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Abstract

Investigation of the pentose phosphate pathway regulation of Corynebacterium
glutamicum.

Since many years the gram-positive bacterium Corynebacterium glutamicum is used for the
technical production of amino acids like L-glutamate and L-lysine. As for the biosynthesis of
these amino-acids also NADPH is needed, the purpose of this doctorial dissertation was to
study the regulation of the pentose phosphate pathway.

The first two enzymes of the pentose phosphate pathway, the glucose-6-phosphate
dehydrogenase and the 6-phosphogluconate dehydrogenase were isolated from C. glutamicum
and characterized. According to biochemical investigations, the glucose-6-phosphate
dehydrogenase consists of two different protein-subunits, which are encoded by the adjacent
zwf- and opcA-genes.

The glucose-6-phosphat-dehydrogenase operates according to an ordered Bi-Bi-mechanism,
whereas the 6-phosphogluconate dehydrogenase operates according to a Theorell-Chance
ordered Bi Ter mechanism. In the case of both enzymes NADPH competes with NADP for
the cofactor binding site, whereby the competitive inhibition constants of NADPH are similar
to the Michaelis-constants of NADP; these constants are all around 15 pM to 40 pM. As the
intracellular concentrations of NADP and NADPH are between 100 pM and 370 pM and
therefore significantly greater than the corresponding kinetic constants, both enzymes are
influenced by the NADPH/NADP-concentration ratio in vivo. In the case of a leucine-
auxotrophic strain of C. glutamicum, this ratio increased fourfold, which showed that the
NADPH/NADP-concentration ratio is very important for the in vivo regulation of the pentose
phosphate pathway.

On the basis of the kinetic data a model was deduced, which allows the calculation of the in
vivo activity of the glucose-6-phosphate dehydrogenase from the intracellular concentrations
of glucose-6-phosphate, NADP and NADPH. The obtained specific activities of around
10x10™ units per mg dry weight were in full accord with the same fluxes determined by NMR
after 13(}Iabelling.

The in vivo activity of the glucose-6-phosphate-dehydrogenase was a factor of 4 to 8 smaller
than the maximal in vitro activity in the case of substrate saturation. As a smaller intracellular
NADPH/NADP-concentration-ratio leads to an increased activity of both dehydrogenases of
the pentose phosphate pathway, it is likely, that NADPH does not limit lysine production of

C.glutamicum.
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Einleitung

1 Einleitung

Corynebacterium glutamicum ist ein gram positives, keulenformiges Bakterium, welches zur
Untergruppe der Actinomyeten gehort (Liebl, 1992). Der Wildstamm produziert unter be-
stimmten Bedingungen, wie Biotin-Limitierung (Shiio et al., 1962) oder Temperaturerhthung
(Gourdon et al., 1999) L-Glutamat. Durch gentechnische Verinderungen konnte erreicht wer-
den, dall Corynebacterium glutamicum auch essentielle Aminosiuren wie L-Lysin (Schrumpf,
B., 1992), L-Threonin (Eikmanns et al. 1991a) und L-Isoleucin (Morbach et al., 1995 und
Colon et al., 1995) ins Nahrmedium ausscheidet. Die mikrobielle Herstellung von Aminosiu-
ren hat den Vorteil, da8 nur die biologisch relevanten L-Enantiomere der Aminosiuren gebil-
det werden, so daB3 dieses biotechnologische Verfahren gegeniiber chemischen Verfahren, bei
denen aufwendige Racematspaltung durchgefiihrt werden mugR, vorteilhaft ist. Somit erlangte
Corynebacterium glutamicum als Aminoséureproduzent eine groBe industrielle Bedeutung.
Essentielle Aminosduren wie L-Lysin, L-Threonin und L-Isoleucin sind als Futtermittelzusatz
wichtig, da durch Aminosdure-Supplementierung die Futterqualitit verbessert werden kann.
Aminosduren werden jedoch auch in der Nahrungsmittelindustrie (L-Glutamat), als Vorstufe
zur Synthese von Parmaka und als Zusitze zu Infusionslosungen verwendet (Leuchtenberger,
1996).

Bisher konnte eine Steigerung der Lysin-Produktion mit C. glutamicum hauptsichlich durch
Zufallsmutagenese, durch den Einsatz von Substratanaloga beim Screening und durch gezielte
Eingriffe in die Lysin-Biosynthesewege erreicht werden. So konnten beispielsweise die
Lysin-Produzenten durch Mutation mit N-methyl-N “-nitro-N-Nitrosoguanidin und Selektion
bei Anwesenheit des Lysin-Analogons S-(B-aminoethyl)-L-cystein (AEC) gewonnen werden.
Diese Stimme waren in der Aspartat-kinase so verindert, daf} dieses Enzym nicht mehr durch
Lysin und Threonin Feedback-inhibiert wird (Schrumpf et al., 1992). Auch konnte die Lysin-
produktion durch Uberexpression der Dihydropicolinat-Synthase (dapA) erhoht werden
(Eggeling et al., 1998). Die bei C. glutamicum erzielten Erfolge bei der Aminossureproduk-
tion werden mit der relativ einfachen Regulation der Aminosiurebiosynthese in diesem Orga-
nismus in Verbindung gebracht (Liebl, 1992).

Neben der Regulation des Biosynthese Weges hat auch der Zentralstoffwechsel einen starken
EinfluB auf die Lysin-Produktion, da er die Vorstufen liefert. Im Falle von Lysin sind dies
Pyruvat und Oxalacetat (Lengeler et al., 1999). Auch liefert er die erforderlichen Reduktions-
(NADPH) und Energie—Aquivalente (ATP). Man kann daher erwarten, dafl die Bereitstellung
dieser Vorstufen einen entscheidenden Einfluf auf die Lysin-Produktion und -Ausbeute hat.

Erste Erfolge auf diesem Gebiet konnten durch Verinderungen im Bereich der anapleroti-
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schen Reaktionen des Citronensdure-Cyclus erzielt werden. Wenn die Pyruvat-Carboxylase
durch Biotin-Mangel in ihrer Aktivitit limitiert wird, fiihrt dies zu einer verringerten Lysin-
Produktion, welches die Wichtigkeit einer ausreichenden Oxalacetat-Versorgung hervorhebt
(Peters-Wendisch, 1996). Die Lysin-Produktion ist ebenfalls bei Pyruvat-Kinase negativen
Mutanten geringer (Gubler et al., 1994), da in diesem Fall zwar noch Pyruvat durch das Phos-
photransferase-System (PTS) gebildet wird (Malin & Bourd, 1991), welches jedoch nicht
mehr fiir eine Lysin Uberproduktion ausreicht. Mit Hilfe der '*C-Markierungstechnik konnte
auf der anderen Seite festgestellt werden, daf3 die anaplerotische Nettoreaktion von Pyruvat
zum Oxalacetat durch die entgegengerichtete PEP-Carboxykinase-Aktivitit reduziert wird
und somit auch die Bereitstellung von Oxalacetat fiir die Lysin-Biosynthese. Durch Herstel-
lung einer PEP-Carboxykinase Deletionsmutante konnte die Lysin-Produktion um ca. 20-50
% gesteigert werden (Eikmanns und Petersen).

Ein anderer Aspekt ist die Bereitstellung von NADPH fiir die Lysin-Produktion. Pro Molekiil
Lysin werden fiir die Biosynthese 4 Molekiile NADPH benétigt, so daB NADPH ein limitie-
render Faktor der Lysin-Biosynthese sein konnte. NADPH wird im Zentralstoffwechsel durch
unterschiedliche Enzyme gebildet (Abb.1), die jedoch, je nach Stamm und Wachstumsbedin-
gungen, zu unterschiedlichen Anteilen zu der Gesamt-NADPH-Bildung beitragen (Marx,
1997).

Als NADPH-Produzent wire ein anaplerotischer Reaktionszyklus bestehend aus Pyruvat Car-
boxylase, Malat-Dehydrogenase und Malat-Enzym denkbar, bei dem NADPH aus NADH
gebildet wird. Anders als beim Wachstum auf Glucose (Cocaign-Bousquet & Lindley, 1996),
wird diesem anaplerotischen Zyklus allerdings beim Wachtum auf Lactat (Cocaign-Bousquet
& Lindley, 1994) und Fructose (Dominguez, 1998) eine Bedeutung zugesprochen. Die ge-
ringe Bedeutung des Malat-Enzyms beim Wachstum auf Glucose wurde auch durch die *C-
Markierungstechnik bestdtigt (Petersen). Da C. glutamicum im Gegensatz zu E. coli keine
Transhydrogenase besitzt (Vallino, 1991; Kinoshita & Tanaka, 1972), ist eine direkte Uber-
tragung der Elektronen von NADH auf NADP nicht méglich.
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Abb.1: NADPH produzierende Prozesse in C.glutamicum. Wiahrend der Lysin-Produktion
ist der oxidative Teil des Pentosephosphatweges der Haupt NADPH-Lieferant der
Zelle. Die Glutamat-Dehydrogenase und die Lysin-Produktion sind grole NADPH
Verbraucher. Abkiirzungen: 1: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase; 2: 6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenase; 3: Malat-Enzym; 4: Isocitrat-Dehydrogenase; 5: Glutamat-

Dehydrogenase

Als wichtigste NADPH-Lieferanten in C.glutamicum beim Wachstum auf Glucose sind daher
die Isocitrat-Dehydrogenase und der oxidative Teil des Pentosephosphatweges anzusehen.
Der Stoffluf8 durch den Pentosephosphatweg, und somit auch die NADPH Produktion durch

diesen Stoffwechselweg ist bereits ausfiihrlich mit Hilfe der °C -Markierungstechnik unter-
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sucht worden (Marx et al. 1996, 1997 & 1999). Demzufolge wird der StofffluB durch den
oxidativen Teil des Pentosephosphatweges im Wesentlichen durch NADPH Verbrauch und
Produktion bestimmt. Ist die Aktivitdt des Citrat-Zyklus hoch, wie z.B. wihrend der Gluta-
mat-Produktion mit C. glutamicum, findet eine verstirkte NADPH-Bildung durch die Iso-
citrat-Dehydrogenase statt, so da die Pentosephosphatweg-Aktivitit sinkt. Wihrend der
Lysin-Produktion, die viel NADPH verbraucht, konnte eine stark erhdhte Pentosephosphat-
weg-Aktivitdt festgestellt werden (Marx et al., 1997). In diesem Fall ist der Pentosephosphat-
weg der Haupt NADPH-Lieferant der Zelle (Marx et al., 1997). Auch bei der Riboflavin-Pro-
duktion mit Bacillus subtilis konnte eine vergroferte Pentosephosphatweg-Aktivitit im Ver-
gleich zum Wildtyp festgestellt werden, welches sich durch den vergroBerten NADPH-Bedarf
bei der Purin-Biosynthese erkldrt (Sauer et al., 1996).

Durch ein stochiometrisches Stoffwechselmodell von E.coli konnte zudem gezeigt werden,
dafl die NADPH-Produktion durch den Pentosephosphatweg mit ansteigendem ATP-Bedarf
fir "Maitenance” weniger wichtig wird (Varma & Palsson, 1993). Das wird dadurch verur-
sacht, dal} der StofffluBl durch den Citrat-Cyclus bei steigendem ATP-Bedarf und somit auch
die NADPH-Produktion durch die Isocitrat-Dehydrogenase groBer werden. Dies stimmt mit
dem beim Wachstum auf Fructose im Vergleich zu Glucose verringerten Flu durch den
Pentosephosphatweg von Corynebacterium melassecola iiberein, da beim Wachstum auf
Fructose der ATP-Bedarf durch "Maitenance” groBer ist (Pons et al., 1996).

Eine interessante Fragestellung ist, ob es sich bei NADPH um einen limitierenden Faktor der
Lysin-Bildung handelt. Auf der einen Seite wurde gefunden, daf eine starke NADPH-Bildung
bei Verwendung von Gluconat als einziger Kohlenstoffquelle nicht zu einer Steigerung der
Lysin-Produktion fiihrt, welches suggeriert, dal NADPH kein limitierender Faktor ist
(Vallino & Stephanopoulos, 1994). Auf der anderen Seite konnte jedoch gezeigt werden, daB3
die spezifische Lysin Produktionsrate sich unter bestimmten Bedingungen vergréBert, wenn
ein Gemisch aus Glucose und Gluconat als Kohlenstoffquelle verwendet wird (Lee et al.,
1998). Durch "°C -Markierungstechnik (Marx et al. 1996, 1997 & 1999) konnte zwar eine
liberschiissige NADPH-Produktion festgestellt werden, die jedoch eher auf bisher nicht be-
riicksichtigte NADPH verbrauchende Prozesse schliefen 1d68t. So wurde in C.glutamicum eine
membrangebundene NADPH-Oxidase-Aktivitéit gefunden (Matsushita, 1998). C.glutamicum
konnte wie E.coli (Scott et al., 1987; Lynch&Lin, 1996) eine NADPH abhingige Glutathion-
Peroxidase besitzen, die an den Prozessen zur Peroxid-Entgiftung beteiligt ist. Ein wichtiges
Resultat von NADPH Bilanzierungsstudien (Marx, 1997a) ist, daf bei Lysin-Bildung ein

deutlich reduzierter NADPH-UberschuB festgestellt werden konnte, der bei Beriicksichtigung
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bisher unbekannter NADPH verbrauchender Prozesse darauf hinweist, dal die NADPH-Be-
reitstellung einen limitierenden Faktor der Lysin-Biosynthese darstellen konnte. Da es sich
beim Pentosephosphatweg um den wichtigsten NADPH-Lieferanten unter Lysin-Produktions-
Bedingungen handelt, ist in diesem Zusammenhang eine Untersuchung der Regulation dieses
Stoffwechselweges interessant.

Die starke Abhidngigkeit der Aktivitit des Pentosephosphatweges vom NADPH Bedarf ld6t
darauf schlieBen, daB die intrazellulire Konzentration dieses Metaboliten einen starken Ein-
fluB auf die Aktivititen der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenasen
ausiibt. Tatsdchlich nimmt das NADPH/NADP-Konzentrations-Verhéltnis eine zentrale Posi-
tion bei der Regulation dieses Stoffwechselweges ein. Steigt das Verhiltnis an, so werden die
Aktivitdten der beiden Enzyme gehemmt, da NADPH bei den meisten bisher untersuchten
Organismen ein kompetitiver Inhibitor beziiglich des Substrats NADP" ist (Levy, 1979;
Rosemeyer, 1987). Aber auch ATP hemmt die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und die 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase vieler Organismen (Levy, 1979; Kato et al., 1979). Aus
Glucose-Puls Experimenten mit der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurde geschlossen, dal3
NADPH und ATP die wichtigsten Inhibitoren der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluco-
nat-Dehydrogenase sind (Vaseghi, 1999) und somit den FluB8 durch den Pentosephosphatweg
wesentlich beeinflussen. Auf der anderen Seite konnte fiir E.coli gezeigt werden, da3 der
Stoffflul durch die Glycolyse stark durch das ATP/ADP-Verhiltnis gesteuert wird (Koeb-
mann et al., 1999). Dies 148t allgemein vermuten, dal3 Schliisselmetabolite wie Energiedqui-
valente und Reduktionsidquivalente einen groBen Einfluf auf die StofffluBverteilung zwischen
Glycolyse und Pentosephosphatweg haben.

Aber auch Zuckerphosphate, wie Fructose-1,6-bisphosphat, D-Glycerinaldehyd-3-phosphat
und Ribulose-5-phosphat, spielen eine Rolle bei der Regulation der Glucose-6-phosphat-De-
hydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (Sugimoto & Shiio, 1987a & 1987
b; Kato, 1979). Bei einer Ribulose-5-phosphat-Epimerase Defektmutanten von E. coli wird
die Hemmung des oxidativen Teils vom Pentosephosphatweg der Hemmung der 6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenase durch das sich anstauende Ribulose-5-phosphat zugeschrieben
(Juhnke, 1996), wobei die Zellen anfilliger fiir Redoxstre3 werden. Bei C. glutamicum konnte
am Beispiel von exponentiell auf Glucose und Fructose wachsenden Zellen gezeigt werden,
dall bei geringerem Pentosephosphatweg-FluB3 im Falle von Fructose als C-Quelle die intra-
zelluldren Fructose-1,6-bisphosphat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Konzentrationen

erhoht waren (Dominguez, 1998). Dies macht die in vivo Relevanz der Hemmung der Glu-
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cose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durch diese
Zuckerphosphate wahrscheinlich.

Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus Bickerhefe wird durch Palmitoyl CoA inhibiert
(Taketa et al., 1974). Diese Hemmung kann als negative Feedback-Hemmung der Fettsiure-
Biosynthese verstanden werden, die anzeigt, daB kein weiterer Bedarf an NADPH fiir die
Fettsdure-Bildung notwendig ist. Palmitoyl CoA hemmt die Glucose-6-phosphat dehydroge-
nase von Bickerhefe nicht nur durch Veridnderung der Konformation des Enzyms, sondem
auch durch Verédnderung der Quartirstruktur (Kawaguchi & Bloch, 1974), welches zeigt, daB
eine Regulation auch durch Beeinflussung von Protein-Protein Wechselwirkungen erfolgen
kann. Bei Saccharomyces cerevisiae, Erbsen und Sojabohnen bilden die Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase wahrscheinlich einen Komplex,
wobei Metabolit-Channeling auftritt (Debnam et al., 1997). Durch Assoziations-Dissozia-
tions-Gleichgewichte solcher Multienzymkomplexe besteht die Moglichkeit einer zusitzli-
chen Regulationsebene des oxidativen Teils vom Pentosephosphatweg (Wilson, 1980). Bei
Rattenzellen vergroiert PDGF (“Platelet Derived Growth Factor”) und EGF (‘Epidermal
Growth Factor”) die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, wobei bei permeabili-
sierten Zellen die Freisetzung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase stimuliert wird (Tian et
al., 1998). Dies 4Bt vermuten, dal die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in diesen Zellen
an intrazelluldre Strukturen gebunden ist, und daB hierdurch die Aktivitit des Enzyms beein-
flufit wird.

Die Regulation des oxidativen Teils vom Pentosephosphatweg erfolgt nicht nur durch intra-
zelluldre Metabolite und durch Beeinflussung der Quartitstruktur der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, sondern auch durch die Verinde-
rung der intrazelluldren Konzentrationen dieser Enzyme. Bei E. coli wurde festgestellt, daB3
die spezifischen Aktivitdten der beiden Enzyme beim Wachstum auf Glucose (Verdoppe-
lungszeit 1 h) im Vergleich zum Wachstum auf Acetat (Verdoppelungszeit 4 h) um das 4- bis
5-fache ansteigen (Wolf, et al. 1979). Dies stimmt mit Saccharomyces cerevisiae (Nissen et
al., 1997) und Bacillus subtilis (Sauer et. al, 1997) iiberein, bei denen der Stoffflul durch den
Pentosephosphatweg bei Glucose limitierter kontinuierlicher Kultivierung mit der Verdiin-
nungsrate ansteigt. Auch bei Ratten-Zellen stieg die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Ak-
tivitdt nach Wachtums-Stimulation durch den “Epidermal Growth Factor” an (Stanto et al.,
1991 ; Tian et al., 1994).

