dieser Vorteile zu erzielen.

Funktion des Riickflusses von Oxalacetat iiber die PEP-Carboxykinase

Die vorliegende Arbeit zeigt, daB der mit der in vivo Aktivitit der PEP-Carboxykinase
verbundene Energiebedarf in C. glutamicum einen erheblichen Teil (ca. 25%) des
Erhaltungskoeffizienten ausmacht. Diese Situation in C. glutamicum steht in krassem
Gegensatz zu anderen Bakterien wie z.B. Escherichia coli, in denen strikte
Kontrollmechanismen enzymatische Zyklen unterbinden (Chambost & Fraenkel, 1980;
Daldal & Fraenkel, 1983; Chao & Liao, 1994). Es stellt sich fiir C. glutamicum damit die
Frage nach einer physiologischen Funktion der PEP-Carboxykinase-Aktivitit bei Wachstum
auf nicht-gluconeogenetischen Substraten.

Bereits im Zusammenhang mit den StofffluBanalysen bei verschiedenen Wachstumsraten
fiel auf, daB C. glutamicum sich an den etwa dreifachen Unterschied im Oxalacetatbedarf,
der zwischen den Wachstumsraten von 0,075 h™ und 0,25 h™' bestand, mit relativ geringen
Anderungen der Fliisse tiber Pyruvat-Carboxylase und PEP-Carboxykinase von ca. 40%
anpaBte (Abbildungen 12 und 13). Weiterhin ergab die Modellierung im Rahmen der
vorliegenden Arbeit, daB die in vivo Aktivititen von Pyruvat-Carboxylase und PEP-
Carboxykinase in entgegengesetzter Weise von der Oxalacetatkonzentration abhingen
(Abbildungen 22 und 23). Und schlieBlich war die geschiitzte Oxalacetatkonzentration bei
p = 0,25 h! auch nur um 40% gegeniiber 0,075 b verringert (Tabelle 16). Aus diesen
Ergebnissen 1aBt sich daher eine Hypothese ableiten, nach der entgegengerichteten
Aktivitaten der beiden Enzyme der weitgehenden Konstanthaltung des Oxalacetatpools
unabhingig vom Oxalacetatbedarf dienen konnten. Augenfillig deutlich wird diese

mogliche regulative Bedeutung der PEP-Carboxykinase beim Vergleich der berechneten
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Zusammenhinge zwischen Oxalacetatkonzentration und Wachstumsrate mit und ohne PEP-
Carboxykinase-Aktivitit (Abbildung 26). Obgleich insgesamt erhoht, zeigt der
Oxalacetatpool im PEP-Carboxykinase-negativen Stamm eine starke Abhéingigkeit von der
Wachstumsrate, d.h. vom Oxalacetatbedarf. Im PEP-Carboxykinase-positiven Stamm ist
die Konzentration dieses Metaboliten dagegen nahezu konstant. Die physiologische
Bedeutung eines konstanten Oxalacetatpools mag darin liegen, dafl dieser bei der
Regulation weiterer zentraler Metabolitpools, wie z.B. Pyruvat oder a-Ketoglutarat, eine
Rolle spielt (Abbildung 25). AuBerdem beeinfluit die Oxalacetatkonzentration direkt das
Redoxpotential der Malat-Chinon-Oxidoreduktase (Molenaar ef al, 1998), sie kénnte

daher auch eine Funktion in der Reguiation der Atmungskette haben.
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Abbildung 26: Mit dem in der vorliegenden Arbeit entwickelten Regulationsmodell
berechnete intrazellulire Oxalacetatkonzentrationen in Abhingigkeit von der
Wachstumsrate beim Ausgangsstamm C. glutamicum MH20-22B und der pck-

Deletionsmutante.
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Eine weitere Bedeutung der PEP-Carboxykinase-Aktivitiat konnte fur C. glutamicum darin
bestehen, aus einer Situation der Limitierung heraus moglichst schnell auf die plotzliche
Verfugbarkeit eines Substrats reagieren zu konnen, dessen Aufnahme von einem PEP-
gekoppelten Phosphotransferasesystem abhingig ist. Von E. coli ist bekannt, daB ein
Glucosepuls nach Kohlenstofflimitierung den Phosphoenolpyruvatpool in weniger als einer
Sekunde auf Konzentrationen nahe null zuriickgehen 14B8t, wihrend die katabole
Neubildung von PEP erst nach ca. zehn Sekunden erfolgt (Schaefer et al., 1999). In C.
glutamicum dagegen konnte PEP aus Pyruvat iiber die Pyruvat-Carboxylase und die PEP-
Carboxykinase erheblich schneller regeneriert werden. Ob dieser mogliche Vorteil fiirr den
Organismus tatsichlich eine Rolle spielt, lieBe sich in Kompetitionsexperimenten zeigen, bei
denen der C. glutamicum-Wildstamm und eine PEP-Carboxykinase-Deletionsmutante
zusammen in glucose-gepulster Kultur untersucht wiirden.

Mehrfach wurde vorgeschlagen, daB futile cycles wie auch sonstige Entkopplungsvorginge
tatsichlich dazu dienen, Energie zu verbrauchen (Neijssel & Tempest, 1976; Rognstad,
1996; Teixeira de Mattos & Neijssel, 1997). Neijssel & Teixeira de Mattos (1994)
argumentierten, daB die starren Stochiometrien, die ohne Entkopplungsmechanismen im
Stoffwechsel bestiinden, es einem Organismus nicht erlaubten, flexibel genug auf seine
Umwelt zu reagieren. Nach Bond & Russel (1998) tréigt ein erhohter Energieumsatz dazu
bei, eine hohe Energieladung aufrechtzuerhalten; diese sei wichtiger als die aus
thermodynamischer Sicht optimale Ausnutzung der Energiequelle. Dabei stellen eine hohe
Energieladung und eine Limitierung der Kohlenstoffquelle nicht notwendigerweise einen
Widerspruch dar. Neijssel & Tempest (1976) schlossen aus dem Vergleich glucose- und
gluconatlimitierter Kulturen von Klebsiella aerogenes, daB Glucoselimitierung im
wesentlichen Kohlenstofflimitierung, nicht jedoch Energielimitierung bedeute. Darauf, daB
dies auch fiir Corynebacterium glutamicum gelten konnte, deutet die Tatsache hin, daB sich
der Erhaltungskoeffizient von C. glutamicum in kohlenstofflimitierter Kultur nicht von dem
bei Leucinlimitierung unterscheidet (Abbildung 18). Alleine die bei der sehr niedrigen
Wachstumsrate von 0,025 h™ gefundenen Abweichungen im Erhaltungstoffwechsel und bei

einigen Enzymaktivititen lieBen sich dann mit einer Umstellung des Stoffiwechsels infolge
einer wirklichen Energielimitierung in Verbindung bringen,
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Malat-Enzym und Oxalacetat-Decarboxylase

In keinem der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Stamme von C. glutamicum konnte
eine signifikanter FluB von Oxalacetat nach Pyruvat und damit eine in vivo Aktivitit des
Malat-Enzyms bzw. der Oxalacetat-Decarboxylase festgestellt werden. Da sich die beiden
Enzyme jedoch im Rohextrakt nachweisen lieBen (Tabellen 10 und 13), stellt sich die Frage
nach ihrer Regulation.

Das Malat-Enzym von C. glutamicum spielt als NADPH-regenerierendes Enzym bei
Wachstum auf Lactat oder Fructose eine Rolle, da diese Substrate nicht oder nur zu einem
kleinen Teil iiber den oxidativen Pentosephosphatweg metabolisiert werden (Cocaign-
Bousquet & Lindley, 1995; Dominguez ef al., 1998; Gourdon ef al., 2000). Die spezifische
Aktivitit des Malat-Enzyms ist von der Kohlenstoffquelle abhéngig (Gourdon ef al., 2000).

Der Grund dafiir, daB auch die in der vorliegenden Arbeit gemessene geringe Enzymmenge
von ca. 25 mU/mg Protein keinen nennenswerten FluB katalysiert, ist offensichtlich die
geringe Grofe des Malatpools bei Kohlenstofflimitierung, die mit weniger als 0,2 mM (A.
de Graaf, pers. Mitteilung 2000) deutlich unterhalb des K,-Wertes des Enzyms fur Malat
(3,8 mM; Gourdon et al., 2000) liegt. In batch-Kulturen von C. glutamicum liegt die
intrazellulire Malatkonzentration dagegen in der GroSenordnung von 4 mM (A. de Graaf,

pers. Mitteilung 2000), so daB das Malat-Enzym hier durchaus in vivo aktiv sein konnte.

Die Tatsache, daB der NADPH-Bedarf des Stoffwechsels bei Wachstum auf Glucose

zumindest rechnerisch bereits durch den oxidativen Pentosephosphatweg und durch die

Isocitrat-Dehydrogenase gedeckt wird (Moritz, 2000), weist auf eine weitere Regulation

des Malat-Enzyms auf Aktivititsebene hin.

Anders als beim Malat-Enzym wurden bei der Oxalacetat-Decarboxylase hohe spezifische

Aktivititen von ca. 300 mU/mg Protein bestimmt. Jedoch ist die Affinitit dieses Enzyms

fiir Oxalacetat mit einem K,~Wert von 2,1 mM (Jetten & Sinskey, 1995) so gering, daB bei

einer angenommenen Oxalacetatkonzentration von 30 uM in vivo eine Aktivitit von gerade

4 mU/mg Protein bzw. 0,12 mmol g b erreicht wiirde; dies entspricht in etwa der

Genauigkeit der StofffluBanalysen. 7udem wird das Enzym nicht unerheblich von ADP

(X; 1,2 mM), GDP (X; 1,8 mM) und Succinat (K; 2,8 mM) gehemmt (Jetten & Sinskey,

1995). Die Inaktivitit des Enzyms bei Wachstum auf Glucose ist somit ausreichend
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erklirbar. Moglicherweise spielt die Oxalacetat-Decarboxylase eine Rolle bei der
Metabolisierung von Cs-Substraten, und auch eine Funktion des Enzyms im Zusammen-
hang mit dem Acetat-Stoffwechsel wurde bereits vermutet (Vallino, 1991; Jetten &
Sinskey, 1995).