Die spezifische Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wird zudem durch die Kon-

zentrationen von Sauerstoffradikalen beeinfluf3t. Bei menschlichen Zellen ist bei einem durch




Einleitung

Sauerstoff-Radikale verursachten oxidativen Stref die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-De-
hydrogenase erhoht (Ursini et al., 1997). Auch bei Mikroorganismen iibernehmen die Glu-
cose-6-phosphat-Dehydrogenase und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase eine wichtige
Rolle bei der Radikal-Entgiftung, da sie NADPH bilden, welches die fiir die Radikal-Reduk-
tion notwendigen Elektronen zur Verfiigung stellt (Juhnke et al., 1996). Somit erklirt sich,
daB bei E. coli die zwf-Expression durch soxR, einem durch Radikale aktivierbaren FeS-Pro-
tein (Lengeler et al., 1999), reguliert wird und somit durch Superoxid bildende Agenzien er-
hoht wird (Greenberg et al., 1991). Dagegen wird die Aktivitit der 6-Phosphogluconat-Dehy-
drogenase auf Translationsebene reguliert. Bei E. coli konnte auf der gnd-mRNA (mRNA der
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase) eine anti-Shine Dalgarno-Sequenz gefunden werden,
durch die die Translations-Initiations-Geschwindigkeit reduziert wird (Baker & Wolf, 1984
und Carter-Muenchau&Wolf, 1989). Der Effektor dieser Regulation konnte bisher allerdings
noch nicht identifiziert werden.

Im Falle von C. glutamicum ist die spezifische Aktivitidt der 6-Phosphogluconat-Dehydroge-
nase bei Verwendung von Gluconat anstelle von Glucose als Kohlenstoffquelle erhoht
(Vallino & Stephanopoulos, 1994), welches zeigt, daB auch bei C. glutamicum unter be-
stimmten Bedingungen eine Regulation des Pentosephosphatweges durch Variation der En-
zym-Konzentrationen erfolgt. Beim Wachstum auf Fructose im Vergleich zu Glucose blieben
die spezifischen Aktivititen der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenasen
von C. glutamicum allerdings unveridndert (Dominguez et al., 1998).

Obwohl die durch die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase katalysierte Oxidation von Glu-
cose-6-phosphat zu 6-Phosphoglucono-6-lacton reversibel ist, wird sie jedoch durch die
spontane exergonische Hydrolyse des Lactons zum 6-Phosphogluconat insgesamt irreversibel
(Levy, 1979 und Debnam et al., 1997). Da die Reaktion weit vom Gleichgewicht entfernt ist
(Greenbaum et al, 1971 und Gumaa & McLean, 1969), ist sie zudem der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt des Pentosephosphatweges. Dagegen ist die oxidative Decarboxylierung
von 6-Phosphogluconat reversibel (Silverberg & Dalizel, 1975, Toews et al., 1976), was be-
deutet, daB die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase die Schrittmacherreaktion des oxidativen
Teils vom Pentosephosphatweg katalysiert und daher ein Hauptkontrollpunkt dieses Stoff-
wechselweges sein sollte (Voet, 1992).

Da es sich beim Pentosephosphatweg um den wichtigsten NADPH-Lieferanten wihrend der
Lysin-Produktion bei C. glutamicum handelt (Marx et al., 1997), und eine NADPH Limitie-
rung nicht ausgeschlossen werden kann, war es das Ziel dieser Arbeit die Regulation der Glu-

cose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durch intrazel-
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luldre Metabolite zu untersuchen. Hierzu war es zunichst erforderlich beide Enzyme zu isolie-
ren und kinetisch hinsichtlich regulierend wirkender Metabolite zu untersuchen. Im zweiten
Teil der Arbeit wurden dann die intrazelluldren Konzentrationen relevanter Metabolite wie
NADP, NADPH und Glucose-6-phosphat bestimmt. Auf Basis der ermittelten kinetischen
Daten wurde ein enzymkinetisches Modell erstellt, welches unter Beriicksichtigung intrazel-
luldrer Metabolit-Konzentrationen die Vorhersage des Kohenstoffflusses durch den Pentose-
phosphatweg ermdglicht. Die Untersuchungen wurden sowohl mit kontinuierlich kultivierten
Zellen (Glucose-Limitierung), als auch mit exponentiell unter Batch-Bedingungen kultivierten
Zellen (Glucose-UberschuB) durchgefiihrt. Auf der einen Seite sollte eine direkte Beziehung
zu den bereits durchgefiihrten StoffluBanalysen durch die '*C-Markierungstechnik hergestellt
werden (Marx, 1997) und auf der anderen Seite ein Einblick in die Abldufe wihrend der indu-

striell relevanten Batch-Produktionsprozesse gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Wenn nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien von Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

und Roche (Mannheim, Deutschland) bezogen.

2.2 Bakterienstimme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Corynebacterium glutamicum Stimme und
Plasmide sind in Tab. 1 und Tab. 2 aufgefiihrt.

Beim ATCC 13032 handelt es sich um den C. glutamicum Wildtyp, wihrend der Stamm
MH20-22B, der durch Mutagenese mit N-methyl-N -nitro-N-Nitrosoguanidin und Selektion
bei Anwesenheit des Aspartat-Analogons S-(B-aminoethyl)-L-cystein (AEC) erhalten wurde,
ein Lysin-Produktionsstamm ist. Die Stimme LE 4 und MH20-22B, sowie die homologe und
die heterologe GLUDH-Mutante sind isogen. Der Stamm LE 4 scheidet jedoch kein Lysin
aus, da er im Gegensatz zum Stamm MH20-22B die Wildtyp Aspartat-Kinase besitzt, die
durch L-Lysin gehemmt wird. Die heterologe GLUDH-Mutante enthilt Plasmid-kodiert die
NAD abhingige Glutamat-Dehydrogenase aus Peprostreptococcus asaccharolyticus (Marx,
1999), wihrend die homologe GLUDH-Mutante ebenfalls plasmid-codiert die NADP abhiin-
gige Glutamat-Dehydrogenase aus Corynebacterium glutamicum (Marx, 1999) enthilt. Bei

beiden Stdmmen ist die chromosomale Glutamat-Dehydrogenase deletiert worden.

Tab. 1: In den verwendeten Stimmen vorkommende Plasmide. Abkiirzungen: " Resistenz;

ori=origin of replication; P = Promotor; lacl = lac-Repressor.

Plasmid

PEKEx2 Pendel- und Expressionsvektor, Eikmanns et al., 1991b
Kanamycin', lacI%, tacP, ori pBLI, ori colE1

PEKO Kanamycin', ori pBL1, ori colE] Eikmanns et al., 1991b
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Tab.2 Verwendete C. glutamicum Stimme und deren Eigenschaften. Abkiirzungen:
GLUDH: Glutamat-Dehydrogenase, p: Plasmid, * Resistenz; Fbr: Feedback resistent,

Fbs: Feedback sensitiv

Eigenschaften Referenz

Stamm

ATCC 13032 Wildtyp, Naldixin’ Abe et al., 1967

MH20-228B Lysin-Produzent, Aspartat-Kinase (Fbr), Menkel et al. 1989
Isopropylmalat-Dehydratase negativ

LE4 Nichtausscheider, Aspartat-Kinase (Fbs), Schrumpf et al. 1992
Isopropylmalat-Dehydratase negativ

Heterologe GLUDH-Mutante MH20-22BAgdh pEK 1.9gdh Marx et al. 1999

Homologe GLUDH-Mutante  MH20-22BAgdh pEKExpgdh-1 Marx et al. 1999

2.3 Stammhaltung

2.3.1 Vorkultur

Die Vorkultivierung der Zellen erfolgte in Bacto Brain Heart Infusion Medium (Difco
Laboratories, Detroit, USA) fiir 15 h bei einer Temperatur von 30°C. Bei der homologen und
heterologen GLUDH-Mutante enthielt die Vorkultur zusitzlich 20 pg/ml Kanamycin, um den
Verlust der in diesen Stdmmem enthaltenen Plasmide (Tab. 1) zu verhindern. Vor dem
Animpfen der Hauptkultur (Tab. 3) wurden die Zellen zweimal mit Saline (0,9 % NaCl) ge-

waschen.

2.3.2 Hauptkultur

Die Zusammensetzung der Minimal-Medien zur Chemostat-Kultivierung der homologen und
heterologen GLUDH-Mutante sowie zur Batch-Kultivierung der Stimme MH20-22B, LE 4
und ATCCI13032 ist Tab. 3 zu entnehmen. Bei der Kultivierung aller Stimme wurde ein
Laborfermenter (Infors AG, Bottmingen, Switzerland) verwendet. Das Kulturgefil wurde
gemil dem Originalgefdl der Firma Infors angefertigt (Glasbliserei des Forschungszentrums
Jiilich), enthielt aber einen zusitzlichen Ausgang (Abb. 5), der mit einem Septum verschlos-
sen war, um die schnelle Probennahme zur Metabolitpool-Bestimmung zu erméglichen. Zur
Kontrolle des Verlaufs der Zellkultivierung erfolgte die Aufzeichnung des pH-Wertes, des
Sauerstoffpartialdrucks, der Temperatur, des Luft-Zustroms (in I/min) und der Riihrgeschwin-
digkeit mit einem PC unter dem Betriebssystem WINDOWS (Microsoft, Redmond, WA,
USA), wobei das MeBdatenerfassungsprogramm MEDUSA (A. Hartbrich, Forschungszen-
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trum Jiilich) verwendet wurde. Der Sauerstoffpartialdruck wurde auf einen Wert von 30 %
einreguliert, um eine Sauerstoff-Limitierung der Zellen zu vermeiden. Hierzu erfolgte die
online Messung des Sauerstoffpartialdrucks amperometrisch mit einer Pt-Ag-Elektrode (Mo-
dell 768-0,, Ingold AG, Frankfurt). Die Kulturen wurden mit synthetischer Luft begast (20%
Sauerstoff und 80 % Stickstoff), wobei die Zuluft iiber einen Massenstromregler (Brooks In-
strument B.V., Veenendaal, Niederlande) gesteuert wurde. Der pH-Wert wurde bei allen Zell-
Kultivierungen durch automatisierte Zudosierung von 5 M Natronlauge auf 7,0 einreguliert.
Die Temperatur betrug in allen Fillen 30°C.

Zur Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehydroge-
nase wurde der Wildtyp von C. glutamicum (ATCC 13032) aerob in 2,5 | Minimalmedium
(Tab. 3) bei 30°C kultiviert. Die Zellen wurden in der spiten exponentiellen Wachstumsphase
geerntet, 15 min lang abzentrifugiert (6400 g und 4°C) und mit 100 mM TRIS/HCI Puffer pH
7.5, der zusitzlich 10 mM MgCl; enthielt, gewaschen. Die Zellen wurden dann bis zum Ge-
brauch bei -20°C gelagert.

Um eine direkte Vergleichbarkeit zu den bereits durchgefiihrten *C-Markierungs-Experi-
menten zu ermoglichen (Marx, 1999), wurden die homologe und die heterologe GLUDH-
Mutante (Tab. 2) im Chemostaten unter Glucose-Limitierung mit einer Verdiinnungsrate von
0,09 h”! kultiviert. Die Zufiihrung des Mediums (Tab. 3) und die Entfernung der Kulturfliis-
sigkeit erfolgte durch peristaitische Pumpen (Watson Marlow). Die Probennahmen zur Meta-
bolitpoolbestimmung (Abschnitt 2.16), zur Quantifizierung der spezifischen Enzymaktivititen
(Abschnitte 2.7 bis 2.10) und zur Trockengewichtsbestimmung (Abschnitt 2.5) erfolgte wih-
rend der sationédren Phase nach 5 Verweilzeiten.

Bei der Batch-Kultivierung der Leucin auxotrophen C.glutamicum-Stamme MH20-22B und
LE4 enthielt das Medium nur 150 mg/l Leucin (Tab.3), welches dazu fiihrte, daff die vorge-
legte Glucose (30g/l) nach der exponentiellen Wachstumsphase bei einsetzender Leucin-Li-
mitierung nocht nicht vollstindig verbraucht war. Trotz ausreichender Glucose-Versorgung
sank die Wachstumsrate nach Leucin-Limitierung stark ab (Ubergangsphase) bevor schlie-
lich die stationdre Phase erreicht wurde. Das Medium (2 | Kulturvolumen) wurde mit einer
hohen OD von 3,5 angeimpft, so daBl bereits nach 15 h die stationdre Phase der Batch-Kultur
erreicht wurde. Die Probennahmen zur Metabolitpoolbestimmung, zur Quantifizierung der
spezifischen Enzymaktivitdten und zur Trockengewichtsbestimmung erfolgte zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten der Batch-Kultivierung. Es wurde darauf geachtet, dal Proben ge-
nau zum Zeitpunkt der einsetztenden Leucin-Limitierung entnommen wurden, da in dieser

kurzen Phase, im Rahmen einer “Stringent Response” (Cashel et al., 1996), groBle Verinde-
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rungen im Stoffwechsel zu erwarten waren. Zur Bestimmung dieses Zeitpunktes wurde die

CO,-Konzentration in der Abluft genau verfolgt, wobei die online CO,-Konzentrationsmes-

sung durch Infrarotspekiroskopie (BINOS 1, Leybold-Heraeus) erfolgte. Eine Plateauisierung

der COy-Konzentration, die wihrend der exponentiellen Wachstumsphase kontinuierlich an-

stieg, zeigte die einsetzende Leucin-Limitierung an.

Tab. 3: Zusammensetzung der Medien (modifiziert nach Schrumpf et al, 1992) bei den
durchgefiihrten Zell-Kultivierungen der Stimme ATCC13032, MH20-22B und LE4,

sowie der homologen und heterologen GLUDH-Mutanten.

ATCC13032 homol. und heterol. | MH20-22B und LE4
GLUDH-Mutante
Substanz Menge pro |
(NH4),S0, 20¢g 40g 20g
KH,PO, lg lg lg
K,HPO, lg lg lg
MgSQO4 x 7 H,O 025¢ 0.25¢ 025 ¢
CaCl, 10 mg 10 mg 10 mg
Biotin 0.2 mg 0.2 mg 0,2 mg
Protocatechuat 30 mg 30 mg 30 mg
FeSO,x 7 H,O I mg I mg I mg
MnSO, x H,O 1 mg I mg I mg
ZnSO,x 7 H,O 0.1 mg 0.1 mg 0.1 mg
CuSOy 0.02 mg 0.02 mg 0.02 mg
NiCl, x 6 H-O 0.002 mg 0.002 mg 0.002 mg
HCI 1.2¢g 1.2g 1.2¢g
Polypropylen-Glycol 02¢g 02¢g 02¢g
tritriplex 11 75 mg 75 mg 150 mg
Glucose 100 g 7.5 g glucose 30¢g
Kanamycin - 20 mg -
monosulfat
KCl - lg -
Leucin - 150 mg 150 mg
IPTG - 2.1pg -
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2.4 Bestimmung der Biomassekonzentration

Die Biomassekonzentration wihrend der Zell-Kultivierungen wurde photometrisch bei 600
nm ermittelt. Hierzu wurde die Zellsuspension mit Aqua dest. so weit verdiinnt, daB die opti-
sche Dichte nicht groBer als 0,2 war. Die optische Dichte war dann proportional zur Biomas-

sekonzentration. Der Nullwert diente optische Dichte von reinem Wasser.

2.5 Trockengewichtsbhestimmung

Zur Trockengewichtsbestimmung wurden 10 ml Kulturfliissigkeit in vorgewogenen Glasréhr-
chen abzentrifugiert (10 min, 3000 g, Sepatech Minifuge RF (Heraeus,Hanau)), zweimal mit
20 mM Ammoniumacetat gewaschen und anschliefend fiir 48 h bei 110 °C getrocknet. Am-
moniumacetat ist ein fliichtiges Salz und daher bei der Trockengewichtsbestimmung vorteil-

haft.

2.6 Bestimmung der Glucose-, Aminosdiure-, a-Isopropylmalat- und Lactat-Konzentrationen

im Uberstand

Die Glucose-Konzentration im Medium wurde durch einen optischen Test bestimmt (Kunst,
1984). Dabei wird Glucose zunichst durch Hexokinase unter ATP-Verbrauch phosphoryliert
und anschlieBend in der Indikatorreaktion durch die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase oxi-
diert. Die durch NADPH-Bildung verursachte Extinktionszunahme bei 340 nm ist propor-
tional zur Glucose-Konzentration.

Die Aminosiduren im Kulturiiberstand wurden durch Reversed-Phase-HPLC nachgewiesen
(Lindroth & Mopper, 1979; Jones & Gilligan, 1983). Dabei wurden 2,5 pl der Probe mit
ortho-Phthaldialdehyd automatisch mit der Computer-gesteuerten Anlage HP 1090 A (Agilent
Technologies, Waldbronn) derivatisiert und anschlieBend mit einer ODS 5 C-18-Kieselgel-
Séule (Chromatographie-Service, Langerwehe) getrennt. Es wurde ein Elutionsgradient zwi-
schen 0,1 M NaAcetat pH 7,2 und Methanol bei 40 °C und einem FluB von 0,6 ml/min ver-
wendet. Die Fluoreszenz-Detektion bei 436 nm erfolgte nach Anregung bei 243 nm.

Die Bestimmung von o-Isopropylmalat und Lactat im Uberstand erfolgte mit einem AMX
400-WB Spektrometer (Bruker Analytik GmbH, Karsruhe). Hierzu 100 pl Uberstand in 600
ul 2 mM Natrium-3-Trimethylsilyl-[2, 27, 3, 3"-D4]Propionat (Aldrich Chemicals, Milwaukee,
WI, USA; gelost in D,O) aufgenommen (Sonntag et al. 1993) und in 5 mm NMR-Réhrchen

13




Material und Methoden

(Norell, Mays Landing, NJ, USA) umgefiillt. Fiir alle lH—NMR—Messungen wurde ein inver-
ser 5 mm GRASP-Probenkopf (Bruker, Karlsruhe) verwendet und folgende MeBparameter
gewihlt: 15 s Relaxationszeit, 2 s Wasser-Unterdriickungspuls, 9 ps 90° Transmitter-Puls, 6

kHz Spektralweite, 32 k Fourier Datentransformation und 64 akkumulierte Einzelmessungen.

2.7 Zellaufschlufiverfahren

Zur Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydro-
genase erfolgte der ZellaufschluB in einer Kugelmiihle (Disintegrator S, BIOmatic, Rodgau-
Hainhausen, Deutschland). Zuvor wurden die Zellen in einem TRIS/HCI-Puffer 100 mM pH
7,5 mit 10 mM MgCl,, 0.75 mM DTT und dem Protease Inhibitor Gemisch Complete
(Roche, Mannheim, Deutschland) resuspendiert. Das Verhiltnis des Zellfeuchtgewichts zum
gesamten Suspensionsvolumen wurde auf 0,3 eingestellt. Nach Zusatz von 100 cm’ Glasper-
len mit einem Durchmesser zwischen 0,1 und 0,25 mm (Fisher scientific, Diisseldorf,
Germany) pro 100 ml Zellsuspension wurde der ZellaufschluB 12 min lang (Ringriihrer) bzw.
6 min lang (PVDF-Zylinderriihrer) bei einer Drehzahl von 5000 rpm durchgefiihrt (Abb.2).
Nach Entfernung der Glas-Perlen folgte ein Ultrazentrifugations-Schritt (235,000 g, 90 min,
4°C). Der Uberstand wurde dann als Rohextrakt fiir die Reinigung der Glucose-6-phosphat-

Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase eingesetzt.
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g 25 - 4 -
= 20 - 254
c S5 3
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Abb.2: Optimierung des Zellaufschlusses von C.glutamicum in einem Disintegrator S der
Firma BIOmatic mit einem PVDF-Zylinderrithrer bei einer Drehzahl von 5000 rpm.
Nach 5 min war der Zellaufschlu3 vollstindig. Die Proteinaktivitit wurde durch den

AufschluB3 nicht beeintrichtigt.

Zur Bestimmung der spezifischen Enzym-Aktivititen wihrend der durchgefiihrten Zell-Kulti-

vierungen (Abschnitt 2.3) erfolgte ein 5 miniitiger ZellaufschluB durch Ultraschall (UP 2008,
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Dr. Hilscher, Teltow, Germany). Zuvor wurden die Zellen sedimentiert (4000 g, 4°C) und in
50 mM Tris/HCI pH 7,5 mit 0,2 M KaliumGlutamat resuspendiert (OD=200).

2.8 Bestimmung der spezifischen Aktivitéiten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der

6-Phosphogluconat-Dehydrogenase

Das Assay-System zur Bestimmung der spezifischen Glucose-6-phosphat und 6-Phosphoglu-
conat-Dehydrogenase-Aktivititen im Rohextrakt enthielt 50 mM TRIS/HCI pH 7.5, 10 mM
MgCl;, ImM NADP und 200 mM KaliumGlutamat. KaliumGlutamat dient dazu die intra-
zelluldre Umgebung in C. glutamicum zu simulieren, da Glutamat-Konzentrationen in dieser
GroBenordnung festgestellt werden konnten (Guillouet & Engasser, 1996 und Bérmann-El
Kholy et al., 1993). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 mM Glucose-6-phosphat bzw. 1
mM 6-Phosphogluconat gestartet. Alle Messungen wurden bei 30 °C durchgefiihrt.

2.9 Bestimmung der spezifischen Aktivitit der Glutamat-Dehydrogenase.

Die Bestimmung wurde gemiB einer modifizierten Methode von Meers (Meers, 1970) durch-
gefiihrt. Das Assay-Gemisch enthielt 200 mM TRIS/HCI pH 8.0, 20 mM NH,CI, 2.7 mM
NAD(P)H und 10 mM o-Ketoglutarat. Die Abnahme der NAD(P)H-Konzentration wurde bei

einer Wellenldnge von 340 nm gemessen.

2.10 Bestimmung der Protein-Konzentrationen

Die Protein-Konzentrationen von Rohextrakten wurde spektrophotometrisch durch Coomassie
Brilliant Blau-Firbung bestimmt (Stoscheck, 1990), wobei Bovine Serum Albumin als Pro-
tein-Standard verwendet wurde. Ein Liter des Reaktionsgemisches enthielt 40 mg Coomassie
Brilliant Blau, 50 ml absoluten Ethanol und 100 ml 85 %ige Phosphorsiure. Zu 5 ml Reakti-
onsgemisch wurden bis zu 100 pl Protein-Losung hinzugefiigt. Die Messungen erfolgten in

einem Kiivettenphotometer (UV-160A Photometer, Shimadzu, Kyoto, Japan).
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2.11 Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-

Dehydrogenase

Alle Anreicherungsschritte zur Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase von C. gluramicum wurden mit einem Biosys2000 HPLC-
System durchgefiihrt (Beckman, Fullerton, USA). Nach jedem Schritt wurden in jeder Frak-
tion die Aktivititen der beiden Enzyme nach der im Abschnitt 2.8 beschriebenen Methode
durchgefiihrt, wobei ein Mikrotiter-Plattenphotometer (Spectramax 190 Plus, Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) verwendet wurde.

2.11.1 Anionenaustauschchromatographie

500 ml Rohextrakt wurden zunichst auf eine XK 50/30 Siule (Pharmacia, Freiburg,
Germany) aufgetragen, die mit dem Anionenaustauschermaterial Fractogel EMD DEAE-
650(S) (Merck, Darmstadt) gefiillt war, wobei das Bedvolumen 500 ml betrug. Die Sidule war
zuvor mit Niedrigsalzpuffer (30 mM MgCl, 0.75 mM DTT und 50 mM TRIS/HCI pH 7.5)
dqilibriert worden. Um Fremdproteine zu eluieren, wurde die Siule nach Auftragung des
Rohextraktes mit einem S#ulenvolumen des gleichen Puffers, der zusitzlich 144 mM KCl
enthielt, gewaschen. Dabei blieben sowohl die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, als auch
die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase vollstindig am Sdulenmaterial gebunden. Die Elution
der beiden Enzyme erfolgte dann durch einen linearen Salzgradienten, wobei die KCl-Kon-
zentration in einem Zeitraum von 95 min von 144 mM auf 320 mM erhoht wurde. Die FluB-
rate betrug 7.4 ml/min. Die aktiven Fraktionen wurden danach gepoolt und durch Ultrafiltra-
tion ankonzentriert (Centriprep 30 Concentrators, Amicon, Beverly, USA). Durch nachfol-
gende Verdiinnung mit Niedrigsalzpuffer (siehe oben) konnte die KCl-Konzentration auf 40
mM reduziert werden, welches wichtig war, um eine vollstindige Bindung des Proteins im

nachfolgenden Anreicherungsschritt durch Procion Rot-Sepharose zu ermdglichen.

2.11.2 Farbstoff-Affinititschromatographie

Zur weiteren Anreicherung der beiden Proteine wurde der an Sepharose gebundene Farbstoff
Procion Rot verwendet (Abb. 3), der eine hohe Affinitit zu Enzymen hat, die NADP als Ko-
faktor bendtigen. Es wird angenommen, daf sich dieser Farbstoff im Bereich der NADP-Bin-
destelle an die Enzyme anlagert und somit deren selektive Retention in der Sdule bewirkt

(Watson, 1978 und Jessup & Dean, 1981). Die vergleichsweise hohe Proteinbindekapazitit
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ermdglicht den Einsatz bereits bei hoch konzentrierten Proteinldsungen mit geringem Anrei-

cherungsgrad.

WH NH
9 OH

I

Sepharose

Abb.3: Strukturformel des an Sepharose gebundenen Farbstoffs Procion-Rot.

Die partiell aufgereinigte Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehy-
drogenase wurden nun getrennt weiter bearbeitet, wobei eine XK26/20 Sidule (Pharmacia,
Freiburg, Germany) verwendet wurde, die mit 65 ml Red Sepharose CL6B Gel (Pharmacia,
Freiburg, Germany) gefiillt war. Die Siule wurde zuvor mit Niedrigsalzpuffer (Abschnitt
2.11.1) dquilibriert. Die Elution erfolgte durch einen 590 miniitigen linearen KCI-Gradienten
von 0 bis 800 mM, wobei die FluBirate diesmal 0,87 ml/min betrug. Nach dem Poolen der
aktiven Fraktionen wurde die KCI-Konzentration wie bereits beschrieben (Abschnitt 2.11.1)
auf 10 mM reduziert, um eine vollstindige Bindung an die beim dritten Aufreinigungsschritt

eingesetzte 2°5°-ADP-Sepharose zu gewihrleisten.

2.11.3 2°5°-ADP-Sepharose Liganden-Affinitéits-Chromatographie

Die 2°5°-ADP-Ankergruppe (Abb. 4) stellt einen Teil der NADP-Struktur dar und eignet sich
daher in besonderem Mafle zur Aufreinigung NADP-bindender Enzyme (Brodelius, 1974).
Allerdings ist die Proteinbindekapazitit gering, weshalb dieses Verfahren nach der Procion-

Rot Farbstoff- Affinitits-Chromatographie als dritter Aufreinigungsschritt zum Einsatz kam.
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NHCH,CH.CH,CH,CE,CH,NH

N N

NN

Abb.4: Strukturformel von 2°5°-ADP-Sepharose.

Die eingesetzte 2°5-ADP Sepharose Matrix (Pharmacia, Freiburg, Germany), deren Bettvo-
lumen 20 ml betrug, befand sich in einer XK 16/20 Siule (Pharmacia, Freiburg, Germany), die
vorab mit dem {blichen Niedrigsalzpuffer (Abschnitt 2.11.1) #quilibriert worden war. Die
Elution erfolgte diesmal mit einem linearen NADP-Gradienten, wobei die NADP-Konzentra-
tion zwischen 0 und 2 mM variiert wurde. Die vollstindige Abtrennung des NADP erfolgte
durch wiederholte Ultrafiltrationsschritte (Centriprep 30 Concentrators, Amicon, Beverly,
USA) und durch Verdiinnungsschritte mit Niedrigsalzpuffer. Die nun vollstindig aufgerei-
nigte 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase wurde nach Schockgefrierung in fliissigem Stick-

stoff bei ~70°C gelagert.

2.11.4 Gelfiltrationschromatographie der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Im Falle der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde eine Gelfiltrationschromatographie
als vierter Aufreinigungsschritt durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Superdex G200pg Siule
(Pharmacia, Freiburg, Germany) mit einem Durchmesser von 1.6 cm und einem Bettvolumen
von 114 ml verwendet. Die Elution erfolgte in diesem Fall durch den bereits beschriebenen
Niedrigsalzpuffer (Abschnitt 2.11.1), der zusdtzlich 200 mM KCI enthielt, um eine Adsorp-
tion des Proteins an die Gelfiltrationsmatrix zu verhindermn. Die aktiven Fraktionen wurden
gepoolt und in Centriprep 30 Concentratoren (Amicon, Beverly, USA) ankonzentriert. Die
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase war sehr viel instabiler als die 6-Phosphogluconat-Dehy-
drogenase und zeigte nach Schockgefrierung und sofortigem schnellen Auftauen bereits einen
50 %igen Akuvitédtsverlust. Deshalb wurde die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase anders als
die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase nach Zusatz von 50 % (v/v) Glycerin bei —20°C gela-

gert.
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2.12 SDS-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Reinheit der Proteine wurde eine denaturierende diskontinuierliche
SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Das Trenngel enthielt
10 % Polyacrylamid und 0,375 M TRIS-HCI pH 8,8, wihrend das Sammelgel 4 %
Polyacrylamid und 0,125 M TRIS-HCI pH 6,8 enthielt. Als Laufpuffer diente 0,25 M TRIS
pH 8,3 mit 1,86 M Glycin und 35 mM SDS. Die Polymerisation wurde durch Zusatz von
N, N, N7, N'-Tetramethylethylendiamin und Ammonium-peroxo-disulfat eingeleitet. Die

Anfiarbung der Gele erfolgte durch Coomassie Brilliant Blau Firbung (Neuhoff, 1985).

2.13 N-terminale Sequenzierung und MALDI-Analyse

Die N-terminale Sequenzierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde gemiB dem
Verfahren von Edman (Edman,P. & Begg, G., 1967) durchgefiihrt, wobei ein Procise Protein
Sequenzierungs - System (Applied Biosystems, Foster City, USA) verwendet wurde. Fiir die
MALDI-MS Analyse wurde die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase tryptisch verdaut und
die Peptidmassen mit einem MALDI-TOF Reflex III (Bruker Daltronik, Bremen) bestimmt.

2.14 Native Gelelektrophorese der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Die native gelelektrophoretische Auftrennung des Rohextraktes von C. glutamicum ATCC
13032 wurde gemidl der Methode von McLellan (McLellan, 1982) in einem
HEPES/Imidazol-gepufferten Gel (43 mM Imidazol und 35 mM HEPES) bei einem pH-Wert
von 7.4 durchgefiihrt. Nach der Auftrennung wurde das Gel fiir 3 min im Glucose-6-phosphat
Assay-Gemisch aufbewahrt (Abschnitt 2.8). Da unter diesen Bedingungen bei Anwesenheit
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase das fluoreszierende Reaktionsprodukt NADPH ent-
steht, konnte das Enzym bei Bestrahlung des Gels mit Licht der Wellenldnge von 366 nm

sichtbar gemacht werden.

2.15 Kinetische Charakterisierung der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase.

Das Assay-Gemisch war mit 50 mM TES-HCI, pH 7.5 gepuffert und enthielt unterschiedliche

Konzentrationen von NADP, 6-Phosphogluconat und Glucose-6-phosphat. Wenn nicht an-
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ders beschrieben, wurden alle Enzym-Aktivitdten bei Anwesenheit von 10 mM MgCl, und
200 mM KaliumGlutamat bestimmt. KaliumGlutamat dient dazu die intrazellulire Umgebung
in C. glutamicum zu simulieren, da Glutamat-Konzentrationen in dieser GroBenordnung fest-
gestellt werden konnten (Guillouet & Engasser, 1996 und Bormann-El Kholy et al., 1993).
Die Untersuchungen wurden in einem Mikrotiter-Plattenphotometer (Spectramax 190 Plus,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt, wobei die Temperatur in allen
Fillen 30°C betrug.

Da bei graphischen Auswertemethoden wie Lineweaver-Burk oder Hanes Plots nicht alle er-
mittelten  MeBwerte  gleichermalen  gewichtet werden und somit bei der
Bestimmung von Michaelis-Konstanten, Dissoziationskonstanten und Hemmbkonstanten Feh-
ler auftreten konnen, erfolgt die weitere Auswertung nicht durch Sekundir-Plots (Segel,
1975), sondern durch nichtlineare Regression mit Hilfe des Programms Scientist (Version 2.0,

Micro Math Scientific Software, Salt Lake City, USA).

2.16 Schnelle Abstoppung des Stoffwechsels durch Methanol-Quenching und Zellextraktio-

nen zur Metabolitpool-Quantifizierung

2.16.1 Methanol-Quenching

Da die "Turnover’-Raten fiir Stoffwechselmetabolite sich im ms-Bereich bewegen (de Koning
und van Dam, 1992), mul der Metabolismus mdoglichst schnell abgestoppt werden. Deshalb
wurden ungefidhr 3 ml Zellkultur (30 °C) in einer Spritze aufgenommen, die bereits vorge-
kiihltes 60 %iges (v/v) Methanol (-58°C) enthielt (de Koning und van Dam, 1992 und Schifer
et al. 1999). Die Endtemperatur bei dieser Verfahrensweise betrug -20 °C. Das genaue Zell-
kulturvolumen wurde durch Gewichtsmessung bestimmt. Um die niedrige Temperatur im
Zeitraum zwischen der Probennahme und der nachfolgenden Zentrifugation zu halten, wurden
die Proben in speziell angefertigten vorgekiihlten Aluminiumblocken transportiert, die spezi-
ell an 50 ml Falcon-Tubes angepafite Bohrungen enthielten. Nach der Zentrifugation in einer
Kiihlzentrifuge (Avanti TM 30, Beckman, Miinchen, Deutschland) bei —20°C (5 min, 10000
rpm) erfogte die Extraktion der Zellsedimente durch Perchlorsidure oder ethanolische

Kalilauge.
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zusitzhicher
Probenentnahmestutzen
¢ °0 oo // 15 ml Methanol 60 %
oo B ° 0°€‘ / -589¢

Abb.5: Kulturgefd mit einem durch ein Septum verschlossenen Probenentnahmestutzen.
Die schnelle Abstoppung des Stoffwechsels von C. glutamicum erfolgte durch —58°C

kaltes 60 %iges Methanol, welches in einer Spritze mit Kaniile vorgelegt wurde.

Im Falle von Lactococcus lactis laufen die Zellen bei dieser Methanol-Behandlung teilweise
aus (Jensen et al., 1999), welches zu falschen Resultaten bei der Metabolitpool-Bestimmung
fithren wiirde. Um die Stabilitit von C. glutamicum wihrend der Methanol-Behandlung zu
untersuchen, wurden die Zellen unterschiedlich lange in 60 %igem Methanol bei —20°C auf-
bewahrt. Nach anschlieBender Zentrifugation bei —20°C und AufschluB durch 35 %ige
Perchlorsidure (Abschnitt 2.16.2), konnte durch Metabolitpool-Analyse festgestellt werden,
dalB3 die ermittelbaren intrazelluldren Konzentrationen von Glucose-6-phosphat und Fructose-
1,6-bisphosphat auch nach 46 min nicht abnahmen (Tab. 4). Daraus wurde geschlossen, daf
die Zellen wihrend der Methanol-Behandlung stabil bleiben, so da dieses Verfahren im Falle

von C.glutamicum fiir das Quenching des Stoffwechsels eingesetzt werden kann.

Tab.4: Ermittelbare intrazelluldre Konzentrationen von Fructose-1,6-bisphosphat und Glu-
cose-6-phosphat nach unterschiedlich langer Aufbewahrung in -20°C kaltem

60%igen Methanol.

Zeit in 60%igem Fructose-1,6-P; Glucose-6-P
Methanol
(min) intrazelluldre Konzentration (mM)
12 1498 1080
22 1316 962
29 1456 1007
38 1463 1049
46 1374 967
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2.16.2 Perchiorsdcure-Extraktion

Die nach Methanol-Quenching erhaltenen Zell-Sedimente wurden durch Zugabe von 2 ml
Perchlorsdure 35 % (w/v) (Schifer et al., 1999) und durch nachfolgende 10 miniitige Be-
handlung im Ultraschallbad (2200 sonifier, Branson Ultrasonics, Danbury, USA) extrahiert
(Hermann & Krdmer, 1996). Zelltrimmer wurden danach durch 30 miniitige Zentrifugation
bei 41000 g entfernt. Die Neutralisation des Zellextraktes erfolgte durch langsame Zugabe
von ca. 900 pl 5 M K,CO; Losung (Schifer et al., 1999). Dabei verhinderte das Entweichen
von CO; eine Erwdrmung des Extraktes. Das ausgefallene KaliumPerchlorat wurde durch
Zentrifugation abgetrennt (5000g, 10 min). Der Extrakt wurde nach Schockgefrierung in fliis-
sigem Stickstoff bei —70°C bis zur Analyse gelagert. Die Stabilitit aller in diesen Extrakten

quantifizierten Metaboliten wurde durch interne Standardisierung iiberpriift.

2.16.3 Spezielle Extraktions-Verfahren zur Quantifizierung von NADP und NADPH

Zur Quantifizierung der intrazelluldren Nicotinamid-Adenin-Dinucleotide (NADP und
NADPH) wurde das enzymatische Analyseverfahren von Bernofsky & Swan (Abschnitt
2.17.1) verwendet (Bernofsky & Swan, 1973). Da bei diesem Verfahren jedoch nicht zwi-
schen NADP und NADPH unterschieden werden kann, muBte bei der notwendigen Zellex-
traktion vermieden werden, daf diese beiden Metabolite gleichzeitig erhalten bleiben. Dies
wurde durch zwei getrennte Extraktionen (Gutmann, 1992a & Theobald, 1997) erreicht. Bei
saurer Extraktion mit Perchlorsdure (pH 1.0; 7 min, 55°C) bleibt NADP stabil, wihrend
NADPH vollstindig zerstort wird (Tab. 5) (Lowry et al., 1961 & Kaplan et al.1951); bei alka-
lischer Extraktion in ethanolischer Kalilauge (25% v/v Ethanol, pH 12.4; 3 min, 55°C) bleibt
NADPH stabil und NADP wird vollstindig zerstort (Tab. 6). Zur Stabilisierung des pH-Wer-
tes wihrend der alkalischen Extraktion wurden 500 mM Kaliumphosphat (pH 12.4) zugesetzt,
da das KsHPO4/K3PO,- Puffersystem einen pKs-Wert von 12,325 hat (Holleman & Wiberg,
1985). Bei der alkalischen Extraktion konnte gezeigt werden, daf8 die Temperaturbehandlung
3min nicht iiberschreiten darf, um eine ausreichende Stabilitit von NADH und NADPH zu
gewidhrleisten. Die Zellextraktion erfolgt unmittelbar und ist daher unabhingig von der Dauer
der Temperaturbehandlung (Abb. 6). Um jedoch die vollstidndige Zerstérung von NAD und

NADP sicherzustellen, muBite der Zeitrahmen von 3min voll ausgeschopft werden.
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Die in den Tabellen 5 u. 6 dargestellten Stabilititsuntersuchungen wurden bei allen in dieser

Arbeit durchgefiihrten Extraktionen zur Quantifizierung von NADP und NADPH vorgenom-

men.