Einflufl von Kohlendioxid auf Anaplerosis und Lysinsynthese

Bushell & Bull (1981) konnten durch Steigerung der Hydrogencarbonatkonzentration von
0,7 auf 2,8 mM die Biomassesynthese in Chemostatkulturen von Aspergillus nidulans um
22% verbessern, und stellten damit fest, daB8 die CO,- bzw. HCOs-Konzentration einen
EinfluB auf die Biosyntheseleistung des Stoffwechsels, moglicherweise mit Wirkung tiber
die anaplerotischen Reaktionen, haben kann.

Mit den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals auch fiir
Corynebacterium glutamicum ein EinfluB der CO,-Konzentration auf die in vivo
Aktivititen der Cs-carboxylierenden Enzyme gezeigt (Tabelle 8), allerdings blieb die
Aktivitaitszunahme bei Erhohung des CO,-Partialdrucks auf die PEP-Carboxylase
beschrinkt. DafB der FluB iiber die Pyruvat-Carboxylase dagegen sogar abnahm, deutete auf
eine eher indirgkte Wirkung des Kohlendioxids hin. Interessanterweise hatte der erhohte
COy-Partialdruck als weiteren Effekt eine verminderte Lysinsynthese iiber den Succinylase-
weg zur Folge. Dieser Weg unterscheidet sich von dem parallelen Dehydrogenaseweg in
der Beteiligung von Succinyl-Coenzym A und in einer von Glutamat ausgehenden
Transaminierung (Eggeling, 1994). Eine Erklirung des CO,-Effekts auf die Lysinsynthese
konnte daher in einer Produkthemmung des o-Ketoglutarat-Dehydrogenasekomplexes
durch CO, liegen, die zu einer verringerten Konzentration von Succinyl-Coenzym A
und/oder zu einem erhohten a-Ketoglutaratpool fiihrt. Dieser wiederum wiirde das
Gleichgewicht des Transaminierungsschrittes im Succinylaseweg negativ beeinflussen.
Schlielich wére eine hohere Konzentration des Inhibitors a-Ketoglutarat auch die
Erklarung fur die geringere Aktivitit der Pyruvat-Carboxylase.

Insgesamt wird deutlich, dal die Kohlendioxidkonzentration einen wichtigen Parameter im
Stoffwechsel von C. glutamicum mit groBem EinfluB auf die Aminosdureproduktion
darstellt. Diese Erkenntnis diirfte nicht nur fiir das metabolic design, sondern vor allem fir

die verfahrenstechnische Auslegung der Produktionsprozesse von Nutzen sein.
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Ist C. glutamicum MH20-22B in der Anaplerosis verindert?

Der Stamm C. glutamicum MH20-22B wurde durch ungerichtete Mutagenese aus dem C.
glutamicum Wildtyp ATCC 13032 erzeugt und weist neben den bekannten Veridnderungen,
u.a. in Lysinbiosynthese und Lysinexport, noch eine Anzahl nicht identifizierter Mutationen
auf (Schrumpf et al., 1992). Ob anaplerotische Reaktionen von der Mutagenese betroffen
sind, war bisher nicht bekannt. Lediglich fiir die PEP-Carboxylase, die in beiden Stdémmen
die gleiche spezifische Aktivitit und das gleiche Regulationsverhalten zeigte, konnte dies
ausgeschlossen werden (Schrumpf ez al., 1992).

Interessanterweise ergab der Vergleich des Stamms MH20-22B mit dem Wildtyp in der
vorliegenden Arbeit fiir kein anaplerotisches Enzym mit Ausnahme der PEP-Carboxylase
einen signifikanten Unterschied in der in vivo Aktivitit. Der in C. glutamicum MH20-22B
gegeniiber dem Wildtyp etwa dreifach erhohte FluB tber die PEP-Carboxylase war
offensichtlich eine Folge der durch die Lysinproduktion veranderten Stoffwechselsituation.
Dariiber hinaus waren die beim Wildtyp ermittelten gesamten Cs-carboxylierenden und Cy-
decarboxylierenden Fliisse (1,28 = 0,14 bzw. 0,99 + 0,13 mmol g™ h™) praktisch gleich dem
Ergebnis der StofffluBanalyse, die Marx (1997) mit dem kein Lysin iiberproduzierenden,
aber sonst mit C. glutamicum MH20-22B identischen Stamm C. glutamicum LE4
durchgefiihrt hatte (1,17 % 0,16 bzw. 0,88 + 0,15 mmol gthh.

Insgesamt ergaben sich somit keine Hinweise auf eine genetisch bedingte Veranderung der

anaplerotischen Funktion in C. glutamicum MH20-22B gegeniiber dem Wildtyp.

Identifikation von Inhibitoren der Pyruvat-Carboxylase ir vivo

Die meisten Pyruvat-Carboxylasen werden durch mindestens einen der Metabolite L-
Aspartat, a-Ketoglutarat oder Oxalacetat gehemmt. (Cazzulo et al., 1970; Scrutton &
Young, 1972; Osmani et al., 1981; Modak & Kelly, 1995; Pronk et al., 1996). Es lag daher
nahe, einen EinfluB dieser Metabolite auch fiir die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum
anzunehmen, fur die wegen ihrer Labilitét bislang kein in vitro Testsystem existiert.

Nachdem sich die potentiellen Einfliisse ebenfalls nicht an permeabilisierten Zellen von C.

glutamicum untersuchen lieBen (Peters-Wendisch, 1996), konnten im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit anhand der Korrelation von in vivo-Daten Oxalacetat und o-
Ketoglutarat als wahrscheinliche Inhibitoren identifiziert werden, wihrend L-Aspartat
zumindest keinen starken Inhibitor darstellt (Abbildung 22). Dieses Ergebnis stimmt mit
den Untersuchungen von Peters-Wendisch (1996) uberein, die einen Einflul von L-
Aspartat auf die Pyruvat-Carboxylase zumindest bis Konzentrationen von 300 uM
ausschlieBen konnte. Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum ssp. lactofermentum
wird ebenfalls nicht durch Aspartat inhibiert (Tosaka et al., 1979).

Die in vivo gewonnenen Stoffwechseldaten erlaubten zwar keine Riickschliisse auf den
genauen Hemmtyp von Oxalacetat und o-Ketoglutarat, jedoch lieBen sich die
GTﬁBenordnungén der Inhibitionskonstanten fiir Oxalacetat auf 30-100 pM und fir o-
Ketoglutarat auf ca. 1 mM abschitzen. Die Literatur enthélt nur wenige Vergleichswerte
anderer mikrobieller Pyruvat-Carboxylasen. Die Inhibitionskonstante der Pyruvat-
Carboxylase von Saccharomyces cerevisiae fir Oxalacetat wird von Pronk ez al. (1996)
mit 220 pM angegeben. Der K-Wert des Enzyms von Aspergillus nidulans fir o-
Ketoglutarat wurde von Osmani ef al. (1984) mit 6,0 mM bestimmt. Modak & Kelly
(1985) fanden fur die Pyruvat-Carboxylase von Rhodobacter capsulatus eine Hemmung
von 60% durch 5 mM a-Ketoglutarat, was einem K-Wert von ca. 3-4 mM entspricht. Die
niedrigeren Inhibitionskonstanten des Enzyms von C. glutamicum deuten demnach auf eine

vergleichsweise starke Regulation durch Oxalacetat und a~-Ketoglutarat hin.

Regulationsmodell der anaplerotischen Reaktionen in C. glutamicum und

Ansiitze fiir das weitere Metabolic Design von C. glutamicum

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung anaplerotischer Stofffliisse mit
Messungen intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen sowie spezifischer Enzymaktivititen
kombiniert. Die StoffffuBanalysen wurden somit zu Stoffwechselanalysen erweitert.

Die Zusammenhénge zwischen diesen experimentellen Daten wurden auf der Grundlage der
groftenteils bereits bekannten kinetischen Eigenschaften der anaplerotischen Enzyme von
C. glutamicum in einem einheitlichen mathematischen Modell zusammengefaBt. Dieses
stellt in bezug auf die Regulation der anaplerotischen Enzyme ein makrokinetisches Modell
dar, wéhrend die Gber das Verstindnis der Anaplerosis hinausgehenden Zusammenhénge

empirisch beschrieben werden. Das Modell ist nicht nur in der Lage, die in der vorliegenden
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Arbeit ermittelten Stofffliisse und Metabolitkonzentrationen quantitativ wiederzugeben,
sondern reproduziert auch die in der Literatur beschriebenen Effekte genetischer
Modifikationen auf die Lysinproduktion (Cremer ef al., 1991; Peters-Wendisch ef al., 1993
und 2000; Riedel et al., 2000) in korrekter Weise. Es kann daher davon ausgegangen
werden, das die mathematische Modellierung der vorliegenden Arbeit die in vivo

wesentlichen Regulationsmechanismen zutreffend beschreibt.

Mit diesem Modell wurden erstmals die anaplerotischen Reaktionen von C. glutamicum
und deren Regulationsmechanismen nach Gesichtspunkten der Metabolic Control Analysis
(MCA; Kacser & Burns, 1973; Heinrich & Rapoport, 1974) bewertet. Die Anwendung
dieser an sich leistungsfihigen Theorie auf die Anaplerosis von C. glutamicum konnte im
direkten Experiment bisher nicht stattfinden, da die bendtigten differentiellen Anderungen
von Enzymaktivitaten bzw. kinetischen Parametern in vivo im allgemeinen nicht realisierbar
sind (Fell, 1992).