Um den Stoffwechsel hinreichen schnell zu stoppen, wurden entweder metanolgequenchte

Zellsedimente in den vorgewirmten, nach obigen Bedingungen zusammengesetzten Extrakti-

onsfliissigkeiten resuspendiert (Batch-Kulturen der Stimme LE4 und MH20-22B), oder die

Jjeweils vorgewidrmten Extraktionsfliissigkeiten in einer Spritze vorgelegt, in die dann eine

bestimmte Menge Zellsuspension direkt aus dem Fermenter hineingesogen wurde (Chemo-

stat-Kulturen der homologen und heterologen GLUDH-Mutante).

Tab.5: Die Standardzugabe erfolgte vor 7 miniitiger Inkubation bei 55°C in Perchlorsiure.
Da die oxidierten Dinucleotide stabil bleiben, wihrend die reduzierten Dinucleotide
vollstidndig zerstort werden, liegt die Wiederfindungsrate bei ca. 50 %. Die Konzen-
trationen der reduzierten und oxidierten Dinucleotiden waren gleich gro8.

NAD NADP
Gesamt- Konzentrations- Gemessene Gesamt- Konzentrations- Gemessene
Konzentration vergréfierung Konzentrations- Konzentration vergréBerung Konzentrations-
durch den vergrolerung durch den vergréBerung
Standard Standard
uM

Zellextrakt 0,156 - 0,0415

Zellextrakt + 0,215 + 0,057 +(,059 0,102 +0,057 +0,0608

Std NAD(P)

Zellextrakt + 0,222 +0,114 +0,058 0,104 +0,114 +0,059

Std

NADPYNADPYH

Tab.6: Zellextrakte sind mit jeweils 2,46 pM Dinucleotidstandard versetzt worden und

anschlieBend 0-7 min in ethanolischem KOH pH 12,5 bei 55 °C inkubiert worden.
Man erkennt, daf} die oxidierten Dinucleotide (NAD und NADP) wihrend der alkali-

schen Extraktion vollstidndig zerstort werden, wihrend die reduzierten Dinucleotide

(NADH und NADPH) stabil bleiben.

+Std. NADH +Std +Std. NADPH +Std
2,46 uM NAD/NADH 2,46 M NADPH/NADP
jew. 2,46 uM jew. 2,46 nM
Inkubationszeit [Std}l/ | % von | [Std]/ | % von | [Std]/ | % von | [Std]/ | % von
oM erwar- nM erwar- pM erwar- uM erwar-
teter teter teter teter
Konz Konz Konz Konz
I min 2,41 98 2,41 49 2,75 112 2,55 52
3 min 2.2 89 2,29 46 2.5 102 2,6 53
5 min 2,08 85 2,47 50 2.5 102 2,45 50
7 min 2,05 83 2,25 45 2.5 102 2,3 47
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Abb. 6: Unterschiedlich lange Extraktion von C. glutamicum in ethanolischer KOH bei
55 °C. Auftragung der Konzentrationen von NADH und NADPH im Zellextrakt ge-
gen die Inkubationszeit bei 55 °C . Man erkennt, dafl die Inkubationszeit nicht linger
als 2 bis 3 min sein sollte, um eine ausreichende Stabilitidt zu gewihrleisten. Der

AufschluB der Zellen ist bereits nach kurzer Extraktion bei 55 °C vollstindig.

2.17 Bestimmung intrazelluldrer Metabolit-Konzentrationen.

Die intrazelluldren Konzentrationen wurden auf Basis des Zell-Trockengewichtes und des
Verdiinnungsfaktors wihrend der Zell-Extraktion berechnet. Fiir das intrazelluldre Volumen
von C. glutamicum wurde dabei ein Wert von 2 pl/mg Trockengewicht verwendet (Gutmann

et al., 1992b).

2.17.1 Quantifizierung von NADP und NADPH in Zellextrakten von Corynebacterium
glutamicum.

Die Konzentrationen von NADP und NADPH wurden durch das ‘enzymatic cycling”-Verfah-
ren von Bermnofsky and Swan bestimmt (Bernofsky, C. & Swan, M. ,1973).

Durch die Glucose-6-P-Dehydrogenase wird zunichst Glucose-6-P zu Gluconat-6-P oxidiert,
wodurch NADPH erzeugt wird. Durch das Oxidationsmittel Phenazinium Ethosulfat (PES)
wird NADPH dann unter PESH,-Bildung reoxidiert. Das gebildete PESH; fiihrt nun zur Bil-
dung eines Formazans, welches photometrisch bei 570 nm nachgewiesen werden kann. Die

Extinktionszunahme-Geschwindigkeit durch Formazan-Bildung ist dabei proportional zur
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NADP(H)-Konzentration. Wegen der cyclischen Struktur des Assays werden die Dinucleotide
nicht verbraucht, sondern wiederholt oxidiert und reduziert. Hierdurch kann eine hohe Sensi-
tivitit erzielt werden, so dafl Konzentrationen ab 0,1 pM bequem gemessen werden kdnnen.
Ein Nachteil liegt jedoch darin, dal zwischen reduzierten und oxidierten Dinucleotiden nicht
unterschieden werden kann. Im Falle einer vollstindigen Zerstérung der reduzierten
Dinucleotide bei saurer Zell-Extraktion und einer vollstindigen Zerstorung der oxidierten
Dinucleotide bei alkalischer Zellextraktion (Abschnitt 2.16.3) konnen jedoch trotzdem die
oxidierten und reduzierten Dinucleotide durch dieses Verfahren getrennt quantifiziert werden.

Glucose-6-phosphat 6-Phosphogluconat

NADP* NADPH+H"
PESH, PES
MTT Formazan

Abb.7: Schema zum Ablauf des enzymatischen Assays zur Quantifizierung der Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotide. Glucose-6-P wird durch die Glucose-6-P-Dehydrogenase zu 6-
Phosphogluconat umgesetzt. Das sich bildende Formazan kann bei 570 nm gemessen
werden. Abkiirzungen: Phenazine-Ethosulfat (PES); 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium bromide oder Thiazolyl blue (MTT).

2.17.2 Quantifizierung von AMP ADP und ATP

AMP, ADP und ATP wurden durch Reversed Phase HPLC quantifiziert. Dabei wurde die
Computer-gesteuerte Anlage HP 1090 A (Agilent Technologies, Waldbronn) verwendet. Es

kamen zwei unterschiedliche Verfahren zum Einsatz.
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Bei den Bestimmungen im Zusammenhang mit der homologen und heterologen GLUDH-
Muante erfolgte die Elution durch einen kombinierten Acetonitril-Salz Gradienten (Miiller et
al., 1996), wobei das folgende Puffersystem verwendet wurde:
Puffer A: 20 mM KH,PO, pH 5,2 Puffer B. 200 mM KH,PO4 pH 5,2

2,5 % Acetonitril 10 % Acetonitril

5 mM TBAHS (Tetrabutyl- 5 mM TBAHS

ammoniumhydrogensulfat)

Die Elution erfolgte bei einer Flufirate von [ ml/min iiber einen Zeitraum von 67 min durch
kontinuierliche Erhthung des Anteils von Puffer B: 0-50 % B in 30 min, 50-80 % B in 36 min
und 80 % B — 100 % B in 1 min. Als Siule wurde eine Nucleosil 100-5 C18-Sdule (250x3
mm L.D.) (Chromatographie-Service, Langerwehe) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug
10-25 pl.

Bei den Batch-Fermentationen der Stimme MH20-22B und LE4 wurde die Analyse gemiB
einem modifizierten Verfahren nach Folley (Folley et al., 1983 und Meyer et al., 1999)
durchgefiihrt, wobei die Elution iiber einen Zeitraum von 30 min isokratisch durch einen
Phosphorsiure-TEA-Puffer erfolgte, der pro Liter 2,04 ml konzentrierte Phosphorsiure (85 %
w/v) und 10 ml 0,5 M MgSO, enthielt. Der pH-Wert wurde mit ca. 5,5 ml Triethylamin auf
einen Wert von 6,5 eingestellt. Die FluBrate betrug 1,5 ml/min. Als Sdule wurde eine Hypersil
100-5 C18 ODS 5U-Séule (125%8x4 mm LD.) (Chromatographie-Service, Langerwehe) ver-

wendet. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl.

2.17.3 Quantifizierung von Glucose-6-P, Gluconat-6-P, Fructose-1,6-P;, D-Glycerinaldehyd-
3-P, Xylulose-5-P und Ribulose-5-P

Die Quantifizierung von Glucose-6-P, Gluconat-6-P, Fructose-1,6-P,, D-Glycerinaldehyd-3-
P, Dihydroxyacetonphosphat, Xylulose-5-P und Ribulose-5-P wurde mit einem Spectramax
190 Plus Mikrotiter-Plattenphotometer durchgefiihrt (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), wobei die im Bergmeyer beschriebenen Methoden (Bergmeyer, 1984) in modifizierter
Form zum Einsatz kamen. Die Quantifizierung erfolgte durch Messung der Extinktionsverin-
derungen bei 340 nm, die entweder durch eine NADH-Konzentrationsabnahme
(Dihydroxyacetonphosphat, D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und Fruktose-1,6-bisphosphat),
eine NADH-Konzentrationszunahme (Ribulose-5-phosphat und Xylulose-5-phosphat) bzw.
durch eine NADPH-Konzentrationszunahme (Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat)

verursacht werden.
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Im Falle von 6-Phosphogluconat und Glucose-6-phosphat enthielt das Assay-Gemisch neben
125 pl Zellextrakt 125 ul TEA Puffer (0,4 M, pH 7,6), 5 pl MgCl, (250 mM); 5 pl NAD (25
mM) und 10 pl 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (12 U/ml) bzw. 10 pl Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase (10 U/ml).

Das  Assay-Gemisch  zur  Quantifizierung  von  D-Glycerinaldehyd-3-phosphat,
Dihydroxyacetonphosphat und Fructose-1,6-bisphoshat enthielt neben 125 nl Zellextrakt 125
pl Puffer (0,5 M TEA, pH 7,6 mit 5 mM EDTA), 10 pl NADH (7 mM), 10 pl Glycerin-3-
phosphat-Dehydrogenase (3 U/ml), 10 ul Triosephosphat-Dehydrogenase (200 U/ml) und
Aldolase (6 U/ml). Die Reaktion wurde bei D-Glycerinaldehyd-3-phosphat durch Zugabe von
Triosephosphat-Isomerase und bei Fructose-1,6-bisphosphat durch Zugabe von Aldolase ge-
startet.

Als Standard wurde neben Fructose-1,6-bisphosphat und Dihydroxyacetonphosphat D-
Glycerinaldehyd-3-P verwendet. D-Glycerinaldehyd-3-P war jedoch nur als DL-Racemat
kduflich zu erwerben (Sigma, Deutschland). Daher wurde D-Glycerinaldehyd-3-phosphat
diethylacetal (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) als Ausgangssubstanz verwendet und durch
saure Hydrolyse in D-Glycerinaldehyd-3-phosphat liberfiihrt. 50 mg des Dicyclohexylammo-
nium Salzes von D-Glycerinaldehyd-3-phosphat diethylacetal wurden hierzu zunichst in 10
ml Wasser gelost und der pH-Wert auf 2,0 eingestellt. Nach 15 stiindiger Hydrolyse bei 37°C
wurde der pH-Wert auf 5,0 eingestellt und die Losung bei —20°C gelagert.

Fructose-1,6-bisphosphat 2199185€  b_Giycerinaldehyd-3-phosphat + Dihydroxyaceton-phosphat

D-Glycerinaldehyd-3-phosphat LN Dihydroxyaceton-phosphat

. Gly3PDH
Dihydroxyaceton-phosphat + NADH+H" 2V Glycerin-3-phosphat + NAD"

Abb.8: Assay-System  zur  Quantifizierung  von  D-Glycerinaldehyd-3-phosphat,
Dihydroxyacetonphosphat und Fructose-1,6-bisphosphat. Abkiirzungen: TPIL: Triose-
phosphat-isomerase; Gly3PDH: Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase

Ribulose-5-phosphat und Xylulose-5-phosphat wurden in einem Assay-System quantifiziert,
welches Glycylglycin-Puffer (25 mM, pH 7.4); MgCl, (6 mM); Thiamine-Pyrophosphat (220
uM); Natrium-Arsenat (4.5 mM); NAD (3 mM); Gycolaldehyd (1mM); Glycerinaldehyd 3-
phosphat-Dehydrogenase (12.8 U/ml); Transketolase (0.32 U/ml) und Ribulose 5-phosphat-
3-epimerase (2 U/ml) enthielt. die Reaktion wurde bei Xylulose-5-phosphat durch Zugabe
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von Transketolase und bei Ribulose-5-phosphat durch Zugabe von Ribulose-5-phosphat-3-

epimerase gestartet.

Ru-5-P-3-Epimerase >

D-Ribulose-5-phosphat D-Xylulose-5-phosphat

D-Xylulose-5-phosphat + Glycolaldehyd —IK ,

L-Erythrulose + D-Glycerinaldehyd-3-phosphat

D-Glycerinaldehyd-3-phosphat + NAD® _@_@i 3-Phospho-Glycerat + NADH+ H’

Abb. 9: Assay-System zur Quantifizierung von Ribulose-5-phosphat und Xylulose-5-phos-
phat in Zellextrakten; die Extinktionszunahme bei 340 nm wird durch die Bildung
von NADH verursacht und ist der Xylulose-5-phosphat bzw. Ribulose-5-phosphat

Konzentration im Zellextrakt proportional.

2.13 Berechnung der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Zum Vergleich mit den "’C-StofffluB-Daten der homologen und heterologen GLUDH-
Mutante (Marx, 1999) muBte die auf mg l6sliches Protein und Minuten bezogene spezifische
Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase auf das Trockengewicht bezogen werden.
Fiir den Anteil des durch UltraschallaufschluB} freigesetzten Proteins am gesamten Trockeng-
wicht wurde ein Wert von 30 % ermittelt, so daB die spezifischen Aktivititen mit einem Fak-
tor von 0,3 multipliziert werden muflten, um sie auf das Trockengewicht zu beziehen. Die
Proteinkonzentrationsmessung erfolgte dabei durch Coomassie Brilliant Blau-Fiarbung (Brad-
ford, 1976) mit BSA als Protein-Standard (Abschnitt 2.10). Den fiir C. glutamicum typischen
Proteinanteil am gesamten Trockengewicht von 50 % hitte man bei Verwendung des Verfah-
rens von Lowry erhalten (Lowry, 1951), da bei der Bradford-Methode ein systematischer
Fehler bei der Protein-Bestimmung auftritt, wobei die durch dieses Verfahren erhaltenen

Protein-Konzentrationen um einen Faktor von 1,6 zu klein sind (Chiapelli, 1979).
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase

Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase konnten
durch Ionenaustausch-Chromatographie, Procion-Rot-Farbstoffaffinitits-Chromatographie
und 2°5°-ADP Liganden-Affinitdts-Chromatographie isoliert werden, wobei die Reinheit
durch Coomassie gefirbte SDS-Gele (Laemmli, 1979) iiberpriift wurde (Abb. 10). Ubera-
schenderweise traten im Falle der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zwei Banden (60 kDa
und 30 kDa) im SDS-Gel auf, was darauf schlieBen lieB, dal} dieses Enzym in C. glutamicum
als Komplex aus zwei unterschiedlichen Proteinen vorkommt, der eine Masse von ungefihr
300 kDa besitzt, wie sich durch die Gelfiltrationschromatographie ergab. Um die Identitit
dieser beiden Proteine zu iiberpriifen, wurden sie N-terminal sequenziert und die erhaltenen
Sequenzen mit der DNA-Sequenz der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus C. glutamicum
(Hatakeyama et al., 1997) verglichen. Zusitzlich wurde das OpcA- und das Zwf-Protein
tryptisch verdaut und die Massen der erhaltenen Peptide mit einem MALDI-TOF-
Massenspektrometer bestimmt. In beiden Fillen konnte eine Ubereinstimmung mit den
abgeleiteten Proteinsequenzen des zwf-Gens und eines Gens direkt ‘upstream” vom zwf-Gen
festgestellt werden. Sowohl bei Mycobacterium tuberculosis (Cole, 1998), einem nahe
verwandten Organismus, als auch bei Cyanobacterium Nostoc sp. Strain ATCC 29133
(Summers, 1995) handelt es sich hierbei um das opcA-Gen, das, wie fiir Cyanobacterien
gezeigt werden konnte (Summers, 1995), zusammen mit dem zw/-Gen cotranscribiert wird.
Die N-terminale Sequenz dieses Proteins von Corynebacterium glutamicum (Hatakeyama et
al., 1997) ist der Sequenz des opcA-Gens von Mycobacterium tuberculosis dhnlich (Cole,
1998); auch die Masse des Proteins von 30 kDa (Abb. 10) stimmt mit der des OpcA-Proteins
von Mycobacterium tuberculosis iiberein. ‘

Im Falle des Zwf-Proteins konnte erst ab der achten Position die Sequenz durch Edman-Se-
quenzierung ermittelt werden, da die Spektren am Anfang durch eine Verunreinigung iiberla-
gert waren, die moglicherweise durch den verwendeten Puffer in die Probe gelangte. Die
Identifikation des Zwf{-Proteins ist jedoch durch die ermittelte Teilsequenz, das
Massenfingerprint (Abb. 10), die MALDI-TOF-Analyse der tryptischen Peptide und die
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit abgesichert.
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MW

(kDa)

97,4
66,2

39,2

26,6

Abb.10:

Abb.11:

S R IA FA S LA GF

SDS-Gelelektrophorese der vereinigten aktiven Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(links) und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (rechts) Fraktionen. Abkiirzungen: R
= Rohextrakt; IA = DEAE lonen-Austausch-Chromatographie; S = Standard; FA =
Procion-Rot Farbstoffaffinitits-Chromatographie; LA = 2°5°-ADP Liganden Affini-

tits Chromatographie; GF = Gelfiltrations Chromatographie;

MW=Molekulargewicht

OpcA: MIFXLPDXXXQQISK  *
MIF ELPD TTTQQISK  **

Zwi: XXXXXPXXWXNPLRD *
ST NT TPSS WT NPLRD **

N-terminale Sequenzen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase von C. glutamicum.
X: nicht identifiziert * bestimmt durch N-terminale Sequenzierung ** aus der

Gen-Sequenz abgeleitet (Hatakeyama et al., 1997).

Zur Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehydroge-

nase standen keine Uberproduzenten zur Verfiigung, so daB zur vollstindigen Isolation, aus-

gehend vom C.glutamicum Wildtyp, hohe Anreicherungsfaktoren von 650 (Glucose-6-phos-

phat-Dehydrogenase) bzw. 1380 (6-Phosphogluconat-Dehydrogenase) erzielt werden mufiten

(Tab. 7 und 8). Die spezifische Aktivitit im Rohextrakt war im Falle der Glucose-6-phosphat-
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Dehydrogenase um ca. 30 % kleiner, als die der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Die ma-
ximal erreichte spezifische Enzymaktivitit betrug bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
213 U/mg und bei der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase 143 U/mg Protein.

Die Proteinausbeute lag nach den ersten drei Anreicherungsschritten, die in beiden Fillen zur
vollstindigen Isolation der Enzyme fiihrten, bei 15 %. Die groBen Verluste bei der Gelfiltra-
tionschromatographie (3 % Endausbeute) hat mehrere Ursachen. Zum einen fand wihrend der
Gelfiltration eine VergréBerung des Volumens und somit auch der Oberfliche der Proteinlo-
sung statt, so daB eine grof3e Oberflichenadsorption unvermeidbar war (Scopes, 1987). Zum
anderen ist bekannt, daB3 Protein-Komplexe bei hohen Verdiinnungen instabil werden kénnen
(Minton & Wilf, 1981), wodurch ein Aktivitits-Verlust der Glucose-6-phosphat-Dehydroge-
nase durch Trennung der Zwf- und OpcA-Untereinheiten verursacht werden konnte. Dies
wiirde auch mit der Abnahme der spezifischen Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit
nach der Gelfiltration korrelieren. Es konnte gezeigt werden, daBl das OpcA-Protein bei
Cyanobacterien fiir die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit essentiell ist (Sundaram
et al., 1998; Summers et al., 1995).

Fir diese Vermutungen spricht auch, dall die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase durch Zu-
satz von Polyethylenglycol stabilisiert wurde (Abb.12). Trotz PEG-Abwesenheit konnte im
Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase unter dhnlichen Bedingungen kein Aktivitéts-
verlust festgestellt werden. Somit wird der Zwf-OpcA-Komplex wahrscheinlich durch nied-
rige Makromolekiil-Konzentrationen, wie sie nach der Isolation auftreten, destabilisiert und
verliert bei Dissoziation seine Aktivitit. Es ist bekannt, dafl Polyethylenglycol einen Einflufl

auf die Stabilitdt von Enzymen hat (Lee&Lee, 1987).

® 100

5 801, L —

Q. mit PEG 100 mg/mi
;g 60

8 4

g 20

2 ohne PEG
= 0

0 20 40 60 80

Zeit (min)

Abb.12: Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase von Corynebacterium glutamicum
bei An- und Abwesenheit von 100 mg/ml Polyethylenglycol nach unterschiedlich
langer Aufbewahrung bei 30°C.
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Tab.7: Isolierung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus C. glutamicum. Abkiirzun-
gen: C = Rohextrakt; IA = DEAE Anionen-Austausch-Chromatographie; FA =
Procion-Rot Farbstoffaffinitits Chromatographie; LA = 2°5-ADP Liganden Affini-

tats Chromatographie; GF = Gelfiltrations Chromatographie.

Schritt  Volumen Aktivitir Protein spezifi- Anrei-  Ausbeute
sche  cherungs
Aktivitdt  -faktor

ml U/ml total U  mg/ml  gesamt  U/mg %
mg
C 524 0.5 273 34 1766 0.16 0 100
IA 125 1.5 189 1.1 131 1.4 9.3 69
FA 18.5 7.5 138 0.26 4.7 29 189 51
LA 4.3 8 34.4 0.038 0.16 213 1378 12.6
GF 4.9 2 9.7 0.013 0.06 159.5 1032 3.6

Tab.8: Aufreinigung der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase aus C. glutamicum. Abkiirzun-

gen: wie in Tab.7.

Schritt  Volumen Aktivitit Protein spezifi-  Anrei- Ausbeute
sche  cherungs
Aktivitat  -faktor

ml U/ml total U  mg/ml  gesamt  U/mg %
mg
C 78.3 0.8 65 3.7 293 0.22 0 100
IA 25.8 1.9 479 1.6 41 1.2 5 64
FA 30 0.7 21.7 0.075 2.3 9.6 43 33
LA 54.5 0.18 9.6 1.2 0.07 143 646 15
x107

Deutliche Unterschiede ergaben sich auch hinsichtlich der Lagerméglichkeiten bei den beiden
Proteinen. Wihrend im Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase nach Schockgefrierung
in fliissigem Stickstoff, Lagerung bei —70°C und dem Wiederauftauen kein Aktivitits-Verlust
festgestellt werden konnte, war bei gleicher Verfahrensweise bei der Glucose-6-phsophat-
Dehydrogenase keine Aktivitdt mehr feststellbar. Die Ursache fiir das unterschiedliche Ver-
halten, liegt sehr wahrscheinlich auch hier in der Instabilitit des Zwf-OpcA-Enzymkom-
plexes, der bei den extremen Bedingungen wihrend des Einfrierens und Auftauens dissoziiert
(Scopes, 1987). Oberhalb der eutektischen Punkte der in der Proteinldsung enthaltenen Salze,
die meistens iiber -25°C liegen, bilden sich Kavititen mit extremen pH-Werten und hohen

Salzkonzentrationen aus, die zur Prizipitation und Dissoziation von Proteinen fiihren kénnen
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(Scopes, 1987). Dies ist vermutlich die Ursache fiir den Aktivitdts-Verlust der Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase.

Da vermutet wird, dal das OpcA-Protein eine wichtige Rolle bei der Assemblierung ver-
schiedener multimerer Formen der cyanobakteriellen Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
spielt (Sundaram et al, 1998), die aus einer unterschiedlichen Anzahl von Zwf-Monomeren
zusammengesetzt sind, wurde unter schonenden Bedingungen eine native gelelektrophoreti-
sche Auftrennung des Rohextraktes von C. gluramicum durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob
auch bei diesem Organismus unterschiedliche Multimere vorkommen. Die Auftrennung er-
folgte bei einem pH-Wert von 7.4, da unter diesen Bedingungen der OpcA-Zwf Komplex
stabil bleibt, wie durch die Aufreinigung des Enzyms, die bei diesem pH-Wert erfolgte, ge-
zeigt wurde. Zudem ist bei diesem pH-Wert die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase maximal (Sugimoto & Shiio, 1987a), welches fiir den Nachweis dieses Enzyms durch
“Activity Staining” vorteilhaft ist (Abschnitt 2.14). In den Gel-Bereichen, in denen sich die
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase befand, wurde dabei fluoreszierendes NADPH gebildet,
welches bei Bestrahlung durch UV-Licht (366 nm) sichtbar wurde (Abb. 13). Es ergab sich
jedoch nur eine einzelne Bande, welches darauf schliefen ld6t, da im Gegensatz zu

Cyanobacterien nur eine einzelne multimere Form des Enzyms in C. glutamicum vorkommt.

Abb. 13: Native Polyacrylamidgel-Elektrophorese des Rohextraktes von C. glutamicum. Das
“Activity Staining” erfolgte durch das Standard-Assay-Gemisch der Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase. (A = Nullprobe ohne NADP; B = Probe mit NADP und Glu-
cose-6-phosphat).
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3.2 Untersuchungen zur Regulation der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-

Phosphogluconat-Dehydrogenase

In der Einleitung wurden bereits erortert, daf die in vivo-Aktivititen der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durch Verinderung ihrer spezifi-
schen Aktivitdten und durch die Verdnderung intrazellulidrer Metabolit-Konzentrationen re-
guliert werden konnen. Das Ziel dieser Untersuchung war daher, diese unterschiedlichen Re-
gulationsebenen durch ein enzymkinetisches Modell in einen quantitativen Zusammenhang zu
bringen, wozu eine enzymkinetische Charakterisierung beider Enzyme hinsichtlich ihres
Reaktionsmechanismus und hinsichtlich regulierend wirkender intrazelluldrer Metabolite er-
forderlich war. In solchen enzymkinetischen Modellen treten die spezifischen Aktivititen
beider Enzyme und relevante intrazelluldre Metabolit-Konzentrationen als Variablen auf.
Nach Quantifizierung dieser Grofen sollte jedoch eine Berechnung der in vivo-Aktivitit der

beiden Enzyme ermoglicht werden.

3.2.1 Mechanismen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase.

Der Mechanismus eines Enzyms wird unter anderem durch die Anzahl der Substrate und Pro-
dukte festgelegt. Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, welche die reversible Oxidation
von Glucose-6-phosphat zu 6-Phosphoglucono-6-lacton katalysiert, hat zwei Substrate und
zwei Produkte (Abb. 14), wihrend die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, die 6-Phospho-

gluconat oxidativ decarboxyliert, zwei Substrate und drei Produkte hat.

NADP®  NADPH+H’

NADP"  NADPH+H’

Glucose-6-phosphat > 6-Phosphoglucono-é-lacton

\_2
6-Phosphogluconat » Ribulose-5-phosphat + CO,

Abb.14 Reaktionen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (1) und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase (2).
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Ein weiteres Kriterium fiir die Ermittlung der Mechanismen der beiden Enzyme ist die Rei-
henfolge der Substrat-Bindung und der Produkt-Freisetzung. Bei einem sequentiellen Mecha-
nismus werden vor Freisetzung des ersten Produktes alle Substrate vom Enzym gebunden,
wihrend bei einem Ping-Pong Mechanismus vorher bereits erste Produkte gebildet werden.
Um zwischen diesen beiden Moglichkeiten entscheiden zu konnen, wurde die Abhingigkeit
der Anfangsgeschwindigkeiten beider Enzyme von ihren Substrat-Konzentrationen (Glucose-
6-phosphat und NADP bzw. 6-Phosphogluconat und NADP) untersucht. Die Auftragungen
nach Lineweaver und Burk bei Variation der Glucose-6-phosphat- bzw. der 6-Phosphogluco-
nat-Konzentration waren in beiden Fillen linear und hatten einen gemeinsamen Schnittpunkt
(Abb. 15). Auch die Auftragungen bei Variation der NADP-Konzentration unter Kon-
stanthaltung der Glucose-6-phosphat- bzw. 6-Phosphogluconat-Konzentration ergaben Gera-
denschare mit jeweils einem Schnittpunkt. Da im Falle eines Ping-Pong-Mechanismus eine
parallele Geradenschar auftreten mull (Voet, 1992), wurde daraus geschlossen, da3 beide
Enzyme einen sequentiellen Reaktionsmechansimus besitzen. Generell ist ein Schnittpunkt
der Geraden links von der 1/v-Achse ein graphischer Nachweis eines sequentiellen Mecha-
nismus (Voet, 1992). Gemifl der Anzahl von Produkten und Substraten liegt im Falle der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ein sequentieller BiBi-Mechanismus und im Falle der 6-

Phosphogluconat-Dehydrogenase ein sequentieller Bi-Ter-Mechanismus vor.

0.6 © 7,5 UM NADP
, 7 , E 15 pM NADP
0.5 A 4 10 pM NADP A 30 pM NADP
B 20 uM NADP »5 ®100 yM NADP
04 1 A 40 uM NADP
. ’ @ 200 uM NADP
g 5
i 0.3 1 g
E E
= 2
' r T T ) -0.02 0.01 0.04 0.07
-0.02 -0.01 j) 0.01 0.02 0.03 0.5
0.1 1/[6-Phosphogluconat] (pmol)
1/[Glucose6P] (I/umol)

Abb.15: Lineweaver Burk Plots der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat-Dehydro-

genase aus C. glutamicum.
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3.2.2 Bestimmung der Michaelis-Konstanten und Untersuchung der Hemmung beider Enzyme
durch Produkte

Bei der nichtlinearen Regression zur Ermittlung der Enzymkonstanten wurde ein gleicherma-
Ben fiir sequentielle Bi-Bi und sequentielle Bi-Ter Mechanismen giiltiges enzymkinetisches

Modell verwendet (Gleichung (1)).

= vmax [A][B] (l)
KiuKmB + KmB [A] + KmA [B} + [A}[B]

VvV

In Gleichung (1) handelt es sich bei Vi, um die maximale Geschwindigkeit des Enzyms bei
Substrat-Sittigung, bei [A] und [B] um die Konzentrationen der beiden Substrate und bei
Kma, Kns, bzw. K;, um die Michaelis-Konstanten und die Dissoziationskonstante des Sub-
strats A. Diese Funktion beschreibt eine Fliche im Raum, wobei die Geschwindigkeit v in
Abhidngigkeit von [A] und [B] unterschiedliche Werte annimmt. Durch die verwendete
Software war es moglich diese Flidche optimal an die gewonnenen MeBwerte anzupassen. Fiir
die einzelnen K, und K; —Werte ergaben sich dabei die in Tab. 9 angegebenen Werte. Es fillt
auf, daf die Michaelis-Konstanten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (Kygsp = 160 uM
und Kynapp = 40 pM) 2 bis 4-fach groBer sind, als die entsprechenden Konstanten der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase (Kmepg = 34 pM und Kynapp = 17 pM), welches zeigt daB
die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase eine héhere Affinitit zu ihren Substraten hat, als die
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. Da im Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase die
Reihenfolge der Substrat-Bindung an das Enzym nicht geklirt werden konnte, wie nachfol-
gend begriindet wird, wurden in diesem Fall zwei Dissoziationskonstanten angegeben. Hierzu
wurden zwei unterschiedliche Regressionsanalysen mit vertauschten A und B-Substraten
durchgefiihrt. Die K.,-Werte waren in beiden Fillen gleich.

Untersuchungen der Produkt-Hemmung durch Ribulose-5-phosphat und NADPH ergaben bei
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase weitere Informationen iiber die Reihenfolge der
Substrat-Bindung und Produkt-Freisetzung und bei der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
weitere Informationen iiber die Stibilitdt des terndren Ubergangskomplexes. 6-Phosphoglu-
cono-o0-lacton, welches neben NADPH das zweite Produkt der Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase darstellt, konnte allerdings nicht untersucht werden, da die Halbwertszeit dieser Sub-
stanz von 1,5 min bei einem pH-Wert von 7.4 zu kurz fiir die durchzufiihrenden Untersu-
chungen ist (Horecker, 1953). Diese Instabilitit resultiert aus der schnellen Hydrolyse des 6-

Phosphoglucono-&-lactons unter Bildung von 6-Phosphogluconat.
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Tab.9: Kinetische Konstanten der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase und der Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase aus C. glutamicum. Fiir die nichtlineare Regession wurde
Gleichung (1) als Modell-Funktion verwendet. Abkiirzungen: G6P = Glucose-6-
phosphat; 6PG = 6-Phosphogluconat; K, = Michaelis-Konstanten; K; = Dissoziati-

onskonstante des ersten vom jeweiligen Enzym gebundenen Substrats.

Enzyme Gleichung K, (G6P) K, (6PG) K K (6PG)' K;
(NADP) (NADP)’
uM
6-Phospho- I - 34+ 13 16,8 +3 62 £25 34+ 13
gluconat-
Dehydrogenase
Glucose-6- I 169423 - 4014 - 32,5104
phosphat-
Dehydrogenase

"Wenn 6-Phosphogluconat das erste Substrat ist >~ Wenn NADP das erste Substrat ist

Bei der reinen kompetitiven Produkt-Hemmung beziiglich eines Substrates wird nur der K-
Wert dieses Substrats erhoht, weshalb bei einer ausreichend hohen Substrat-Konzentration
trotz Anwesenheit des Produkts die maximale Katalyse-Geschwindigkeit erreicht wird. Bei
der reinen unkompetitiven Hemmung wird dagegen die Maximalgeschwindigkeit beeinfluft,
so dall auch bei hohen Substrat-Konzentrationen die maximale Katalyse-Geschwindigkeit
nicht erreicht werden kann. Wihrend bei den reinen Hemmtypen eine einzige Hemmkon-
stante, nidmlich K;. im Falle der kompetitiven Hemmung und K;, bei der unkompetitiven
Hemmung, zur vollstindigen Beschreibung ausreicht, miissen im Falle der gemischten Hem-
mung beide Konstanten angegeben werden. Mathematisch lassen sich die Hemmkonstanten
gemil Gleichung (2) formulieren, die bei den durchgefiihrten nichtlinearen Regressionen als
Modell-Gleichung verwendet wurde. Experimentell wurden hierzu die Anfangsgeschwindig-
keiten der beiden Enzyme bei Variation einer Produkt-Konzentration [P] und einer Substrat-
Konzentration [S] bestimmt. Dabei wurde die Konzentration des jeweils anderen Sustrats
konstant gehalten. Auch erfolgten die Messungen bei Abwesenheit der anderen Produkte. Wie
durch Lineweaver Burk-Auftragungen bereits sichtbar wird (Abb.16) liegt im Falle von
NADPH (bei Variation von NADP) und Ribulose-5-phosphat (bei Variation von 6-Phospho-
gluconat) ein kompetitiver Hemmtyp vor, da sich die Geraden auf der 1/v-Achse schneiden.
Bei der nichtlinearen Regression ergaben sich daher fiir K;. endliche Werte (Tab. 10), wih-
rend fiir die K;,-Werte nur ein Grenzwert von + oo angegeben werden kann. Bei der Hemmung

durch Ribulose-5-phosphat beziiglich NADP wurde dagegen ein gemischter Hemmtyp festge-
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stellt, so dal sich bei der Regressions-Analyse fiir beide Hemmkonstanten endliche Werte
ergaben (Tab. 10). Gleiches galt fiir die Hemmung durch NADPH beziiglich Glucose-6-phos-
phat und 6-Phosphogluconat.

Vo=

Vinax X [S] (2)

{H—[L)xl(m +(1+-[-QJ><[S]
Kir Kiu

Die kompetitiven Hemmkonstanten von NADPH beziiglich NADP waren mit 20 bis 30 pM
den entsprechenden K,-Werten von NADP iahnlich, wihrend die kompetitive Hemmkon-
stante von Ribulose-5-phosphat beziiglich 6-Phosphogluconat mit 350 pM deutlich groBer
war, als der K,-Wert von 6-Phosphogluconat. Dies bedeutet, da die Aktivititen beider En-
zyme bei einem NADP/NADPH-Konzentrations-Verhiltnis von 1 in etwa halbiert werden,
wihrend das 6-Phosphogluconat/Ribulose-5-phosphat Konzentrationsverhiltnis bei 0,1 liegen

muB, um die gleiche Wirkung zu erzielen.

Tab.10:  Produkt Hemm-Typen und Hemm-Konstanten der Glucose-6-phosphat und der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenasen. Fiir die nichtlineare Regression wurde Glei-
chung (2) verwendet. Abkiirzungen: K;. = kompetitive Hemm-Konstante; K;, = un-

kompetitive Hemm-Konstante.

Enzym  Gleichung  Produkt Substrat Hemmtyp Kic Ky
uM
Glucose-6-P- 2 NADPH  Glucose-6-P gemischt 10+1,9° 61+10°
Dehydrogenase
2 NADPH NADP kompetitiv 2042¢ -
6-Phospho- 2 NADPH NADP kompetitiv 30+5,2 -
gluconat-
Dehydrogenase
2 NADPH  Gluconat6P gemischt 108+12' 103+27!
2 Ribulose5P  NADP gemischt 1166£153°  731+102°
2 Ribulose5P  Gluconat6P kompetitiv 34650 -

'[NADP] =30uM °[ 6-Phosphogluconat] = 150pM * [NADP] = 50 pM * [Glucose6P]=750 pM
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Abb.16: Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase durch NADPH und der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase durch Ribulose-5-phosphat. Da sich die Geraden

auf der 1/v-Achse schneiden liegt in beiden Fillen ein kompetitiver Hemmtyp vor.

Das Produkt-Hemmschema der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (Tab. 10) ist mit einem
geordneten Bi-Bi-Mechanismus konform, bei dem der Cofaktor NADP zuerst an das Enzym
bindet und NADPH das zuletzt freigesetzte Produkt ist. Dies 148t sich leicht aus der komplet-
ten Geschwindigkeitsgleichung eines geordneten Bi-Bi-Mechanismus ableiten, in der alle
Substrate und Produkte der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase beriicksichtigt werden
(Segel, 1975). Im Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase 148t sich die kompetitive
Hemmung durch NADPH und Ribulose-5-phosphat beziiglich der Substrate NADP und 6-
Phosphogluconat allerdings nicht mit einem geordneten Bi-Ter-Mechanismus in Uberein-
stimmung bringen, da in diesem Fall ein kompetitiver Hemmtyp nur einmal auftreten darf
(Segel, 1975). Im Falle eines geordneten Theorell-Chance Bi-Bi-Mechanismus, bei dem der
zentrale terndren Komplex schnell unter Bildung des ersten Reaktionsproduktes zerfillt und
dessen Konzentration somit vernachldssigt wird (Theorell & Chance, 1951), fallen jedoch
einige Terme in der kompletten Geschwindigkeitsgleichung des normalen geordneten Bi-Bi-
Mechanismus weg, so da3 auch die Hemmung des ersten freigesetzten Produkts beziiglich des
zweiten gebundenen Substrats kompetitiv wird (Segel, 1975).