Das mittels MCA analysierte Regulationsnetzwerk ist in Abbildung 27 schematisch
zusammengefaBt. Neben den anaplerotischen Enzymen selbst und der Pyruvat-Kinase
wurde auch die L-Aspartat-Aminotransferase beriicksichtigt. Dies war notwendig, da
Aspartat sowie das an der Transaminierungsreaktion beteiligte a-Ketoglutarat wichtige
Effektoren der PEP- bzw. Pyruvat-Carboxylase sind. Im Rahmen der Modellierung konnte
die Rate der Lysinsynthese auf die Verfigbarkeit von Aspartat zuriickgefithrt werden, was
im Einklang mit experimentellen Befunden steht (Menkel ef al., 1989; Schrumpf, 1991).
Die Analyse bewertete bereits existierende Vorschlige und ergab dariiber hinaus eine Reihe
neuer Ansitze fir das metabolic design von C. glutamicum, die iiber die bereits bekannten

Effekte der Deletion bzw. Uberexpression der anaplerotischen Enzyme hinausgehen

(Tabelle 23). Diese werden im Folgenden diskutiert.

Deregulation der Pyruvat-Carboxylase. Mit der Identifikation von Oxalacetat und

a-Ketoglutarat als Inhibitoren der Pyruvat-Carboxylase in der vorliegenden Arbeit ist eine

fur die gezielte Deregulation dieses Enzyms gegeben. Laut MCA solite die
Carboxylase beziiglich o-Ketoglutarat dabei einen stéirker

Voraussetzung

Deregulation der Pyruvat-
positiven Effekt auf die Lysinproduktion haben als die Deregulation in bezug auf Oxalacetat

(Tabelle 23).
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Abbildung 27: Regulation der anaplerotischen Reaktionen in C. glutamicum bei
Wachstum auf Glucose. Das Schema beinhaltet die in kohlenstofflimitierter Kultur
wesentlichen Mechanismen. © Inhibitoren. @ Aktivatoren. Die Einfliisse der in Klammern
dargestellten Metabolite sowie samtlicher nicht dargestellter Effektoren wurden fiir das

mathematische Modell der vorliegenden Arbeit als konstant angenommen.
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Tabelle 23: Mogliche Ansiitze des metabolic design von C. glutamicum im Hinblick auf
die Lysinproduktion sowie deren Bewertung mittels Metabolic Control Analysis. Die
angegebenen differentiellen Koeffizienten wurden als Mittelwerte fir C. glutamicum
MH20-22B den Ergebnissen in Tabelle 22 entnommen.

Ansatz des metabolic design Differentieller
EinfluB auf die Lysin-
produktion laut MCA

Deregulation der Pyruvat-Carboxylase bzgl. Oxalacetat 0,08

Deregulation der Pyruvat-Carboxylase bzgl. o-Ketoglutarat 0,14

Deregulation der PEP-Carboxylase bzgl. L-Aspartat 0,15

Erhéhung der spezifischen Aktivitit der L-Aspartat-Aminotransferase 0,23

Erhohung der intrazelluldren Konzentration von Pyruvat 0,24

Senkung der intrazelluliren Konzentration von o-Ketoglutarat 0,61

Erhohung der intrazelluliren Konzentration von L-Glutamat 0,38

Deregulation der PEP-Carboxylase. Die PEP-Carboxylase von C. glutamicum wird
durch Aspartat inhibiert (Ozaki & Shiio, 1969; Abbildung 27). Deregulation dieses Enzyms
beziiglich Aspartat wurde bereits von Stephanopoulos & Vallino (1991) als Mittel zur
Verbesserung der Lysinproduktion vorgeschlagen, damals allerdings noch unter der
Annahme, daB die PEP-Carboxylase das einzige Cs-carboxylierende Enzym in C.
glutamicum wire. Die Steigerung der Lysinsynthese um 50% in C. glutamicum ssp.
Sflavum, die von Yokota & Shiio (1988) mit einer beziiglich Aspartat deregulierten PEP-
Carboxylase in Verbindung gebracht wird, stellt allerdings kein eindeutiges Ergebnis dar, da
der entsprechende, durch klassische Mutagenese erzeugte Stamm ebenfalls eine
verminderte Aktivitit der Citrat-Synthase aufwies. Der Analyse der vorliegenden Arbeit
zufolge lieBe sich mit der Deregulation der PEP-Carboxylase in bezug auf Aspartat ein
shnlich starker Effekt erzielen wie mit der Deregulation der Pyruvat-Carboxylase beziiglich

a-Ketoglutarat (Tabelle 23).
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Einflufl der spezifischen Aktivitiit der Pyruvat-Kinase. Beziiglich des Einflusses der
Pyruvat-Kinase-Aktivitit auf die Lysinbildung enthélt die Literatur widerspriichliche
Angaben. Shiio et al. (1987) erzielten durch Ausschalten dieses Enzyms in C. glutamicum
ssp. flavum eine bis zu 37%ige Verbesserung der Lysinproduktion. Dagegen fanden Gubler
et al. (1994) bei Pyruvat-Kinase-negativen Mutanten von C. glutamicum ssp.
lactofermentum eine Reduktion der Lysinbildung um 40%. Wihrend die Modellanalyse der
vorliegenden Arbeit fiir die Pyruvat-Kinase einen Kontrollkoeffizenten nahe null (Tabelle
22) ergibt und damit keine der beiden Moglichkeiten favorisiert, bleibt durchaus nicht

ausgeschlossen, daB sich die beschriebenen Unterschiede auf die verwendeten Unterarten

von C. glutamicum zuriickfiihren lassen.

Erhéhung der intrazelluliiren Pyruvatkonzentration. Nach den Ergebnissen der MCA
hat die GroBBe des Pyruvatpools iiber die in vivo Aktivitit der Pyruvat-Carboxylase einen
grofBien EinfluB} auf die Lysinproduktion (Tabelle 23).

Ein uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist in diesem Zusammenhang die
auffillige lineare Korrelation zwischen den Konzentrationen von Pyruvat und Oxalacetat
(Abbildung 25A). Erkliren lieBe sich dies mit einer Hemmung des Pyruvat-
Dehydrogenasekomplexes durch Oxalacetat. Cocaign-Bousquet & Lindley (1995) stellten
fest, daB die Pyrvat-Dehydrogenase von C, glutamicum stets auf einen konstanten Grad der
Pyruvatsittigung hin reguliert wird. Dies ist jedoch nicht gleichbedeutend mit einer
konstanten Pyruvatkonzentration; stattdessen miiite nach Segel (1975) bei Anwesenheit

eines angenommenen kompetitiven Inhibitors Oxalacetat gelten:

1
[Pyr] * ——m]—- = const, (61)
14—
KiOAA,PDH
bzw.
[Pyr] = const. (1+MJ (62)
iOAA,PDH

Dies entspricht exakt dem linearen Zusammenhang nach Gleichung (58). Die Inhibitions-
konstante der Pyruvat-Dehydrogenase beziiglich Oxalacetat (Kioaappy) Wire somit gleich

dem Modellparameter Apy;, von 34 uM. Dieser Wert stimmt zudem bemerkenswert gut mit
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dem K-Wert der Pyruvat-Dehydrogenase von Escherichia coli in bezug auf das
Oxalacetat-Analogon Brompyruvat iiberein (28 pM; Bisswanger, 1981).

Die SchluBfolgerung, daB die Aktivitit der Pyruvat-Dehydrogenase iiber die
Pyruvatkonzentration die Lysinproduktion beeinflut, wird durch ein experimentelles
Ergebnis von Vallino (1991) gestiitzt, der bei einem C. glutamicum-Stamm mit
abgeschwichter Pyruvat-Dehydrogenase-Aktivitit eine Verbesserung der Lysinausbeute
um 30% feststellte. Die Einstellung der intrazelluliren Pyruvatkonzentration iiber die
kinetischen Eigenschafien der Pyruvat-Dehydrogenase stellt daher ebenfalls einen

vielsprechenden Ansatz des metabolic design dar.

Erhohung der spezifischen Aktivitiit der L-Aspartat-Aminotransferase. Die Aspartat-
Aminotransferase gehort wie auch die Pyruvat-Kinase und die Pyruvat-Dehydrogenase
zwar nicht zur Anaplerosis selbst, ist aber in ihrer Funktion eng mit den anaplerotischen
Reaktionen verkniipft (Abbildung 27). Die vorliegende Arbeit zeigt (Tabelle 23), daf} die
spezifische Aktivitat dieses Enzyms einen moglicherweise nicht zu vernachldssigen Einfluf3
auf die Aspartatverfiigbarkeit hat, da sich der Reaktionsquotient der Transaminierungs-
reaktion, entsprechend den geschatzten Oxalacetatkonzentrationen, noch ca. 50% vom
Gleichgewicht entfernt befindet (Tabelle 16). Eine genaue Beurteilung des Einflusses der
Aspartat-Aminotransferase wird indes erst nach einer vollstandigen Charakterisierung des
Enzyms von C. glutamicum moglich sein, da die vorliegende Arbeit anstelle der nicht
bekannten K,-Werte der Aspartat-Aminotransferase von C. glutamicum fir Aspartat und
a-Ketoglutarat ersatzweise die Parameter des Enzyms von Escherichia coli verwendet. Die
Bedeutung dieser Werte zeigt beispielsweise eine Abschatzung mit den deutlich von E. coli
verschiedenen K,-Werten aus Saccharomyces cerevisiae (0,11 mM fiir Aspartat, 0,16 mM
fir o-Ketoglutarat, Yagi et al, 1982). Mit diesen ergibt sich ein Abstand des

Reaktionsquotienten vom Gleichgewicht von nur noch 25% (Daten nicht gezeigt).

Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen Oxalacetat und L-Aspartat. Eine neuartige

Stragetie zur Erhohung der Aspartatverfiigbarkeit und damit zur Verbesserung der

Lysinproduktion stellte es dar, nicht nur die Annaherung der Transaminierungsreaktion an

ein gegebenes Gleichgewicht zu verbessern, sondern das Gleichgewicht insgesamt

zugunsten von Aspartat zu verschieben. Die MCA ergab, daB dies iiber eine Erhohung der
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Glutamatkonzentration oder eine Senkung der o-Ketoglutaratkonzentration erfolgen kann
(Tabelle 23). Von der intrazelluliren Glutamatkonzentration ist bekannt, daB sie mit der
Art und Verfiigbarkeit der Stickstoffquelle zusammenhéngt. (Schrumpf, 1991; Tesch,
1998). Die intrazellulire Konzentration von a-Ketoglutarat korreliert, dhnlich wie die von
Pyruvat, mit der Oxalacetatkonzentration (Abbildung 25B), was zum Teil in der Hemmung
des a-Ketoglutarat-Dehydrogenasekomplexes von C. glutamicum durch Oxalacetat (Shiio
& Ujigawa-Takeda, 1980) begriindet liegen konnte. Der o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-
komplex kommt daher auch als Gegenstand des metabolic design in Frage.

Allerdings kann die Oxalacetat-Hemmung der o-Ketoglutarat-Dehydrogenase die
beobachtete Korrelation der Oxalacetat- und a-Ketoglutarat-Konzentrationen (Abbildung
25B) nur unvollstindig erkliren, da der Zusammenhang keinem bekannten Inhibitionstyp
entspricht. Vielmehr spricht die Tatsache, daB a-Ketoglutarat zusammen mit Glutamat an
vielen Transaminierungsreaktionen beteiligt ist (Tesch, 1998), dafiir, daB die GroBe des a-
Ketoglutaratpools stark mit dem Stickstoff-Stoffwechsel zusammenhiingt. Darauf deuten
auch experimentelle Befunde hin. So bewirkt die Uberexpression des Gens fiir die
Glutamat-Dehydrogenase in C. glutamicum MH20-22B eine Steigerung der Lysinausbeute
um iiber 50% sowie eine in vivo stark verringerte Cs-Decarboxylierungsrate (Marx, 1997,
Werte (3) in Abbildung 2). Neueste Untersuchungen zeigen, daB dieser Stamm zwar einen
unverdnderten Glutamatpool, jedoch eine erheblich verringerte intrazellulire o~
Ketoglutaratkonzentration sowie eine héhere Aspartatkonzentration aufweist, die fir die
verbesserte Lysinproduktion ursichlich zu sein scheint (C. Mack, pers. Mitteilung 2000).
Die geringere Rate der C,-Decarboxylierung deutet zudem darauf hin, dal3 mit der

Verschiebung des Transaminierungsgleichgewichts nicht nur die Aspartatkonzentration
erh6ht, sondern auch die Oxalacetatkonzentration gesenkt wurde.

Insgesamt zeigen die Analysen der vorliegenden Arbeit eine starke Interaktion der
anaplerotischen Reaktionen mit anderen Bereichen des Stoffwechsels, vor allem mit dem
Citratzyklus, was die Wichtigkeit eines umfassenden Modellierungskonzepts belegt. Der in
dieser Arbeit gewihlte neue Ansatz, Ergebnisse von Stofffluflanalysen und Metabolitpool-
mesungen in ein makrokinetisches Modell mit empirischen Komponenten zu integrieren, hat

somit zu einem ersten “predictive tool" fir das metabolic design von Corynebacterium
glutamicum gefiihrt.
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S Zusammenfassung

Corynebacterium glutamicum wird groBitechnisch zu Herstellung der Aminosiure L-Lysin
eingesetzt. Vorlaufermetabolite der Lysinsynthese sind Oxalacetat und Pyruvat. Oxalacetat
selbst wird in C. glutamicum durch die anaplerotischen Enzyme Pyruvat-Carboxylase und
Phosphoenolpyruvat (PEP)-Carboxylase gebildet. Dariiber hinaus besitzt dieses Bakterium
die Enzyme PEP-Carboxykinase und Oxalacetat-Decarboxylase, die Oxalacetat zu PEP
bzw. Pyruvat decarboxylieren, sowie das Malat-Enzym, das die Decarboxylierung von
Malat zu Pyruvat katalysiert. Das Ziel dieser Arbeit war die Quantifizierung der einzelnen

anaplerotischen Enzymaktivititen in C. glutamicum und die Untersuchung von deren

Regulation in vivo.

1. Es wurde ein neues C-Markierungsverfahren zur Bestimmung der anaplerotischen
Metabolitfliisse in vivo entwickelt und etabliert, bei dem der Organismus im
Chemostaten auf einer Mischung unterschiedlich *C-markierter Glucose-Isotopomere
sowie C-markiertem L-Lactat kultiviert wurde. Die Bestimmung der “C-

Markierungsmuster von Metaboliten erfolgte mittels NMR-Spektroskopie.

2. StofffluBanalysen ergaben, daB sowohl im C. glutamicum-Wildtyp als auch im
Lysinproduzenten C. glutamicum MH20-22B beide Carboxylasen in vivo aktiv sind,
wobei die Pyruvat-Carboxylase das uberwiegend aktive Enzym ist. Bei einer
Wachstumsrate von 0,1 h? betrug die in vivo Aktivitit der Pyruvat-Carboxylase 1,2

mmol g™ h, die der PEP-Carboxylase je nach Lysinproduktion 0,1 bis 0,4 mmol g™ h.

3. Ein tiberraschendes Ergebnis war, daB eine starke Aktivitat der PEP-Carboxykinase von
ca. 1 mmol g h™! in beiden Stimmen gefunden wurde. Dieser Riickflul von Oxalacetat
nach PEP verursacht einen energieverbrauchenden Zyklus zwischen den Metaboliten
PEP/Pyruvat und Oxalacetat, dessen Energiebedarf 25% des Erhaltungsstoffwechsels
ausmacht. Eine Funktion dieses Zyklus besteht moglicherweise in der Regulation der

intrazelluliren Oxalacetatkonzentration. Oxalacetat-Decarboxylase und das Malat-

Enzym waren in vivo inaktiv.
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4. Die Aktivitit der PEP-Carboxykinase hat einen eindeutig nachteiligen Einfluf} auf die
Lysinproduktion. Dies ergaben Untersuchungen von Stdmmen mit verénderter
Expression des PEP-Carboxykinase-Gens pck. Eine pck-Deletionsmutante von
C. glutamicum MH20-22B zeigte eine gegeniiber dem Ausgangsstamm um 60%
erhohte Lysinproduktionsrate sowie deutlich erh6hte intrazelluldre Konzentrationen von
Oxalacetat, L-Aspartat, a-Ketoglutarat und Pyruvat. Uberexpression von pck hatte

entgegensetzte Effekte auf die Lysinproduktion und die Metabolitkonzentrationen.

5. Die in vivo und in vitro gemessenen Aktivititen der anaplerotischen Enzyme sowie die
intrazelluliren Konzentrationen von Oxalacetat, L-Aspartat, o-Ketoglutarat und
Pyruvat wurden in ein mathematisches Modell integriert. Mit Hilfe dieses Modells
wurden Oxalacetat (K; 30-100 pM) und a-Ketoglutarat (K; ca. 1 mM), als Inhibitoren
der Pyruvat-Carboxylase in vivo identifiziert. L-Aspartat wurde als signifikanter
Inhibitor ausgeschlossen. Die Wirkung dieser Metabolite auf die Pyruvat-Carboxylase

konnte wegen der Instabilitit des Enzyms in vitro bislang nicht untersucht werden.

6. Mit Hilfe des mathematischen Modells wurden neue Ansitze fiir das weitere metabolic
design von C. glutamicum gewonnen: (i) Deletion der PEP-Carboxykinase. (ii)
Deregulation der Pyruvat-Carboxylase in bezug auf die Inhibitoren Oxalacetat und o-
Ketoglutarat. (iii) Schritte zur Senkung der intrazelluliren a-Ketoglutaratkonzentration.
Letzteres stellt einen neuartigen Ansatz dar, mit dem sich nicht nur die Hemmung der
Pyruvat-Carboxylase verringern, sondern dariiber hinaus auch das Gleichgewicht der

Transaminierung von Oxalacetat zu L-Aspartat zugunsten von Aspartat, d.h. zugunsten
der Lysinproduktion, verschieben lieBe.
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7 Anhang

7.1 Computerbasierte Auswertung von 3C-Markierungsdaten und
Bestimmung intrazelluliirer Stofffliisse

Biochemisches ’C-Markierungsmodell. Das fir die StofffluBanalysen verwendete
Markierungsmodell des Zentralstoffwechsels von Corynebacterium glutamicum ist in
Abbildung 28 (Reaktionsschema) und Abbildung 29 (Umsetzungen der Kohlenstoffatome)
dargestellt. Das Modell wurde im wesentlichen von Marx (1997) iibernommen. Fiir die
vorliegende Arbeit wurden zusitzlich mehrfache anaplerotische Reaktionen beriicksichtigt.
Die verschiedenen C;-Carboxylierungs- und Cgs-Decarboxylierungsreaktionen wurden
mathematisch als zwei reversible Umsetzungen behandelt; eine zwischen PEP und
Oxalacetat/Malat (var.), die andere zwischen Pyruvat und Oxalacetat/Malat (Var-2).
Abbildung 30 zeigt die Umsetzungen der Kohlenstoffatome in den Biosynthesewegen der
fur die NMR-Messungen verwendeten Biomasse-Bestandteile, d.h. der proteinogenen

Aminoséuren sowie von Glycerin aus der Hydrolyse von Lipiden (Sonntag et al., 1993;
Szyperski, 1995).