Daher wurde vermutet, daff im Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase ein geordneter
Theorell-Chance Bi-Ter-Mechanismus vorliegt, fiir den jedoch bisher noch keine vollstindige
Geschwindigkeits-Gleichung abgeleitet worden ist. Deshalb wurde die Ableitung dieser Glei-
chung gemilB der Regeln von King, Altmann und Cleland (King & Altmann, 1956 und
Cleland, 1963) durchgefiihrt, wie sie auch von Segel (Segel, 1975) beschrieben werden. Das

zur Ableitung notwendige Reaktionsschema enthilt alle bei diesem Mechanismus relevanten
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Elementarprozesse (Abb. 17). Der ternire Ubergangskomplex EABeEPQR kommt in diesem
Schema nicht vor, da seine Konzentration aufgrund der kurzen Halbwertszeit als vernachlis-

sigbar klein angesehen werden kann (Segel, 1975).

k,[A]
E ' EA
k,
K, kR kJP]  kiB]
k,[Q]
ER . EQR

Abb.17: Einzelne Elementarprozesse der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Abkiirzungen:
kx = Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen Elementarprozesse; A = erstes vom
Enzym gebundenes Substrat; B = zweites vom Enzym gebundenes Substrat; P =
erstes freigesetztes Produkt; Q = zweites freigesetztes Produkt; R = drittes freige-

setztes Produkt.

Die folgende komplette Geschwindigkeits-Gleichung eines geordneten Theorell-Chance Bi-

Ter-Mechanismus konnte abgeleitet werden:

P R
v_,.[m][m-f ()] 1}
Keq
V=
K. K K K K K K
KK +K A+K B+AB+ i m!)P+ i ml)R+ a”t mb mrP +
ia % mb mb[ ] mu[ } I ][ ] K‘.p [ } KI.’_ [ j K”’Kqul‘p[ ]{Q]
K K, , K.K,,K K K K K, K
+ fa "t mb P R + a " mp R + " mb P R + mb A P + mb =™ mr A P +
*—-"—Kierwa[ HQIR] WK,-;-KMKE,,[ 121 %K,,.Ki,,[ IR} __Km[ 1Pl “__”Kn-Kme[ HQIP]
. [AlBIO]+ KK oK [R][Q][B]+K'"” [RI[B]
Kiq Kir Kmq Kip Ki!) Kir ‘

Die dabei verwendeten kinetischen Konstanten lassen sich durch die Geschwindigkeitskon-

stanten der einzelnen Elementarprozesse wie folgt ausdriicken:

K __/f:_I_ K —,/ii K _f;i_ K = ksk, K = k3K,
mp T mg mr T ma mh
"k, S k_, kok, +kk, kok, +k,k,
P A P N T S N
ir /(_4 g k_; ip kmz ia ki ih k2 f !{4 + k}
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Dabei handelt es sich bei K, um Michaelis-Konstanten, bei K;; um Hemm-Konstanten, bei
Ky um die Gleichgewichtskonstante der Reaktion und bei V¢ um die maximale Geschwin-
digkeit in Produkt-Richtung. A, B, P, Q und R sind wie in Abb. 17 definiert.

Gleichung (3) gibt die Aktivitiit bei gleichzeitiger Anwesenheit aller Produkte und Substrate
an. Die Ableitung von Gleichung (3) war notwendig, um das spezielle Produkt-Hemm-Muster
eines geordneten Theorell-Chance Bi-Ter-Mechansimus zu ermitteln. Hierzu wurde Glei-
chung (3) unter Beriicksichtigung der Substrate A und B bei Anwesenheit eines einzelen
Produktes (P bzw. R) reziprok formuliert (Gleichungen (4a)-(4d)). Dabei konnte in zwei
Fillen ein kompetitiver Hemmtyp und ebenfalls in zwei Fillen ein gemischter Hemmtyp fest-
gestellt werden, welches dem festgestellten Produkt-Hemm-Muster der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase entspricht. Daher kann davon ausgegangen werden, daB im Falle der 6-

Phosphogluconat-Dehydrogenase ein geordneter Theorell-Chance Bi-Ter- Mechanismus vor-

K K K
wlw |y P +K,, {2 1+ |4 (4a)  gemischi
[B] Ki/) [B] Kip

/ K,K K., |
lﬁ‘i&.—.-l—{ cn il }+~[§~ +K,, 1+—l—(£—]}+{—-@—4—+1} (4b)  kompetitiv

liegt.

| Ko |
. mb ]+-;; +K 1+~——}+{ ”’BH} (4c)  kompetitiv

K,K |
iat™ mb 1+_§_ +K b+ .IE_"E*_ 1+£_ +1 (4d) gemischt
K [A]

Da das Produkt-Hemm Muster beziiglich der Produkte NADPH und Ribulose-5-phosphat
symmetrisch ist, gibt es zwei Moglichkeiten fiir die Reihenfolge der Substrat-Bindung und
Produkt-Freisetzung, zwischen denen nicht unterschieden werden konnte (Abb. 18). Dies ist
auch der Grund dafiir, da die Reaktionspartner wihrend der durchgefiihrten Ableitungen
durch die allgemeine Buchstaben Nomenklatur bezeichnet werden muften und nicht speziell

fiir die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase formuliert werden konnten.
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NADP Ribuose5-P CO, N;FH
EPQR. EQR

NADPH CO, Ribuoss3-P
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Abb 18: Alternative Reaktions Mechanismen der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase. I:
NADP bindet zuerst an das Enzym; II: Gluconat-6-P bindet zuerst an das Enzym.
Der terniire Ubergangskomplex EAB-EPQR hat eine kurze Halbwertszeit, welches
durch die schrigen Pfeile symbolisiert wird. Abbkiirzungen: A = erstes Substrat,
welches vom Enzym gebunden wird; B = zweites Substrat welches vom Enzym ge-

bunden wird; P = erstes Produkt; Q = zweites Produkt; R = drittes Produkt.

3.2.4 Regulation der Glucose-6-phosphat- und Gluconat-6-phosphat-Dehydrogenasen durch
intrazelluldre Metabolite

Eine Gruppe von weit verbreiteten Inhibitoren der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und
der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase von verschiedenen Organsimen zeigen Struktur-Ahn-
lichkeiten zum Substrat NADP, da bei allen ein Adenin-phosphat-Rest Teil der Gesamt-
Sruktur ist. Zu dieser Gruppe gehoren Palmitoyl-CoA, Acetyl-CoA, AMP, ADP, ATP, NAD,
und NADH (Levy,1979 & Sugimoto, 1987a u. 1987 b), welche daher alle hinsichtlich ihrer
Beeinflussung der beiden untersuchten Enzymaktivititen untersucht wurden.

Um erste Informationen iiber die “in vivo” Regulation der beiden Enzyme zu gewinnen, wur-
den diese Metabolite zunichst in Konzentrationen dem Assay-Gemisch zugesetzt, die entwe-
der sehr viel groBer oder zumindest im Bereich der bereits bekannten intrazelluldren Konzen-
trationen in C. glutamicum waren. Da mit gréBer werdenden Substrat-Konzentrationen die
Unterschiede zwischen den Reaktionsgeschwindigkeiten bei An- bzw. Abwesenheit des Inhi-
bitors immer kleiner werden, wurden die NADP-, Glucose-6-phosphat- und 6-Phosphogluco-
nat-Konzentrationen so eingestellt, daf sie in der Nihe ihrer K,,-Werte lagen, so daB eine aus-

reichende Detektierbarkeit von eventuellen kompetitiven Hemm-Effekten sichergestellt war.
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Die kinetischen Konstanten (K, und Kj.-Werte) wurden nur nach Beobachtung einer signifi-

kanten Hemmung bestimmt.

120 G6PDH
100 [NADP] = 30 pM
- [G6P]= 150 uM
x:§ 80 -
z
€ 60
< 6PGDH
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Abb. 19:  Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase durch Acetyl-CoA. Abkiirzungen: G-6-PDH = Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase; 6-PGDH = 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase; G6P = Glu-
cose-6-P; 6PG = 6-Phosphogluconat.

Obwohl Acetyl-CoA bei einer Konzentration von 2 mM eine 50 %ige Inhibierung der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase verursacht (Abb.19), ist eine in vivo Relevanz unwahr-
scheinlich, da in C. glutamicum die Acetyl-CoA-Konzentrationen im Bereich von 15 bis 150
uM und somit weit unter 2 mM liegt (Wendisch, 1997). Bei der Glucose-6-phosphat-Dehy-
drogenase konnte keine Hemmung durch Acetyl-CoA festgestellt werden, so daB insgesamt
resultiert, daB Acetyl-CoA nur einen schwachen Einfluf3 auf die Aktivitiit des oxidativen Teils
vom Pentosephosphatweg hat.

Aufgrund der groBen Struktur-Ahnlichkeit zu NADP und NADPH konnte nicht ausgeschlos-
sen werden, daB auch NAD und NADH die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (Scopes,
1997) und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (Stournaras et al., 1982) beeinflussen. Es
wurde jedoch keine NAD abhingige Aktivitdt der beiden Enzyme festgestellt und auch
NADH zeigte keinen Hemmeffekt.

ATP, ADP und AMP, die, abgesehen von der 5°-Phosphatgruppe, eine Struktur-Identitit mit
dem Adenin-Anteil des NADP bzw. NADPH aufweisen, hemmten beide Dehydrogenasen,
wobei gemischte bzw. kompetitive Hemmtypen festgestellt werden konnten (Tab. 11). Es fiel
auf, daB beziiglich der Substrate Glucose-6-P und 6-Phosphogluconat der kompetitive Anteil
deutlich iiberwog, wobei die Stirke dieser kompetitiven Hemmungen bei beiden Enzymen

deutliche Tendenzen zeigten. Im Falle der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase nahm die
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Hemmung bei Variation der Glucose-6-P-Konzentration ausgehend von AMP iiber ADP zum
ATP hin ab (Kicamp=3.6 mM; Kicapp=8,7 mM; Kicarp=12,1 mM), wihrend bei der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase bei Variation der 6-Phosphogluconat-Konzentration eine
umgekehrte Tendenz festgestellt werden konnte (Kicamp=5,1 mM; Kicapp=4,5 mM: Kicatp=1,1
mM). Auch bei Variation der NADP-Konzentration unter Konstanthaltung der Glucose6P-
bzw. 6-Phosphogluconat- Konzentration iiberwog der kompetitive Anteil der Hemmung. Die
Ermittlung der Hemm-Konstanten erfolgte wie bei der Untersuchung der Produkt-Hemmung
durch Gleichung (2), wobei in diesem Fall die Produkt-Konzentration [P] gleich der Adenin-

Nucleotid-Konzentration ist.

Tab. 11: Regulation der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase durch verschiedene intrazellulire Metabolite. Bei einer reinen
kompetitiven Hemmung werden jeweils nur die kompetitiven (K;.), im Falle einer
gemischten Hemmung auch die unkompetitiven Hemmkonstanten (K;,) angegeben.

Die jweiligen Hemmkonstanten ergaben sich bei Variation des angegebenen Sub-

strats.
Effektor Substrat Hemm-Typ K Kiu
mM
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

AMP NADP  kompetitiv ' 3,640.4 -
Glucose-6-P  kompetitiv ' 3,140,5 -

ADP NADP  kompetitiv ' 8,7+0,6 -
Glucose-6-P  kompetitiv h3 8,715 -

ATP NADP gemischt ' 7,740,9 155
Glucose-6-P  kompetitiv ' 12,142,8 -

6-Phosphogluconat-Dehydrogenase

AMP NADP gemischt ' 5,240,5 17+1,5
6-Phospho- ~ kompetitiv " 5,1+0,6 -
gluconat

ADP NADP gemischt 1’4_ 5,240,6 11,8+1,0
6-Phospho-  kompetitiv ' 4,540,5 -
gluconat

ATP NADP gemischt 1,340,2 7.2+1.3
6-Phospho- kompetitiv 1.3 1,1+0,2 -
gluconat

'bei Abwesenheit von MgCl,. *[Glucose-6-phosphat] =

Phosphogluconat]= 25 uM; ° [NADP}= 25 pM
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Neben den Adenin-phosphat-Rest haltigen Effektoren, hemmen auch verschiedene Zucker-
phosphate die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat dehyrogenase
einiger Organismen (Levy,1979; Kato, 1978 und Sugimoto,1987a und 1987b), von denen
Fructose-1,6-bisphosphat, 5-Phosphoribosyl-a-pyrophosphat (PRPP), D-Glyceraldehyde-3-
phosphat, Erythrose-4-phosphat, Ribulose-5-phosphat, Xylulose-5-phosphat, Phosphoenolpy-
ruvat und Fructose-6-phosphat in dieser Arbeit nidher untersucht worden sind (Tab.12 und
Abb.20).

Beide-Dehydrogenasen wurden durch PRPP gehemmt, wobei 5 mM PRPP eine 30 %ige
Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und eine 50 %ige Hemmung der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase verursachten. In E. coli konnte eine PRPP-Konzentration
von 2,5 pmol/gZellprotein (Bagnara, et al., 1973) festgestellt werden, woraus sich mit Hilfe
von Angaben liber den Protein-Anteil am gesamten Trockengewicht (Neidhardt et al., 1990)
und Angaben liber das intrazelluldre Volumen pro Trockengewicht (Cayley et al., 1991) bei
E. coli eine intrazelluldire PRPP-Konzentration von ca. 500 pM bis 1,4 mM berechnen 14Bt.
Bei Ubertragung dieser Verhiltnisse auf C. glutamicum kann ein schwacher “in vivo” Hemm-

Effekt durch diesen Metaboliten nicht ausgeschlossen werden.
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2
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40
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Abb.20: Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-De-
hydrogenase durch Phosphorylribose-1-pyrophosphat. Abkiirzungen: G-6-PDH =
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase; 6-PGDH = 6-Phosphogluconat-Dehydroge-
nase; PRPP = 5-Phosphoribosyl-o-pyrophosphat.

Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde auch durch Phosphoenolpyruvat inhibiert,
wobei 10 mM Phosphoenolpyruvat eine 18 %ige Inhibierung verursachten (Tab. 12). In C.
glutamicum konnten intrazelluldre PEP-Konzentrationen zwischen 1 mM wihrend des expo-

nentiellen Wachstums auf Glucose und bis zu 16 mM bei Glutamat-Produktion festgestelit

45




Ergebnisse

werden (Gourdon & Lindley, 1999). Diese zeigt, daB PEP unter bestimmten Bedingungen in
vivo einen hemmenden EinfluB auf die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit ausiiben
kann.

Bei Zusatz von 10 mM Fructose-1,6-bisphosphat konnte kein Hemmeffekt festgestellt wer-
den. Die Hemmung der Glucose-6-P-Dehydrogenase durch D-Glycerinldehyd-3-phosphat
(8% bei 2.3 mM) konnte im Falle von exponentiell auf Fructose wachsenden Zellen, bei
denen die intrazelluldre D-GAP Konzentration bei 4 mM liegt in geringem Umfang physiolo-

gisch relevant sein (Dominguez et al., 1998).

Tab.12: Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase von Corynebacterium gluta-
micum durch Phosphoenolpyruvat, D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und Fructose-
1,6 bisphosphat. Bei dieser Untersuchung wurden folgende Substrat Konzentra-
tionen gewihlt: Phosphoenolpyruvat: [NADP] = 50 uM; [Glucose-6-P] = 100
pM; DGAP: [NADP] = 25 pM; [6-Phosphogluconat] = 100 pM:; Fructose-1,6 Ps:
[NADP] = 50 pM; [6-Phosphogluconat] = 200 uM.

Metabolit Konzentration Hemmung
mM %
Phosphoenolpyruvat 10 18
D-Glycerinaldehyd-3-phosphat 2.3 8
Fructose-1,6-bisphosphat 10 0

Im Gegensatz zur Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase konnte im Falle der 6-Phosphogluco-
nat-Dehydrogenase eine sehr viel stidrkere Hemmung durch D-Glycerinaldehyd-3-phosphat
(Kic=1,0 mM), Fructose-1,6-bisphosphat (K;=3,8 mM) und auch Erythrose-4-phosphat
(Kic=1,0 mM) festgestellt werden. Alle diese Zuckerphosphate hemmten die 6-Phosphogluco-
nat-Dehydrogenase kompetitiv beziiglich des Substrats 6-Phosphogluconat (Tab. 13). Dies
zeigte, dafl die 6-Phosphogluconat Bindungsstelle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
eine relativ niedrige Zuckerphosphat-Bindungsspezifitit besitzt. Die K,-Werte fiir D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat and Fructose-1,6-bisphosphat liegen im Bereich von gemessenen
intrazelluldren Konzentrationen (Dominguez et al., 1998), so daB diese Substanzen in vivo als
signifikante Inhibitoren wirken konnen. Da der K;c von Erythrose-4-P wahrscheinlich unphy-
siologisch hoch ist und die Detektion dieses Metaboliten vermutlich wegen spontaner Dimeri-

sierung (Blackmore, 1976) sehr problematisch ist (Bergmeyer, 1984), wurde die Quantifizie-
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rung von Erythrose-4-phosphat in dieser Studie nicht durchgefiihrt. Obwohl die die Nach-
weisgrenze beim optischen Verfahren zur Quantifizierung von Erythrose-4-phosphat bei ca. 3
pM liegt (Bergmeyer, 1984), muf} die intrazelluldre Konzentration grofer als 200 uM sein, da

durch die Zell-Extraktion eine starke Verdiinnung stattfindet.

Tab.13: Hemmung der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durch D-Glycerinaldehyd-3-
phosphat (D-GAP), Fructose-1,6-bisphosphat und Erythrose-4-phosphat.

Effektor Substrat Hemm-Typ K. Kiy
mM
D-GAP NADP gemischt ! 8,0+2,6 34+16
6-Phospho- kompetitiv 1,00+0,17 -
gluconat
Fructose-1.6-P,  NADP gemischt ' 13.544,5 13,9422
6_Ph05ph0» kompetltlv 3,8:*:0,2 -
gluconat
Erythrose-4-P NADP kompetitiv 0,98%+0,13 B

g 6-Phosphogluconat] = 250 nM

Im Gegensatz zu den Enzymen anderer Organismen (Réber et al., 1984; Silverberg & Dalziel,
1975; Betts & Mayer, 1975) konnte bei beiden Enzymen kein Hemm-Effekt durch Citrat,
Glyoxylat und Isocitrat festgestellt werden. 10 mM Oxalacetat verursachten lediglich eine 20
%ige Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, wihrend keine Hemmung der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase festgestellt werden konnte. Oxalacetat konnte mit den iibli-
chen enzymatischen Verfahren in Zellextrakten von C. glutamicum bisher nicht nachgewiesen
werden (D. Molenaar), welches zum einen mit einer im Extrakt nicht nachweisbaren intra-
zelluldren Konzentration von unter 200 pM und zum anderen mit der leichten Decarboxylier-
barkeit dieses Metaboliten (Pedersen, 1954; Reij, 1974 und Speck, 1949) zusammenhingen
konnte. Bisher konnten nur kleine intrazelluldre Oxalacetat-Konzentrationen wie beispiels-
weise 5 pmol/l in Mitrochondrien (Siess et al., 1984) und 20 nmol/g Trockengewicht in Siu-
gerzellen (Williamson et al., 1979) quantifiziert werden. Daher kann angenommen werden,
dal} die intrazelluldre Konzentration dieses Metaboliten auch bei C.glutamicum weit unter 10
mM liegt, welches einen in vivo-Effekt von Oxalacetat sehr unwahrscheinlich macht. Da fest-
gestellt wurde (Sugimoto & Shiio, 1987a), daB3 die Hemmung durch Oxalacetat nach einer
Gelfiltrations-Chromatographie stark reduziert sein kann, wurde auch die durch DEAE-Anio-
nenaustauschchromatographie partiell angereicherten Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

von C.glutamicum beziiglich ihrer Hemmung durch Oxalacetat untersucht. Aber auch hier

47




Ergebnisse

konnte bei Anwesenheit von 10 mM Oxalacetat nur ein schwacher Hemm-Effekt von ca. 20
% festgestellt werden. Bei allen Untersuchungen mit Oxalacetat lagen die Substrat-Konzen-

trationen bei 40 pM (NADP) bzw. 100 pM (Glucose-6-P).