Bestimmung der Stofffliisse im Zentralstoffwechsel von C glutamicum. Die
FluBbestimmung erfolgte mit Hilfe der kiirzlich von Wiechert ef al. (1999) und Mollney et
al. (1999) entwickelten mathematischen Losung von Isotopomer-Markierungsystemen.
Dazu wurde das oben beschriebene Markierungsmodell, welches ein solches Markierungs-
system darstellt, in einem computergestiitzten Verfahren an die NMR-Daten angepafit, d.h.,
es wurde die Quadratsumme aus den Abweichungen zwischen simulierten (Wiechert et al.,
1999) und gemessenen Markierungen minimiert. Diese Abweichungen wurden dabei
entsprechend den MeBgenauvigkeiten gewichtet, so daB jeweils das Verhiltnis aus
Modellabweichung und Meffehler den Beitrag zur Fehlerquadratsumme bestimmte. Dem
Verfahren zur FluBidentifikation lag ein Simplex-Algorithmus nach Nelder und Mead
(1965) zugrunde (M. Moliney, pers. Mitteilung 1998).
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Als Randbedingungen fur die intrazellulire Flufbestimmung wurden die spezifischen
Aufnahmeraten der Substrate Glucose und Lactat, die aus der Wachstumsrate folgenden
Abfliisse von Metaboliten in die Biomassesynthese (Marx, 1997; Tabelle 24) sowie bei den
lysinproduzierenden Stimmen auch die Lysinproduktionsrate verwendet. Fiir die
Umsetzung von PEP zu Pyruvat wurde ein Minimalwert in Hohe der Glucoseaufnahmerate
festgesetzt, da C. glutamicum Glucose iiber ein PEP-abhingiges Phosphotransferasesystem
aufnimmt (Cocaign-Bousquet et al., 1996; Krimer, 1996). Die Markierung im dritten
Kohlenstoffatom von Serin wurde fiir die Anpassung nicht beriicksichtigt, da diese
Position, wahrscheinlich aufgrund eines Riickflusses von Glycin nach Serin tiber die Serin-

Hydroxymethyltransferase (Stryer, 1988) starke Inkonsistenzen mit dem Modell aufwies.

Tabelle 24: Bedarf an Vorldufermetaboliten fiir die Biomassesynthese in C. glutamicum
nach Marx (1997).

Metabolit Bedarf Metabolit Bedarf

(mmol/g TG) (mmol/g TG)
Glucose-6-phosphat 0,21 Phosphoenolpyruvat 0,53
Fructose-6-phosphat 0,07 Pyruvat 2,69 (1,81
Pentose-5-phosphate 0,88 Acetyl-Coenzym A 2,94 (2,50%)
Erythrose-4-phosphat 0,27 a-Ketoglutarat 1,25
Triosephosphate . 0,13 Oxalacetat 1,71
3-Phosphoglycerat 1,29

! abweichender Vorliuferbedarf in C. glutamicum MH20-22B infolge der Leucin-Auxotrophie
dieses Stammes
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Abbildung 28: Zentralstoffwechselmodell von C. glutamicum fir computerbasierte
StofffluBanalysen. Fliisse: voL1 - vaLs, Glycolyse; Vpp.; - Vppu, Pentosephosphatweg; vrc. -
vics, Citratzyklus; var.1 und var., anaplerotische Reaktionen (Cs-Carboxylierung und C,-
Decarboxylierung); ves. und ves,, Glyoxylatweg; goi. und QLat, Glucose- bzw. Lactat-
Aufnahmerate. Irreversibilitit bzw. Reversibilitit der Reaktionen ist durch die Pfeile
dargestellt. Bei reversiblen Reaktionen zeigt ein Pluszeichen die im Modell mit positivem
Vorzeichen versehene Richtung an. Unterbrochene Pfeile bezeichnen den Abfluf von
Metaboliten zur Biomasse- und Produktbildung. Wegen der besseren graphischen
Darstellung erscheinen die Triosephosphate zweimal in diesem Schema.
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Abbildung 30: Umsetzungen der Kohlenstoffatome in den Biosynthesewegen der fiir die
NMR-Messungen verwendeten Aminosiuren sowie Glycerin. Die Lysinsynthese in
Corynebacterium glutamicum verzweigt in den Dehydrogenase- und den Succinylaseweg.
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7.2 Vollstindige Datensiitze der *C-gestiitzten StofffluBanalysen

Die C-Markierung der Chemostatkulturen wurde stets iber die Dauer von drei
Verweilzeiten durchgefiihrt, was 95% (= 1-¢”) isotopischer Gleichgewichtseinstellung der
markierten Biomassebestandteile entspricht. Die folgenden Tabellen wie auch alle weiteren
Angaben zu *C-Markierungen in der vorliegenden Arbeit geben bereits die auf

vollstandiges isotopisches Gleichgeweicht extrapolierten Daten wieder.

Tabelle 25: Markierungsdaten des C. glutamicum-Wildtyps. Erlduterung der Fein-

strukturen s, d.;, d.; und dd siehe Abbildung 9. n.b., nicht bestimmt.

Feinstrukturen (% des *C-Signals)

Verbindung C-Atom  PC (%)
s d, dy dd
Glycerin 1 n.b. 41,0+0,7 59,0+ 0,8
2 n.b. 14,5+0,7 15,6 + 0,4 69,9+1.1
L-Serin 2 120£04 202207 17,6+0,7 11,1£09° 51,1+21°
Glycin 2 nb. 314+03 68,6+03
L-Phenylalanin 2 122+04 21,4+08 7807 109£09 59,9+17
3 199+16 515+09 357£07  75£06  53+06
5,9 17,8+ 0,4
6,7,8 95+10
L-Alanin 2 11,6+03 223+03  86%03 122£04 569+04
3 253+£0,6 672+10 328+08
L-Valin 4 n.b. 68,5+03 31,6+05
5 nb. 88,0+0,4 12,006
L-Aspartat 2 nb. 412+06 184£05 13,804 26607
3 27+04 564+03 21,0£04 16503  61£03
L-Threonin 3 234+14 n.b.
4 153+04 66,603 33,4=03
L-Glutamat 2 233£02 577+14 169x05 203x05  51£07
3 15404 437%15 46,0 + 1,4° 10,3+ 1,0
4 267+04 584%06 11,905 246+04  51£04
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Tabelle 25 (Fortsetzung)

Feinstrukturen (% des >C-Signals)
Verbindung C-Atom  “C (%)

S d, dn dd

L-Lysin 3 203+08 53,3%0,6 43,1 +£0,9° 3,611
4 n.b. 435+25 40,5 + 2,2* 16,0 3,2
5 n.b. 572+1,9° 42,8 + 3,67 n.b.
6 12,8+08 417+03 584+0,7

CO, (Abgas) 1 145+ 0,6

! Mittelwert der angegebenen Positionen.
2 Summe von d.; und d.; (gleiche oder fast gleiche Kopplungskonstanten).
3 Von Serin C-2 wurden stets nur die Summen aus s und di, sowie d,; und dd beriicksichtigt, da

die dritte Position von der Reaktion der Serin-Hydroxymethyltransferase beeinflufit wird.
* Kopplung zu Kohlenstoffatom 3.
* Summe aus s und dd/2.

Tabelle 26: Intrazellulire Kohlenstofffliissse im C. glutamicum-Wildtyp. Es sind nur die
nicht bereits in Abbildung 11 enthaltenen Fliisse angegeben. Die Fehlergrenzen entsprechen

90% Konfidenz nach statistischer Analyse (Wiechert et al., 1997, Moliney et al., 1999).
n.e., nicht ermittelbar.

FluBbezeichnung Nettoflufl Austauschflufl
(siche Abb. 28) (mmol g’ h'') (mmol g™ h™)
Vep-1 0,29 +0,13 -

Vpp2 0,08 + 0,04 <0,18

Vpp.3 0,08 + 0,04 n.c.

Vep4 0,05 + 0,04 <0,79

VGL-1 0,82 +£0,13 n.e.

VeL2 0,94 +0,15 -

VoL3 1,91 + 0,08 2,2 +0,7
V6L4 1,79 + 0,08 8,2 +3,8
Vic.s , 0,96 +0,12 0,20 +0,16

Der Anteil des Succinylasewegs an der Lysinsynthese betrug 60 + 5%,
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Tabelle 27: Markierungsdaten aus der Kultivierung von C. glutamicum MH20-22B bei
u=0,1h" und 4 mbar CO,.

Feinstrukturen (% des '*C-Signals)

Verbindung ~ C-Atom  “°C (%)

s d, dq dd
Glycerin 1 n.b. 40,7 +0,3 59,3+0,4
2 n.b. 129+15 16,6 & 1,22 70,5+ 2.4
L-Serin 2 11,8+0,8 21,106 21,5+06 11,8£10 45617
Glycin 2 10,0+2.0 n.b.
L-Phenylalanin 2 126+03 215+04 73+£04 129+0,6 58,3+0,6
3 19,3+0,3 n.b.

5,9 17,1+ 1,0
6,7,8 98+04
L-Alanin 2 1,603 22403 82+03 135+03 55903

3 25103 67,708 3230,6

L-Aspartat 2 162+05 395+03 18203 141+04 28205
3 21,7£05 53403 22103 173x03  63£03

L-Threonin 3 22,7+05 nb
4 15,5+0,9 n.b

L-Glutamat 2 215+055 54303 173+03 22103  63£03
3 156+03 450+09 453 1,17 97+0,8
4 252403 58,0£07 115%06 25404 5104

L-Lysin 2 n.b. 31319 163x11 142+11 382%2]
3 n.b. 53,0+ 1,4 41,0 = 1,4 6,0+ 1,7
4 n.b. 462 +3,0 41,6 +2,6° 122+3,8
5 n.b. 54312 39,1 +1,5° 6,6 £0,9
6 nb. 418+0,6 582%0,5

CO, (Abgas) 1 144+0,5

! Mittelwert.

2 Summe aus d” und d".
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Tabelle 28: Markierungsdaten aus der Kultivierung von C. glutamicum MH20-22B bei
#=0,1h" und 60 mbar CO,.

Feinstrukturen (% des *C-Signals)

Verbindung ~ C-Atom  C (%)
s d, dut dd
Glycerin 1 nb. 41,4+0,8 58,6+ 1,1
2 n.b. 14,8 £ 0,9 17,7 + 0,6 67,5+1,2
L-Serin 2 11,9+0,5 233+0,9 21,809 119+14 43020
Glycin 2 n.b. 355+03 645+03
L-Phenylalanin 2 135403 230+05 68+03 137+04 565+0,6
3 19,4+0,5 nb
5,9 14312
6,7,8  70+05
L-Alanin 2 nb. 236+03  82+03 146+0,5 53,6+0,5
3 269+0,7 636+19 312%15
L-Valin 4,5 26,3+0,9
4 nb. 7,103 28,906
5 nb. 875+09 125+16°
L-Aspartat 2 n.b. 425403 173+03 159+03 243+0,8
3 23,0£0,6 604+04 252405 104+03 4,0+ 0,4
L-Threonin 4 83+03 604+12 39,6+12
L-Glutamat 2 229+08 59407 11,5+04 239+05 52+0,6
3 16,603  443:+0,6 45,7+ 12 10,0 + 0,7
4 26,704 58013 13,1%08 23306 55+0,7
L-Lysin 2 n.b. 373+0,7 153£09 155+0,6 31,9+1,1
3 nb. 60,8 + 0,8 36,2+ 1,7 3,0£0,7
4 n.b. 43,6+ 1,3 44,8 +21 11,6 + 1,4
5 nb. 61,3%0,6 34,8+ 0,6 3,9%1,1
6 n.b. 422+03 57,8+06
! Mittelwert.

2 Summe aus d” und d*!.
* Kopplung zu C-3.
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Tabelle 29: Intrazellulire Kohlenstofffliisse in C. glutamicum MH20-22B bei CO,-
Partialdriicken von 4 und 60 mbar. Es sind nur die nicht bereits in Tabelle 8 enthaltenen

Flissse angegeben.

Flub- 4 mbar CO, 60 mbar CO,

bezeichnung Nettofluf Austauschfluff Nettofluf Austauschfluf
(mmol g" h) (mmol g h) (mmol g™ h) (mmol g’ h)

Vep.1 0,50 +0,23 - 0,56 +0,35 -

Vep:2 0,15 £0,08 n.e. 0,17 £0,12 <0,77

Vep3 0,15 0,08 <0,47 0,17 £0,12 n.e.

Vepa 0,12 0,08 <0,67 0,14 +0,12 <1,0

VL1 0,84 +0,23 n.e. 0,74 +0,35 n.e.

VaLa 1,10 0,28 - 1,04 +042 -

VaLs 2,30 +0,10 3,7 %20 220 £0,13 23 +07

VaL4 2,18 £0,10 >5.4 2,08 £0,13 >9,5

VoL 285 +0,11 - 2,55 +0,14 -

Ve 1,32 0,14 - 1,34 0,16 -

Vrca 1,07 %0,15 - 1,08 0,18 -

Vrcs 1,07 0,16 - 1,08 0,19 -

Vica 095 £0,16 - 096 +0,19 -

Vres 0,95 +015 0,55 £0,19 096 +0,18 0,67 £031

Der Anteil des Succinylasewegs an der Lysinsynthese betrug 70 + 6% bei 4 mbar CO, und 57 +
14% bei 60 mbar CO,.
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Tabelle 30: Markierungsdaten aus der Kultivierung von C. glutamicum MH20-22B bei

u=0,075h",
Feinstrukturen (% des ">C-Signals)
Verbindung C-Atom
s d, dy dd
Glycerin 1 39,6+1,7 60,4138
2 11,4+0,8 18,1+ 0,9 70,5+ 1,1
L-Serin 2 23,3+ 0,4 23,4%0,5 10,5+ 0,3 431+0,7
Glycin 2 33,3%0,5 66,7+ 0,7
L-Phenylalanin 2 22,0+0,6 72+0,7 11,4+0,6 59,4+0,7
3 484+0,5 45,9+ 0,5 57+0,7
L-Alanin 2 20,7+ 0,4 7,0£03 12,2+0,5 60,1+ 0,4
3 67,0+0,9 33,0 0,7
L-Aspartat 2 36,5 0,4 16,9+ 0,4 14,4+0,5 32,2+0,5
3 54,4+0,3 23,9+03 15,3+ 0,3 6,4+0,3
L-Threonin 4 67,922 32,119
L-Glutamat 3 40,5 + 0,6 48,3 +0,7" 11,2405
4 57,7+0,3 11,6 0,5 26,3+0,3 4,4+0,4
L-Lysin 4 49,3+0,9 41,7+ 1,6 9,0£0,7
5 55,7+0,8 37,4+ 1,0 6,909
6 40,8+ 1,0 59,2+1,0

! Summe aus d” und d*.

Der "*C-Gehalt des Kohlendioxids im Abgas des Bioreaktors betrug 14,3 % 0,5%.
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Tabelle 31: Markierungsdaten aus der Kultivierung von C. glutamicum MH20-22B bei

u=0.25h", '
Feinstrukturen (% des C-Signals)
Verbindung C-Atom
s d, du dd
Glycerin 1 36,6 £0,5 63,4+ 0,7
2 11,0+0,9 15,3+0,8' 73,7+ 1,3
L-Serin 2 13,9+ 0,6 11,3£0,5 11,2+0,5 63,6+ 1,0
Glycin 2 26,7+0,3 73,3+0,3
L-Phenylalanin 2 20,0+0,7 35+0,7 16,0+ 1,6 60,5+1,2
3 435+0,3 49,6 + 0.4' 6,9+ 0,4
L-Alanin 2 16,7+ 0,4 4,7+0,4 12,1+ 0,6 66,5 £ 0,6
3 68,9+0,3 31,1+0,3
L-Aspartat 2 39,8+0,3 18,9+0,3 152+0,3 26,1 +0,3
3 53,0+04 22,5+0,3 17,5+ 0,3 7,0+ 0,4
L-Threonin 3 54,1+03 39,5+0,5' 6,4+04
4 63,6 0,5 36,4+ 1,1
L-Glutamat 3 41209 46,1 £1,1" 12,7+ 1,0
4 58,4+0,5 12,2+0,5 25,5+ 0,4 3,9+0,7
L-Lysin 4 25+1,1 45,5 +2,0" 12,0+ 1,6
5 56,6 +0,9 37,8 +0,9' 56+1,1
6 393+0,9 60,7+ 0,8

! Summe aus d' und d*'.

Der *C-Gehalt des Kohlendioxids im Abgas des Bioreaktors betrug 15,3 + 0,5%.
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Tabelle 32: Intrazellulire Kohlenstoffflisse in C. glutamicum MH20-22B bei
Wachstumsraten von 0,075 und 0,25 h™. Es sind nur die nicht bereits in Abbildungen 12
und 13 enthaltenen Fliisse angegeben.

Flu p=0,075 b #=025h"

bezeichnung NettofluB Austauschfluf NettofluB Austauschflul
(mmol g' ") (mmol g h™) (mmol g h) (mmol g h)

Vpp.1 <0,48 - 1,10 +0,39 -

Vepo2 ‘ <0,14 n.e. 0,32 0,13 n.e.

Vpp3 <0,14 n.e. 0,32 +0,13 <34

Vppa <0,12 <0,86 0,25 +0,13 <3,8

VaL-1 1,01 +0,31 n.e. 1,69 +0,40 n.e.

Varz 1,06 +0,37 - 2,24 +048 -

VGLa 2,14 0,12 1,6 +0,5 469 +0,21 ne.

VoLs 2,04 0,12 > 14 436 +021 64 46

Vics 1,26 +021 <0,20 1,49  +0,31 18  £0,9

Der Anteil des Succinylasewegs an der Lysinsynthese betrug 65 + 12% bei #=0,075h" und 71 =
9%bei 4 =0,25h".
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Tabelle 33: Markierungsdaten aus der Kultivierung der pck-Defektmutante C. gluta-
micum MH20-22B Apck 20.

Feinstrukturen (% des "*C-Signals)

Verbindung ~ C-Atom  “C (%)
s d, di dd
Glycerin 1 n.b. 37,1+0,3 62,9+0,3
2 n.b. 12,4+ 0,6 13,4 + 0,57 74,2 + 0,5
L-Serin 2 1,1+0,5 158+0,3 21,7+03 99+0,3 52603
Glycin 2 114+0,5 268+0,6 73,2+0,6
L-Phenylalanin 2 10,8+0,6 141+04 12+£04 12012 727+0,5
3 16,6+0,5 41,0+1,0 52,4+13% 6,6 +0,8
5,9 150+12
6,7,8' 92+07
L-Alanin 2 n.b. 148+03  29+03 12404 69,903
3 26,0+04 693+06 30,705
L-Valin 3 10,9+2,0 n.b.
4,5 246+1,0
L-Aspartat 2 n.b. 43,0+£03 198+03 13,7+03 23,5+0,3
3 26+04 54104 20,7+03 188+03  64%0,5
L-Threonin 4 n.b. 63,7+03 36303
L-Glutamat 2 234+0,5 n.b.
3 17,0£04  463+0,5 43,4+ 0,6 103+0,4
4 26,4+05 595+05 10706 264+04  3,5+06
L-Lysin 4 n.b. 45,1+1,2 447+ 1,7 102+ 1,3
5 nb. 56,7+ 1,1 372+2,0° 6,1+1,2
6 n.b. 43,0+£0,6 57,0£05
CO, (Abgas) 1 14,2+ 0,5
! Mittelwert.