3.2.5 Einfluf3 von Salzen und Polyethylenglycol auf die Aktivititen der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase.

Die moglichen Effekte einer in vivo Umgebung auf die Funktion der 6-Phosphogluconat-De-
hydrogenase und der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurden durch Verinderung der
Konzentrationen von Kalium Glutamat bzw. MgCl, und durch Zusatz von 100 mg/ml des
inerten Polymers Polyethylenglykol 6000 untersucht. Durch PEG-Zusatz kann der makromo-
lekulare "Crowding-Effekt’, der aus den hohen Polymer-Konzentrationen innerhalb der Zelle
resultiert, imitiert werden (Record et al., 1998).

Auch bei niedriger Osmolaritit des Nahrmediums liegen, in Abhingigkeit von der externen
Osmolaritét, innerhalb der Zelle hohe Protein- und RNA-Konzentrationen von zusammen 300
bis 450 mg/ml vor (Cayley et al., 1991). Dies fithrt dazu, daB der osmotische Druck steigt
bzw. dal} der Wasser-Aktivititskoeffizient einen Wert <1 annimmt, und somit die Aktivitit
des Losungsmittels Wasser im Vergleich zur verdiinnten Losung kleiner ist. Dieses wiederum
hat Auswirkungen auf die Gleichgewichtslage von Reaktionen, an denen Wasser als Reakti-
onspartner beteiligt ist. Wenn durch Substrat-Bindung Wassermolekiile vom Enzym entfernt
werden, handelt es sich bei Wasser um ein Reaktionsprodukt. In diesem Fall wird die Bin-
dung des Substrats bei einem reduzierten Wasser-Aktivititskoeffizienten erleichtert, welches
zu einer Verkleinerung des K,,-Wertes fiihrt (Rand, 1992).

Nach PEG-Zusatz konnte tatséchlich festgestellt werden, daB die K,-Werte der Glucose-6-
phosphat und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase sanken (Tab. 14). Da hingegen die Maxi-
malgeschwindigkeit bei Substrat-Sittigung nach PEG-Zusatz unverindert blieben, kann Was-
ser als kompetitiver Inhibitor beider Enzyme bezeichnet werden.

Die Effekte von typischen intrazelluldren Soluten auf die Aktivitdt beider Enzyme wurde
durch Zusatz von 200 mM KaliumGlutamat und unterschiedlicher Konzentrationen von
MgCl; untersucht. Es konnte gezeigt werden, daB die intrazelluldre KaliumGlutamat-Kon-
zentrationen in C. glutamicum bei 170 mM (Guillouet & Engasser, 1996) bzw. bei 120-280
mM liegt (Bérmann-El Kholy et al., 1993). Im Gegensatz zur 6-Phosphogluconat-Dehydroge-
nase war bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase der Zusatz von ionischen Soluten not-
wendig, um eine Aktivitdt dieses Enzyms zu ermdglichen (Abb. 21). Bei Abwesenheit von

MgCl, und KaliumGlutamat war keine Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit meBbar.
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KaliumGlutamat konnte den aktivierenden Effekt des bivalenten Magnesium-Ions teilweise
iibernehmen, aber auch nach Zusatz von KaliumGlutamat ist der aktivierende Effekt durch
MgCl, signifikant. Die Notwendigkeit des Zusatzes von Mg”* wurde auch bei den Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenasen aus Erbsen-Chloroplasten (Wildner, 1975) und aus Bacillus
licheniformis (Opheim, 1973) beobachtet.

Auf der anderen Seite wurde die Aktivitdt der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase nach Zu-
satz von Kalium Glutamat oder MgCl, reduziert (Abb.21), welches durch die Vergrofierung
des Kn-Wertes beziiglich 6-Phosphogluconat verursacht wurde (Abb. 22). Nach Kalium-
Glutamat Zusatz vergrofierte sich der K,-Wert um einen Faktor von 2,5 und stieg nach Zusatz
von MgCl, weiter an. Im Gegensatz zur Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase erfordert die 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase also keinen Zusatz von monovalenten und bivalenten Ionen.
Dies stimmt mit dem Enzym aus Schafs-Leber iiberein, bei dem bivalente Ionen ebenfalls
nicht essentiell fiir die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Aktivitit (Silverberg & Daliziel,
1975) sind.

Tab. 14: K,-Werte der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase bei An- und Abwesenheit von 100 mg/ml PEG. Die
Untersuchungen wurden bei den angegebenen MgCl,-Konzentrationen

durchgefiihrt.

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ([MgClL] = 1.4 mM)

KL(NADP) Kn(G6P)
pM
ohne PEG 90+22 255442
mit PEG 38+10 156245
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase ([MgCl,] = 2.5 mM)
Kn(NADP) K (6-PG)
uM
ohne PEG 254 25%5
mit PEG 10+1,1 18+2
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Abb. 21: EinfluB von KaliumGlutamat und MgCl, auf die Aktivitdt der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase (links) und der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (rechts). Dabei
wurden die folgenden Substrat-Konzentrationen gewihlt: 6-Phosphogluconat-De-
hydrogenase: [NADP]= 30 pM; [6-Phosphogluconat] = 50 uM Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase: [INADP] = 45 pM; [Glucose-6-phosphat] = 200 pM.

45 [NADP] = 25 uM
—e— ohne KGlutamat
i onne Fislutama [6-PG] = 10...200 yM
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Abb.22: Knepg-Wert der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase in Abhingigkeit von MgCl,
und KaliumGlutamat. Bei den angegebenen K,-Werten handelt es sich um
apparente Werte, die nur bei der angegebenen NADP-Konzentration von 25 pM

giiltig sind.

3.4 Untersuchungen zur Regulation des Pentosephosphatweges am Beispiel der homologen

und heterologen GLUDH-Mutante von C .glutamicum.

Um die Pentosephosphatweg-Aktivitit durch ein enzymkinetisches Modell berechnen zu kon-
nen (Abschnitt 3.4.2), sind neben den ermittelten enzymkinetischen Konstanten und den In-

formationen zum Enzym-Mechanismus auch die Konzentrationen relevanter intrazellulirer
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Metabolite und die spezifischen Aktivititen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase sowie
der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase erforderlich. Daher wurden die homologe und
heterologe GLUDH-Mutante diesbeziiglich analysiert (Tab. 15 &16). Die beiden Stimme
sind bereits durch 13C—Markiemngsexperimente hinsichtlich ihrer Pentosephosphatweg-Akti-
vitidt untersucht worden (Marx et al., 1999), wobei die Kultivierung bei Glucose-Limitierung
im Chemostaten erfolgte. Somit war es interessant die Untersuchungen bei gleichen Wachs-
tums-Bedingungen durchzufiihren, um eine direkte Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnis-
sen der enzymkinetischen Untersuchungen und denen der 13C~Markierungs»'l’echnik Zu er-

moglichen.

34.1 Intrazellulire Metabolit-Konzentrationen und spezifische Enzymaktivititen der
homologen und heterologen GLUDH-Mutante.

Es wurde postuliert, daf} die zellinterne Konzentration von Metaboliten, die das gemeinsame
Substrat zweier Stoffwechselwege sind, einen groflen Einflufl auf die Aufspaltung des Stoff-
flusses haben kann (LaPorte et al., 1984). Daher sollte man dies auch fiir Glucose-6-P erwar-
ten, da dieser Metabolit das gemeinsame Substrat der Glycolyse und des Pentosephosphatwe-
ges ist. Doch obwohl der Pentosephosphatweg-FluB in der homologen GLUDH-Mutante ge-
geniiber dem der heterologen GLUDH-Mutante 3 fach erhoht ist (Marx et al., 1999), waren
die Glucose-6-phsophat Konzentrationen in beiden Fillen identisch (Tab. 15), woraus er-
sichtlich ist, daB3 in vivo die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit nicht durch die
intrazelluldre Glucose-6-phosphat Konzentration reguliert wird.
Tab.15: Intrazelluldre Konzentrationen einiger Metabolite in der homologen und heterolo-
gen GLUDH-Mutante des C. glutamicum Lysin-Produzenten MH20-22B. Abkiir-

zungen: n.b. = nicht bestimmt.

Metabolit homologe GLUDH- heterologe GLUDH-
Mutante Mutante
mM
Glucose-6-P 0.50 £ 0.08 0.54 £0.08
6-Phosphogluconat 0.95+0.15 <0.15
D-Glycerinaldehyd-3-P <0.15 0.95+0.10
Ribulose-5-P n.b. <0.15
Fructose-1,6-P; 0.82+0.16 0.84 +£0.17
ATP 1.4+0.3 20+£03
ADP 0.48 £0.03 0.62 £0.03
AMP 0.118 £0.005 n.b.
NADP 0.291 £0.03 0.130 £ 0.01
NADPH 0.26 £ 0.015 0.27 £0.03
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Im Gegensatz dazu war die 6-Phosphogluconat-Konzentration in der homologen GLUDH-
Mutante mindestens 6-fach erh6ht, welches einen vergroBerten Stofflu8 durch die 6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenase ermoglicht, wenn im Falle der homologen GLUDH-Mutante keine
Substrat-Sittigung vorliegt. Bei der homologen GLUDH-Mutante lag die 6-Phosphogluconat-
Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze, so daf8 hier keine genaue Konzentration ange-
geben werden kann. Fructose-1,6-bisphosphat ist ein kompetitiver Inhibitor beziiglich des
Substrats 6-Phosphogluconat. Daher ist die Hemmung durch Fructose-1,6 bisphosphat bei der
homologen GLUDH-Mutante schwicher, da in diesem Fall die 6-Phosphogluconat-Konzen-
tration deutlich erhoht war. Da jedoch die Fructose-1,6-bisphosphat Konzentration bei beiden
Stdmmen deutlich unter den K;.-Werten der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase lag kann in
vivo kein grofer Einfluff auf die Aktivitidt dieses Enzyms erwartet werden. Im Falle der
heterologen GLUDH-Mutante ist die Hemmung der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
durch D-Glycerinaldehyd-3-phosphat stirker, da auf der einen Seite die intrazellulire Kon-
zentration bis in den Bereich des ermittelten K;.-Wertes anstieg und auf der anderen Seite die
6-Phosphogluconat-Konzentration signifikant reduziert war. In der heterologen GLUDH-
Mutante konnte kein Ribulose-5-phosphat nachgewiesen werden, so daB die zellinterne Kon-
zentration auf alle Fille unter 150 pM liegt. Da der K;.-Wert von Ribulose-5-phosphat im
Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase jedoch bei 350 pM lag, ist dieser Metabolit
wahrscheinlich nicht an der Hemmung der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase beteiligt. Glei-
ches gilt beziiglich beider-Dehydrogenasen fiir AMP und ADP, da die intrazelluliren Kon-
zentrationen weit unter den entsprechenden K;-Werten lagen. Im Gegensatz dazu lag die
ATP-Konzentration (1.4-2 mM) jedoch im Bereich der ermittelten K; Werte der 6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenase. Daher scheint ATP eine Rolle bei der in vivo Regulation dieser
Enzymaktivitdt zu spielen. Der Wert von 0.8, der fiir die Energie-Ladung der homologen
GLUDH-Mutante berechnet werden kann, ist ein typischer Wert fiir wachsende Zellen
(Lengeler et al., 1999).

Es ist iiberraschend, daB die Konzentrationen des wichtigsten Inhibitors NADPH unter Be-
riicksichtigung der Fehlertoleranzen bei der homologen und heterologen GLUDH-Mutante
identisch waren, und daf} sie weit liber den K;.-Werten der beiden Enzyme lagen (Tab. 15).
Der wichtigste Unterschied beziiglich aller identifizierten Glucose-6-phosphat-Dehydroge-
nase und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase Effektoren war die Konzentration von NADP,
die im Falle der heterologen GLUDH-Mutante um einen Faktor 2 reduziert war. Trotzdem
war die NADP-Konzentration in der heterologen GLUDH-Mutante immer noch mehrfach

gegeniiber den ermittelten K,-Werten von 40 pM bzw. 17 pM erhoht (Tab. 9). Dies zeigt, daBl
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nicht die direkten NADP und NADPH Konzentrationen einen Einfluf auf die Aktivititen der
beiden-Dehydrogenasen ausiiben, sondern vielmehr deren Konzentrations-Verhiltnis.

Die zu erwartende in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ist nicht nur pri-
mér von der intrazelluliren NADP, NADPH und Glucose-6-phosphat Konzentration abhin-
gig, sondern auch von der maximalen Aktivitidt des Enzyms (Segel, 1975). Die spezifische
Enzymaktivitdt im Rohextrakt konnte als maximale in vivo-Aktivitit angesehen werden, da
durch den Zellaufschluf§ Effektoren wie NADPH stark verdiinnt wurden und bei der Aktivi-
tatsmessung die Konzentrationen von Glucose-6-phosphat und NADP weit iiber den entspre-
chenden K,-Werten lagen. Gleiches gilt beziiglich der Enzymaktivitit auch fiir die 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase. Es wurde festgestellt, daB die spezifischen Enzym-Aktivi-
titen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
wihrend des “Steady State” der Chemostat-Kultur in der heterologen GLUDH-Mutante um ca.
30 % kleiner sind, welches mit dem verringerten Pentosephosphatweg-FluB in der heterologen
GLUDH-Mutante korreliert (Tab. 16).

Zusitzlich wurden auch die spezifischen Aktivititen der homologen und heterologen Gluta-
mat-Dehydrogenase bestimmt (Tab. 16). Die herterologe Glutamat-Dehydrogenase ist haupt-
séchlich NAD-spezifisch, woraus ein geringerer NADPH-Bedarf der heterologen GLUDH-
Mutante und somit auch ein verringerter Stoffflufl durch den Pentosephosphatweg resultiert
(Marx, 1999). Die Bestimmung dieser Werte war nur fiir die Stammiiberpriifung wichtig und
steht nicht im direkten Zusammenhang mit den Untersuchungen zur Regulation des Pentose-

phosphatweges.

Tab.16: Spezifische Aktivititen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, der 6-Phosphoglu-
conat-Dehydrogenase und der Glutamat-Dehydrogenase im Roh-Extrakt der homo-
logen und heterologen GLUDH-Mutante wihrend des stationidren Zustands der Glu-

cose-limitierten kontinuierlichen Kultivierung. Abkiirzungen: TG = Trockengewicht.

Enzyme homologe GLUDH- heterologe GLUDH-
Mutante Mutante

pmol/(minxmg TG)

Glucose-6-phosphat- 0.069+0.003 0.04510.006

Dehydrogenase

6-Phosphogluconat- 0.105%0.006 0.072+0.006

Dehydrogenase

homologe bzw. heterologe 1,940,15 (NADP) 240,15 (NAD)

Glutamat-Dehydrogenase 0,056+0,014 (NADP)
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3.4.2 Berechnung der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Im Falle der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde neben NADPH kein weiterer wichti-
ger Regulator des Enzyms gefunden, so daB zur Berechnung der in vivo-Aktivitit dieses
Enzyms neben den intrazellulidren Konzentrationen von NADP und Glucose-6-phosphat nur
die intrazelluldre Konzentration von NADPH beriicksichtigt werden muB. Aus der Theorie
geordneter Bi-Bi-Reaktionsmechanismen (Segel, 1975) ergibt sich fiir diesen speziellen Fall
Gleichung (5), welche die Reaktionsgeschwindigkeit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
bei gleichzeitiger Anwesenheit von NADP, Glucose-6-phosphat und NADPH beschreibt. Da
mit Gleichung (5) die in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase berechnet
wurde, wird Gleichung (5) durch nicht-lineare Regression an alle gemessenen Anfangs-Ge-
schwindigkeiten angepaBt, die sich bei gleichzeitiger Variation von Glucose-6-phosphat,
NADP und NADPH ergaben. Die erhaltenen Werte fiir K6.6.p, Kmnapp, Kinapp und Kienappy
(Tab. 17), die sich kaum von denen durch Gleichung (1) und (2) ermittelten Werten unter-
schieden, wurden fiir die in vivo-Aktivitits-Berechnungen verwendet. Da sich aus Gleichung
(5) die Kiynappu- und Kicnappu-Werte beziiglich Glucose-6-phosphat durch den K;.yappu-Wert
beziiglich NADP berechnen lassen, werden diese beiden Werte redundant und daher nicht
angegeben.

v__[NADPJ[G6P] 5)
NADFH

y=
NADPH

K;NADme(;sp(“‘ ]+ KmGﬁ,,[NADP]+KmNAD,,[G6P](1 + )+{NADP][G6P]

INADPH iNADPH

Tab.17: Enzymkinetische Konstanten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, wie sie sich
durch nichtlineare Regression mit Gleichung (5) als Modellfunktion ergeben. Abkiir-

zungen wie in Tab. 9 und Tab. 10.

Enzym Gleichung K, (G6P) Km Kicnappy K (NADP)
(NADP)
pM
Glucose-6- 5 150 £ 21 37+3 17,7£1,7 45+ 11
phosphat-
Dehydrogenase

Durch Gleichung (5) konnte die in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in
der homologen und heterologen GLUDH-Mutante aus den intrazelluliren NADP, NADPH
und Glucose-6-phosphat Konzentrationen (Tab. 15) berechnet werden (Tab. 19). Auch die
spezifischen Aktivitdten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (Tab. 16), die der Variablen

vmax In Gleichung (5) entsprechen, sind hierzu erforderlich. Die Resultate stimmten gut mit
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dem StofffluB durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatweges iiberein, wie er zuvor
durch °C Markierungsexperimente bestimmt werden konnte (Marx, 1999). Da zur Ber-
echnung der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase insgesamt 8 MeBwerte
erforderlich sind, tritt ein Gesamtfehler bei der FluBberechnung unter Beriicksichtigung aller
MeBwertschwankungen von ca. 30 % auf.

Zur Umrechnung der durch *C Markierung bestimmten und relativ auf die Glucose-Aufnah-
merate bezogenen Pentosephosphatweg-Aktivitit sind alle der in Tab. 18 aufgefiihrten Daten
notwendig. Die Umrechnung erfolgte gemiB Gleichung (6), in der D die Verdiinnungsrate im
Chemostaten, TG das Trockengewicht, [Glucose] die Glucose-Konzentration im zulaufenden
Medium und OD die optische Dichte der Zellsuspension bezeichnen.

D x[Glicose]
TG
e —
Volumen xOD

Aktivitit = (6)

OD

Tab. 18: Werte zur Berechnung der in vivo-Fliisse durch die Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase auf Basis der *C-StofffluB-Daten der homologen und heterologen GLUDH-
Mutanten (Marx, 1999) und Endergebnisse. Fiir diese Berechnung wurde das Trok-
kengewicht der Zellen (TG), die Verdiinnungsrate wihrend der Glucose limitierten
Chemostat-Kultur (D), die Glucose-Konzentration im Medium [Glucose] und die

optische Dichte der Zellsuspension (OD) verwendet.