- 1
2 Summe aus d” und d".
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Tabelle 34: Markierungsdaten aus der Kultivierung des pck-Uberexprimierers C. gluta-
micum MH20-22B pEKO0-pck B.

Feinstrukturen (% des *C-Signals)

Verbindung  C-Atom  C (%)
s d, dn dd
Glycerin 1 n.b. 42,5+0,7 575+1,5
2 n.b. 15,0 1,3 17,3 +1,3 67,7+2,5
L-Serin 2 13,7+0,5 n.b.
Glycin 2 nb. 392£0,3 60,8+0,3
L-Phenylalanin 2 13,605 27404 122+07 135+08 46,906
3 20,2 + 0,7 n.b.
5,9 16,1:£2,0
6,7,8 92x15
L-Alanin 2 120£03 280+1,1 122+14 133+18 46516
3 28,1£03 735+0,7 26506
L-Aspartat 2 n.b. 39,0+1,5 162+0,7 138+07 31,0+08
3 22,011 560+03 243%03 13,8+03 5903
L-Glutamat 2 23,5+0,5 nb
3 16,1 £0,5 41,0+05 47,0 £ 0,7 12,0+ 0,7
4 28,0£0,5 63,6+055 10,909 213+06 4210
L-Lysin 4 n.b. 49,7+ 1,0 40,5 + 2,07 9,8+1,0
5 n.b. 58,8+ 1,0 34,5 + 0,6 6,7+0,9
6 n.b. 476 £1,6 524+22
CO; (Abgas) 1 14,4+0,5
! Mittelwert.

% Summe aus d” und d*'.
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Tabelle 35: Intrazelluldre Kohlenstoffflisse in C. glutamicum-Staimmen mit verinderter
PEP-Carboxykinase-Aktivitat. Es sind nur die nicht bereits in Abbildungen 15 und 16
enthaltenen Fliisse angegeben.

C. g MH20-22B Apck 20

C. g MH20-22B pEKO-pck B

FluB-

bezeichnung Nettoflul Austauschfluf Nettofluf Austauschfluff
(mmol g h) (mmol g’ h) (mmol g" h") (mmol g”’ h")

Vep-| 0,83 0,18 - <0,42 -

Vep2 0,26 0,06 n.e. <0,13 n.e.

Vpp.3 0,26 =+0,06 n.e. <0,13 n.e.

Vopa 0,24  +0,06 <13 <0,11 <11

VaL.1 0,40 +0,19 >1,4 1,02 0,24 n.e.

VGL-2 0,89 + 0,22 - 1,08 + 0,29 -

VoLa 2,02  +0,09 ne. 2,17  +0,10 1,2 £0,7

Vora 1,02 +0,09 ne. 2,08 £0,10 >9

VIc.s 0,94 0,14 <0,14 1,37 %025 <0,34

Der Anteil des Succinylasewegs an der Lysinsynthese betrug 82 & 6% in der pck-Defektmutante (C.
glutamicum MH20-22B Apck 20) und mindestens 57% im pck-Uberexprimierer (C. glutamicum

MH?20-22B pEKO-pck B).
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7.3 Zusammenfassung des mathematischen Regulationsmodells der
Anaplerosis von C. glutamicum und Computerprogramm zur Berechnung

von Stofffliissen und Metabolitkonzentrationen

Nachstehend sind die wesentlichen Gleichungen des anaplerotischen Regulationsmodells
(Abschnitt 3.6) in komprimierter Form zusammengefat, wobei auf die Nummern der

entsprechenden Gleichungen im Text verwiesen wird. Die Parameter des Modells sind in
Tabelle 36 aufgelistet.

Modellstochiometrie (vgl. Abbildung 24):

. 21
gc =6 qoe + 3 qre  mit 29 = 21 (54), (55)
Dot 4
6°qs. - Vy, - 1,42mmol g -
Ves = e~ Ve g # @7
3
ves + Vpepck = Veepcx + ek t+ goie + 0,53 mmol g” - 4 (48), (49)
Guaet + Vek T Vers = quy + Vpex + Vos + 4,31 mmol g’ - (50)
Veepcx + Vpcx - Vpepck = Vaar t+ 1,25 mmol g” - u (51)
vaar = 1,71 mmol g BT Gy (33)
Vigs = quys + 0,20 mmol g’ - p (52)
= _H_ Yys -1 -1
gc 7 + —— + 1,63 mmol g” h™ + 0,46 * vpgpcy (25), (53)
x/c YLys/C
2 vpp + = ad + du
p + Vicpu 7 7 + mnappu (56)

X/NADPH Lys/NADPH
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Enzymkinetische Zusammenhdnge:

Veepcx . | VPKmex  _ Kogp
= 37
vPEPCx.max vPK 2 ( )’ (41)
| +[ [Asp] ]
KiAsp,PEPCx
V bcrmax 1
Vpex = Ipcc’“ . (43), (46)
— [0AA] [0KG]
1+ P 1+ |1+
yr] KiOAA. PCx iaKG, PCx
VPEPCK = VPEPCkmax ° JPEPCK ° T ! (29)
1 mOAA,PEPCk
[OAA]
Vaar =
st Vst (Gluiroaa] - K2, [AspI[eKG]) 0
Glu][OAA]+K [Glu]+K .[0AA]| 1+ LAsP]
vAAT,max(r) [ u][ ]+ mOAA,AAT [ ll]+ mGlu, AAT [ ] 1+K
dAsp, AAT

dGlu, AAT

- Gl
Y pAT max() 'K“l"AAT [[Asp] [aKG]+ Kma.KG. aar TASP]+K mbsp, AAT {eKG] (l ’ —[_—u_]—j }

1
VLys = (vLyso + kLys.”) ) K K (32)’ (33)
[Asp] [Pyr]
Empirische Korrelationen:
[Pyr] = Kpyry* |1+ [OAA]J (58)
L
kuKGl (59)
[0KG] = :

(l +Kan ! [OAA]) (1 L :”)
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Tabelle 36: Parameter des Regulationsmodells. Bei den im Rahmen der vorliegenden
Arbeit identifizierten Werten sind die Fehler angegeben.

PEP-Carboxylase/Pyruvat-Kinase PEP-Carboxykinase
KiasppEPCX 0,57+ 0,17 mM KimoanpEpck 1,0 mM
kegp 1,03+ 0,30 JoEpck 0,55 £ 0,09
Pyruvat-Carboxylase Lysinbiosynthese
Vhexmax 99+3,0 mmolg’h’ Viyso 0,32+0,12 mmol g" b
Koipypex 1,3 mM kiys 1,77 £ 0,32 mmol g’
Kiuxcpex 0,89+ 0,57 mM K'naspLys 0,87+0,42 mM
Kioaarcx 6740 uM "mPyrLys 0,05+0,21 mM
Aspartat-Aminotransferase empirische Parameter
Keqaar 1,0 Koy, 0,38+0,13 mM
Koncant (Kaciaar) 24 mM Koy 3411 uM
Kmoanaar 0,11 mM kaxa, 99+38 mM
Koaspaat (Kaasp.aat) 4.4 mM koxc2 53x17 wM
Koo AT 71 uM koxac3 133+£6,2 h
wahre Ausbeutekoeffizienten NADPH-Bedarf
Yxic 194 g (mol C)! Yxnaoey 67 g mol
Yigac 0,10  mol (mol C)* YiyonanpH 0,25

MNADPH 0,4 mmol g’ b

Das folgende Programm zur Berechnung von Stofffliissen und Metabolitkonzentrationen
bei gegebener Wachstumsrate sowie gegebenen spezifischen Enzymaktivititen ist mit der
Software Scientist 2.0 (MicroMath, Salt Lake City, Utah, USA) lauffihig. Die
Konzentrationen der Metabolite Oxalacetat und L-Aspartat wurden iterativ berechnet. Die
Bezeichnung der Parameter und Variablen entspricht den im Ergebnisteil verwendeten
Symbolen. Die Einheiten sind mmol g™ h™" fiir Enzymaktivitaten und Stofffliisse sowie mM

fur Konzentrationen. "my" ist die Wachstumsrate  in h™.
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Independent Variable: x // Dummyvariable fiir die Iteration (s.u.)

Dependent Variables: OAA, 1lnOAA, Asp, lnAsp, Pyr, aKG, vPEPCk, vlLys,
qLys, mC, qC, gGlc, qLact, vPP, vC3, VAR, VvPEPCxPK, IAspPEPCx, RPEP,
vPEPCx, VPCxl, vPCx2, VvAATl, VvAAT2

Parameters: my, kPyrl, kPyr2, kaKGl, kaKG2, kaKG3, vPEPCkmax,
KmOAAPEPCk, KmGluAAT, KmOAAAAT, KmAspAAT, KmaKGAAT, Glu, YXC, YLysC,
fPEPCk, KmAspLys, KmPyrLys, vLysO, kLys, KiAspPEPCx, VPEPCxmax, vPKmax,
kPEP, vPCxmax, KiOAAPCx, KiaKGPCx, VAATmax

// Startwerte fiir [OAA] und [Asp]

OAA exp (1lnOAA)
Asp exp (1lnAsp)

// berechne [Pyr] und [0KG] nach Gleichung (58) bzw. (59)
Pyr = kPyril* (1+OAA/kPyr2)

aKG = kaKG1l/ (1+kaKG2/0AA)/ {1+kaKG3*my)

// berechne vpppcx nach Gleichung (29)

VvPEPCk = VPEPCkmax*fPEPCk*OAA/ (OAA+KMOAAPEPCK)

// berechne vy, nach Gleichungen (32) und (33)
vLys = (vLysO+kLys*my)*Asp/ (Asp+KmAspLys) *Pyr/ (Pyr+KmPyrLys)

// berechne gy und var nach Gleichung (52) bzw. (35) und (51)
qLys = vLys—0.20*my

vAR = qLys+2.96*my

// berechne gc aus 4, giys und vegeck nach Gleichungen (25) und (53)

1.63+0.46*VvPEPCk
my/ YXC+qLys/YLysC+mC

mC
qC

.

// berechne g und gra aus gc nach Gleichung (54) bzw. (55)
gGlc = 21/138*qC

qLact = 4/138*qC

// berechne vpp nach Gleichung (57) und vcs nach Gleichung €Y

(18*qLys+79*my+1.2-qC) /5
(6*qGlc-vPP-11.42*my) /3

vPP
vC3

// berechne die Summe von Vegpcy und vey nach Gleichung (48) und (49)
vPEPCXPK = vC3+VvPEPCk-gGlc-0.53*my

// berechne vppcx aus (Vpspex + Vex) durch Auflosung der Gleichungen (37) und (41)

IASpPEPCX = 1/ (1+(Asp/KiAspPEPCx)"2)
RPEP = (vPEPmeax*kPEP*IAspPEPCx)“2/vPKmax
VvPEPCX = —RPEP/2+sqrt(RPEPA2/4+RPEP*VPEPCXPK)

// berechne vpcy iiber die kinetischen Gleichungen (43) und (46) und iiber die stochiometrische
// Beziehung (51) .

vPCxl = vPCxmax/ (1.3/Pyr+l)/(1+OAA/ KiOAAPCx) / (1+aKG/KiaKGPCx)

vPCx2 VAR+VPEPCk-VPEPCX

[
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// berechne vaar iiber die kinetische Gleichung (30) und iiber die stochiometrische Beziehung (35)

VAAT1 = VAATmax* (Glu*OAA-Asp*aKG)

/ {Glu*OAA+KmMOAAAAT *GLu+KmGLUuAAT*OAA* (1+Asp/KmASpAAT)
+Asp*aKG+KmaKGAAT *Asp+KmAspAAT*aKG* (1+Glu/KmGluAAT) )
VAAT2 = vLys+l.51*my

// Tteration, ausgefiihrt als Differentialgleichungen;
// um negative Werte von [OAA] bzw. [Asp] zu vermeiden, werden deren Logarithmen iteriert

1nOAA' = VvPCx1l-vPCx2
1lnAsp' = VAAT1-vAAT2

// Bereich der Laufvariablen x, mit dem ein auf mindestens vier Stellen genaues Ergebnis erreicht
// wird (fiir die Simulationen der vorliegenden Arbeit waren 100 Einheiten stets ausreichend)

0 < x < 100
x=0

// Startwerte fiir In [OAA] und In [Asp], entsprechen hier [DAA] = 0,03 mM; [Asp] ~ 1,2 mM
InOAA = -3.5
IlnAsp = 0.2

// Wachstumsrate
my = 0.075

// spezifische Enzymaktivititen

vPEPCkmax = 60
VPEPCxmax = 4
vPKmax = 7

VvAATmax = 22

// Modellparameter Aspartat-Aminotransferase
KmOAAPEPCk = 1.0

KmGluAAT = 24
KmOAAAAT = 0.11
KmAspAAT = 4.4
KmaKGAAT = 0.071
Glu = 60

// Modellparameter Energetik

YXC = 0.0194
YLysC = 0.1

// Modellparameter PEP-Carboxylase/Pyruvat-Kinase

KiAspPEPCx = 0.57
kPEP = 1.03

// Modellparameter Pyruvat-Carboxylase

vPCxmax = 9,9
KiaKGPCx = 0,89
KiOAAPCx = 0.067

// Modellparameter PEP-Carboxykinase
fPEPCk = 0.55
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// Modellparameter Pyruvat-Korrelation

kPyrl = 0.38
kPyr2 = 0.034

// Modellparameter o-Ketoglutarat-Korrelation

kaKGl = 9.9
kaKG2 = 0.053
kaKG3 = 13.3

// Modellparameter Lysinbiosynthese

vLys0 = 0.32
kLys = 1.77
KmAspLys = 0.
KmPyrLys = 0.
%k ke

87
05
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7.4 Symbolverzeichnis

Stofffliisse und Enzymaktivititen

dc mmol g" h!
GMetabolit mmol g-l b
VAR mmol g' h”!
VAR-1 mmol g-] h-l
vARLZ mol g-'i h-l
ves mmol g’ b’
Vou mmol g’ b
VGL-i mmol g’ h!
VGs-i mmol g'] h!
Viys mmol g b
Vigsmax mmol g h”!
VEnzym mmol g” h’!
VEnzym,max mmol g" h?
VEnzym,max(g) mmol g’ h!
Vpex mmol g" h?!
V'pexmax mmol g” h!
Vep mmol g’ b
Vop.i mmol g'l h!
Vrcd mmol g* h’!
kinetische Parameter
Jenzm([Metabolite]) -
IMetaboIit,Enzym =
Kndtabolit,Enzym mM
ch.AAT -
l{zMetabolit,Enzym mM, l.-lM
KmMctabolitEnzym mM

K 'mAspLys, K ’mPyr.Lys mM

kogp -

Ko 5 MetabolitBnzym mM

FiMetabolit, Enzym

Kohlenstoffaufnahmerate

extrazellulire Rate (Aufnahme oder Produktion) eines
Metaboliten

Nettoaktivitit der anaplerotischen Reaktionen
StofffluB zwischen PEP und Oxalacetat
Stoffflud zwischen Pyruvat und Oxalacetat
FluB von C;-Korpem in der Glycolyse

FluB von C,;-Korpern im Citratzyklus

Fliisse in der Glycolyse (i = 1 bis 5)

Flisse im Glyoxylatweg (i = 1 bzw. 2)
Lysinsyntheserate

maximale Lysinsyntheserate

in vivo Aktivitit eines Enzyms

maximale bzw. spezifische Enzymaktivitét
maximale Enzymaktivitit in Vorwérts- bzw.
Riickwirtsrichtung

in vivo Aktivitit der Pyruvat-Carboxylase, auf
Pyruvatsittigung des Enzyms extrapoliert
scheinbare Maximalgeschwindigkeit der Pyruvat-Carboxylase
in vivo

FluB durch den oxidativen Pentosephosphatweg
Fliisse im Pentosephosphatweg (i = 1 bis 4)
Flitsse im Citratzyklus (7 = 1 bis 5)

Effektoreinfliisse der angegebenen Metabolite auf ein Enzym
Term der Inhibition eines Enzyms durch einen Metaboliten
Dissoziationskonstante eines Enzyms bzgl. eines Metaboliten
Gleichgewichtskonstante der Reaktion der L-Aspartat-
Aminotransferase

Inhibitionskonstante eines Enzyms bzgl. eines Metaboliten
Michaelis-Konstante eines Enzyms bzgl. eines Metaboliten
scheinbare K,,~-Werte der Lysinsynthese bzgl. L-Aspartat
bzw. Pyruvat in vivo

zusammengefaBte kinetische Parameter der PEP-Carboxylase
Halbsittigungskonstante eines Enzyms bzgl. eines Metaboliten
(bei Nicht-Michaelis-Menten-Kinetiken)

Hill-Koeffizient eines Enzyms bzgl. eines Metaboliten
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C-Markierungsdaten

{Metabolit i}

{Metabolit [i,...]}

{Metabolit <i

Feinstruktur>}

sonstige Symbole

Coammetr
Fy

Hcoz

Int co2
ka
kMetabolit,i
mc
MNADPH
P

Pcoz), Pcozl)
pKaco2
Fcoz

rpm

Ve

VLys0, kLys

Yigc
Yiyunappn
Yxe
Yxnaoren
Apcoaqy

U
[Metabolit]
[0AA]q

- (%)
- (%)
- (%)

var.

11" min™
mbar mM!
ppm * min
h—]

var.

mmol g" h!
mmol g” h!

mbar
mmol I h!
1 mol?

mmol g’ h!
mmol g'1

g mmol™
g mmol™

" mbar

13C-Anreicherung in der C-i-Position eines Metaboliten
Anteil des [i,j,...-C,]-Isotopomers eines Metaboliten
Anteil der angegebenen Feinstruktur am *C-Signal der C-i-
Position eines Metaboliten

Kontrollkoeffizient eines Modellparameters in bezug auf
die Lysinproduktion

Beliiftungsrate des Bioreaktors

Henry-Konstante von Kohlendioxid

Integral der CO,-Konzentration iiber die Zeit (Abgasanalyse)
Stofftransportkoeffizient (CO,)

Korrelationsparameter zwischen Metabolitkonzentrationen
Erhaltungskoeffizient

NADPH-Bedarf des Erhaltungsstoffwechsels
Leistungseintrag in den Bioreaktor

CO,-Partialdruck im Abgas bzw. in der Kulturfliissigkeit
pK.-Wert (logarithmierte Dissoziationskonstante) von CO,
volumenspezifische CO,-Produktionsrate

Riihrerdrehzahl

Normvolumen eines Gases

Modellparameter der Wachstumsabhéngigkeit

der Lysinsynthese

wahrer Ausbeutekoeffizient der Lysinsynthese
NADPH-Bedarf der Lysinsynthese (Kehrwert)

wahrer Ausbeutekoeffizient der Biomassebildung
NADPH-Bedarf der Biomassebildung (Kehrwert)
Anderung des CO,-Partialdrucks bei ErhShung

der Rithrerdrehzahl

Wachstumsrate

intrazellulare Konzentration eines Metaboliten
Gleichgewichtskonzentration von Oxalacetat in bezug auf
die Reaktion der Aspartat-Aminotransferase
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