PPW- D'y [Glucosel/ ¢TG oD Glucose-  Gluc-FluB
Aktivitit mM e — FluB in durch den
(%) mlxOD nmol PPW in
mgTG min nmol
Mgy Min
hom. 76.3 0.09 41.7 0.4 7.8 20 15,2
GLUDH
heterol. 24.6 0.09 41.7 0.37 10 16,9 42
GLUDH

Durch die Quantifizierung von Metabolitpools und spezifischen Enzymaktivititen konnte am
Beispiel der beiden GLUDH-Mutanten gezeigt werden, dal die Regulation des oxidativen
Teils vom Pentosephosphatweg in C.glutamicum hauptsichlich durch verinderte spezifische
Aktivitdten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydroge-
nase sowie durch Variation des NADPH/NADP Konzentrations-Verhiltnisses erfolgt,
wihrend die intrazelluldre Glucose-6-phosphat- Konzentration zumindest im Falle der beiden
GLUDH-Mutanten bei der in vivo-Regulation keine Rolle spielt. Die spezifische Aktivitit der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ist gemdf Gleichung (5) direkt proportional zur in vivo-

Aktivitit des Enzyms.
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Tab.19: In vivo Aktivititen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in der homologen und

heterologen GLUDH-Mutante. Die Berechnungen erfolgten gemiB den Gleichungen

(5) u. (6).
in vivo-Aktivitit der Glucose-6-P-Dehydrogenase
homologe GLUDH- heterologe GLUDH-
Mutante Mutante
nmol Glucose-6-phosphat/(mg TGxmin)
berechnet gemiB Gleichung (5) 17,1 6
wie durch "C-StofffluBanalyse bestimmt 15,2 4,2

(Marx, 1999) und gemiB Gleichung (6) um-

gerechnet

Da im Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase bei der homologen GLUDH-Mutante
keine Ubereinstimmung mit den *C-Stoffflu-Daten erzielt werden konnte und im Falle der
heterologen GLUDH-Mutante 6-Phosphogluconat, dessen intrazellulire Konzentration zur
Berechnung der in vivo-Aktivitdt notwendig ist, nicht nachweisbar war, wurden fiir die 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase keine weiteren in vivo-Aktivitits Berechnungen durchge-
fiihrt.

3.4.3 Sensitivitdt der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase gegeniiber der
Variation intrazelluléirer Metabolit-Konzentrationen.

Durch Gleichung (5), die durch die gute Ubereinstimmung der enzymkinetisch berechneten in
vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase mit den "*C-StofffluB-Daten gestiitzt
wird, wurde im weiteren der EinfluBl unterschiedlicher Metabolit-Konzentrationen auf die
Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase abgeschitzt. Da die intrazelluldren Kon-
zentrationen von NADP und NADPH in C.glutamicum sehr viel groBer als die entsprechen-
den K- und K-Werte sind, wird die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und
somit auch die in vivo-Aktivitit des Pentosephosphatweges weniger durch die absoluten
NADP und NADPH-Konzentrationen beeeinfluBt, sondern eher durch das NADP/NADPH-
Konzentrations-Verhiltnis. Dies wird am Beispiel der beiden GLUDH-Mutanten deutlich, bei
denen trotz der konstanten NADPH-Konzentration die in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase bei der heterologen GLUDH-Mutante wegen der verringerten NADP-
Konzentration geringer war. Auch die Berechnungen durch Gleichung (5), fiir die eine intra-
zelluldre Glucose-6-phosphat Konzentration von 500 pM verwendet wurde, verdeutlicht die

Bedeutung des NADP/NADPH-Konzentrations-Verhiiltnisses (Abb. 23).
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Um die Beeinflussung der in vivo-Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase durch die
Glucose-6-phosphat-Konzentration abzuschitzen, wurden gemiB der homologen GLUDH-
Mutante NADP- und NADPH-Konzentrationen von 290 pM bzw. 260 pM in Gleichung (5)
eingesetzt (Tab. 15) und die Glucose-6-P-Konzentration variiert. Das Resultat (Abb. 24) zeigt,
daB der FluB sensitiv gegeniiber Verdnderungen der Glucose-6-phosphat Konzentration ist.
Uberraschenderweise findet jedoch trotzdem in vivo keine Veridnderung der Glucose-6-phos-

phat Konzentration im Vergleich zur heterologen GLUDH-Mutante statt (Tab.15).

18 -
16 -
= 14 -
12

in vivo Aktivitat der G-6-PDH
(nmol/(mgTG*min)
o

e AN R L I

0 1 2 3 4 5 6
INADPH]/[NADP]

Abb. 23: Abhiingigkeit der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase vom
NADPH/NADP-Konzentrations-Verhéltnis (gemiB Gleichung (5)). Die NADP Kon-
zentration wurde zwischen 50 pM und 250 pM variiert, wihrend die NADPH Kon-

zentration in allen Féllen 260 pM betrug.
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Abb.24: In vivo-Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in Abhiingigkeit von der
Glucose-6-phosphat Konzentration. Die NADP und NADPH-Konzentrationen waren
bei dieser Berechnung konstant und mit denen der homologen GLUDH-Mutante

identisch (Tab. 15).
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3.5 Untersuchungen zur Regulation des Pentosephosphatrweges am Beispiel der

C.glutamicum Stdmme MH20-22B und LE4

Die Stimme MH20-22B und LE4 sind isogen und unterscheiden sich nur hinsichtlich der
Regulation ihrer Aspartat-Kinase (Schrumpf et al., 1992). Wihrend beim Stamm LE4 eine
negative Feedback-Hemmung des Enzyms durch Lysin stattfindet besteht diese Hemmung
beim Stamm MH20-22B nicht, was zur Folge hat, da der Stamm MH20-22B im Gegensatz
zum Stamm LE4 Lysin poduziert. Da pro Lysin-Molekiil 4 NADPH-Molekule verbraucht
werden, sollte daher bei beiden Stdmmen der NADPH-Bedarf und somit auch die Aktivitit
des Pentosephosphatweges stark unterschiedlich sein. Somit war es interessant analog zur
homologen und heterologen GLUDH-Mutante auch bei diesen beiden Stdmmen die Regula-
tion des Pentosephosphatweges zu untersuchen. Wihrend bei der homologen und heterologen
GLUDH-Mutante die Kultivierung der Zellen kontinuierlich unter Glucose-Limitierung er-
folgte, wurden bei den Stimmen MH20-22B und LE4 Batch-Kulturen untersucht. Batch-Pro-
zesse sind bei der industriellen Lysin-Produktion von groBer Bedeutung, so daf es interessant
war die Verdnderung intrazelluldrer Metabolitpools im Verlauf einer Batch-Kultivierung zu
untersuchen.

Mit C. glutamicum in Batch Kultur sind bereits umfangreiche StofffluBanalysen auf der Basis
von Massenbilanzierungen (Vallino & Staphanooulos, 1994) und 13C—Markierungstechnik
(Rollin et al., 1995 und Dominguez et al. 1998) durchgefiihrt worden, wihrend die Verinde-
rungen einzelner Metabolitkonzentrationen im Zentralstoffwechsel wihrend des Verlaufs ei-
ner Batch-Kultivierung bisher nur in wenigen Fillen untersucht wurden (Gourdon & Lindley,
1999). Daher war das Ziel intrazellulire Metabolit-Konzentrationen wie NADP, NADPH,
ATP, ADP, Glucose-6-phosphat etc. im Verlauf der Batch- Kultivierungen zu quantifizieren.
Das Medium der Batch-Kulturen der beiden Leucin-auxotrophen C.glutamicum Stimme LE4
und MH20-22B enthielt 30 g/l Glucose und 150 mg/l Leucin. Entscheidend hierbei war, da$3
die Zellen vor dem Verbrauch der Glucose Leucin-limitiert waren und trotz ausreichender
Glucose-Versorgung nicht in der Lage waren ihre Wachstumsrate konstant zu halten (Abb.
25). Sobald das im Medium enthaltene Leucin verbraucht war, nahmen die CO,-Produktion
und die Wachstumsrate stark ab. Bei den beiden isogenen Stimmen, die sich lediglich beziig-
lich der Feedback-Regulation ihrer Aspartat-Kinasen unterscheiden (Schrumpf et al., 1992),
traten nun deutliche Unterschiede auf. Im Gegensatz zum Stamm LE4 begann der Stamm
MH20-22B bei Leucin-Limitierung mit einer starken Lysin Produktion, da die Aspartat-
Kinase anders als beim Stamm LE4 nicht durch Lysin gehemmt wurde. Beim Stamm MH?20-

22B konnte eine Endkonzentration von 40 mM Lysin erreicht werden, wihrend sie beim
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Stamm LE4 nur 1,3 mM betrug. Da beide Stimme keine Isopropylmalat-Dehydratase-Akti-
vitdt haben (Schrumpf et al., 1992), wurde neben Lysin auch o-Isopropylmalat ins Medium
ausgeschieden. Die Konzentrationen betrugen am Ende der Batch-Kulturen beim Stamm
MH20-22B 4,8 mM und beim Stamm LE4 7,7 mM. Auch konnte zu diesem Zeitpunkt Lactat
im Medium festgestellt werden, wobei die Konzentrationen bei beiden Stimmen im Bereich
von 1,7 mM lagen. Es war nun interessant das Verhalten der intrazelluldren Metabolit-Kon-

zentrationen im Bereich der einsetzenden Leucin-Limitierung zu untersuchen.
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Abb.25: Verlauf des CO,-Partialdrucks, der optischen Dichte und der extrazelluldren Lysin-
Leucin- und Glucose- Konzentrationen wihrend der Batch-Kultivierungen der

C.glutamicum-Stamme LE4 (oben) und MH20-22B (unten).
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Bei der homologen und heterologen GLUDH-Mutante wurde gezeigt, daB das
NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Pentosephosphatweges spielt. Daher sollte es fiir die Zellen wichtig sein das Konzentrations-
verhdltnis dieser Metabolite, insbesondere bei veridndertem NADPH-Bedarf fiir reduktive
Biosynthesen, genau zu steuern.

Dies konnte bei beiden Fermentationen auch tatséichlich beobachtet werden, wobei zum Zeit-
punkt der einsetzenden Leucin-Limitierung (4,4 h (Stamm LE4) bzw. 6,7 h (Stamm MH20-
22B) nach Fermentations-Start) erwartungsgemifl die groBten Verdnderungen beobachtet
werden konnten (Abb. 26).

Die Leucin-Limitierung fiihrte bei beiden Stimmen zu einer reduzierten Wachstumsrate, und
somit zu einem reduzierten NADPH-Bedarf fiir die Biomasseproduktion. Dadurch erklirt sich
beim Stamm LE4 die deutliche Vergréferung des NADPH/NADP-Konzentrations-Verhilt-
nisses von ca. 1,8 auf 4 (Abb. 27), da NADPH in geringerem Umfang zur Biomasseproduk-
tion gebraucht wird und sich daher in der Zelle anstaut. Durch diese Verinderung des
NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnisses wird, gema8 den gewonnenen in vitro-Enzym-
daten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase,
die Pentosephosphatweg-Aktivitét signifikant reduziert, wodurch sich der Organismus dem
verdnderten NADPH-Bedarf sehr flexibel durch eine Verringerung der NADPH-Produktion
anpassen kann. Uberaschenderweise wurde beim Stamm MH20-22B jedoch keine derartige
Verinderung des NADPH/NADP-Konzentrations- Verhiltnisses (Abb. 27) gefunden, obwohl
sich auch hier die Wachstumsrate nach Leucin-Limitierung deutlich verkleinerte. Im Gegen-
satz zum Stamm LE4 begann aber der Stamm MH20-22B nach Leucin-Limitierung mit einer
starken Lysin-Produktion, so daB ein neuer NADPH verbrauchender Stoffwechselweg aktiv
war, der das relativ konstante NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis erklarbar macht.
Um die beobachteten Verinderungen des NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnisses bes-
ser verstehen zu konnen, wurde eine NADPH Bilanzrechnung durchgefiihrt, bei der, basie-
rend auf den zur Verfiigung stehenden Daten zur Lysinproduktion und zum Wachstum der
beiden Stimme, der NADPH-Bedarf pro Biotrockenmasse berechnet wurde (Abb. 28). Fiir
diese Rechungen wurde ein NADPH-Bedarf fiir die Biomasseproduktion von 11,51
mmol/gTG angenommen, der speziell fiir C. glutamicum beim exponentiellen Wachstum auf
Glucose bestimmt worden ist (Cocaign-Bousquet, 1996). Aus der Lysin-Bildung pro mg
Trockengewicht 148t sich der NADPH-Bedarf fiir die Lysin-Produktion errechnen, wobei 4
NADPH pro gebildetem Lysin benotigt werden. Es resultierte, daB beim Stamm MH20-22B

der NADPH-Bedarf auch nach der Leucin-Limitierung unverindert blieb, das heifit, da8 der
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durch die verringerte Biomasseproduktion herabgesetzte NADPH-Verbrauch zunichst voll-
standig durch die Lysin-Produktion kompensiert wurde. Damit erklédrt sich beim Stamm
MH20-22B das konstante NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis. Beim Stamm LE4
nimmt dagegen der NADPH-Bedarf nach Leucin-Limitierung stark ab, so daB sich hier
NADPH in der Zelle anstaut (Abb. 26).
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Abb.26: Intrazellulire NADP und NADPH-Konzentrationen in den C. glutamicum Stimmen
MH20-22B (oben) und LE4 (unten) in Abhingigkeit von der Zeit. Beim Stamm
MH20-22B bleiben die beiden Konzentrationen ungefihr konstant, wihrend beim
Stamm LE4 die NADPH-Konzentration nach einsetzender Leucin-Limitierung an-

steigt und die NADP-Konzentration abfillt.
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Abb.27: NADPH/NADP Konzentrations-Verhiltnis bei den Stammen MH20-22B und LE4 in
Abhingigkeit der Zeit (Die Stundenzihlung beginnt mit dem Animpfen der Kultu-
ren). Im Gegensatz zum Stamm MH20-22B nimmt das NADPH/NADP-Konzentra-

tions-Verhiltnis beim Stamm LE4 nach Leucin-Limitierung stark zu.

Im weiteren Verlauf der Batch-Kultivierung des Stammes MH20-22B nahm der NADPH-
Verbrauch jedoch ab, obwohl die Lysin-Produktionsrate in etwa konstant blieb. Dies 148t sich
zum einen durch die vollstidndige Einstellung des Wachstums, die erst mit mehrstiindiger Ver-
zogerung nach der Leucin-Limitierung einsetzt, und zum anderen durch die Verteilung der
gleichen Lysin-Produktion auf mehr Biomasse am Ende der Fermentation erkliren. Interes-
sant ist, daB sich das NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis trotz des verringerten
NADPH-Bedarfs beim Stamm MH20-22B nicht édndert, und daB auch beim Stamm LE 4
langsam wieder das NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis eingestellt wird, welches vor
der Leucin-Limitierung ermittelt werden konnte. Dies 146t auf zusitzliche, bisher unbekannte
NADPH verbrauchende Prozesse schlielen, die am Ende der Batch-Kultivierung eine groBe
Bedeutung erlangen. Auch konnte ein Anstieg der Konzentration eines bisher unbekannten
Inhibitors der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydroge-
nase eine Ursache sein, da dann die wirkliche in vivo-Aktivitit des Pentosephosphatweges

kleiner wiire.
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Abb.28: NADPH-Bedarf der C. glutamicum-Stimme MH20-22B und LE4. Beim Stamm
MH20-22B werden sowohl der NADPH-Bedarf fiir die Biomassenproduktion, als
auch der NADPH-Bedarf fiir die Lysin-Produktion angegeben. Der gesamte
NADPH-Bedarf blieb beim Stamm MH20-22B auch nach Leucin-Limitierung fiir ca.
3 h konstant. Beim Stamm LE4 fiel der NADPH Bedarf direkt nach Leucin-Limitie-

rung ab, da in diesem Fall keine Lysin-Produktion sattfand.

Um eine enzymkinetische Berechnung der in vivo-Aktivititen der Glucose-6-phosphat-Dehy-
drogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durchfiihren zu kénnen, miissen nach

Moglichkeit alle relevanten Substrate, Produkte und sonstige Effektoren der Glucose-6-phos-
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phat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase quantifiziert werden. Es ergab
sich jedoch, daf} die Konzentrationen von 6-Phosphogluconat und Ribulose-5-phosphat sich
durch die angewendeten enzymatischen Verfahren nicht nachweisen lieBen. Ihre intrazelluli-
ren Konzentrationen liegen daher vermutlich unter 200 pM, so daf weitere enzymkinetische
Modellrechnungen wie bei den beiden durchgefiihrten Chemostat-Kultivierungen der homo-
logen und heterologen GLUDH-Mutante auf die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase be-
schrinkt bleiben miissen, da zur Berechnung der in vivo-Aktivitdt der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase mindestens die intrazelluldre Konzentration von 6-Phosphogluconat bekannt
sein muf.

Zur Berechnung der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase durch Glei-
chung (5) ist neben den NADP- und NADPH-Konzentrationen auch die intrazellulire Glu-
cose-6-phosphat Konzentration erforderlich. Es wurde festgestellt, daB wihrend des Uber-
gangs von der exponentiellen Wachstumsphase zur Leucin-limitierten Phase ein deutlicher
Abfall der intrazellulidren Glucose-6-phosphat-Konzentration von ca. 4 mM bis auf ca. 2 mM
stattfand, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den Stimmen LE4 und MH20-
22B auftraten (Abb. 29). Auch im weiteren Verlauf der Batch-Kultivierungen nahm die Glu-

cose-6-phosphat Konzentration weiter ab, jedoch mit einer deutlich verringerten Rate.
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Abb.29: Abhingigkeit der intrazelluldren Glucose-6-P Konzentration in den Stdammen MH20-
22B und LE4 von der Zeit (Die Stundenzdhlung beginnt mit dem Animpfen der
Kulturen). Nach 4.,4h (Stamm LE4) bzw. 6,7 h (Stamm MH20-22B) sind die Zellen

Leucin-limitiert.
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GemaiB Gleichung (5) ist die in vivo-Aktivitidt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase direkt
proportional zur spezifischen Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. Sie verin-
derte sich bei den Stdimmen LE4 und MH20-22B im Verlauf der Batch-Kultivierung nicht
(Tab. 20), so daB davon ausgegangen wurde, daB die Regulation des Stoffflusses in den Pen-
tosephosphatweg auch nach der Leucin-Limitierung nicht durch Verinderung der Konzentra-
tion der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase erfolgt. Es fiel allerdings auf, daB die Aktivitit
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase beim Stamm MH20-22B kleiner war, was mit der
geringeren Wachstumsrate vor Leucin-Limitierung beim Stamm MH20-22B (0,25 h™' im Ver-
gleich zu 0,37 h'' beim Stamm LE4) und der daraus resulierenden geringeren maximalen
NADPH-Bediirftigkeit gut iibereinstimmt. Die spezifische Aktivitit der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase verhielt sich analog zu derjenigen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,

war jedoch durchgehend 1,5- bis 2-fach erhéht (Tab. 20).

Tab.20: Spezifische Aktivititen der Glucose-6-phosphat- und 6-Phosphogluconat-Dehydro-
genasen in den Stimmen MH20-22B und LE4 in Abhiingigkeit von der Zeit (Die

Stundenzihlung beginnt mit dem Animpfen der Kulturen).

Zeit Glucose-6-phosphat- 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase Dehydrogenase
Stamm LE4
h mU/mgProtein
2,9 130,8 1,84 240+ 10
3.9 136 £ 3,1 270 £20
4,9 124,28 £10,9 240 £10
7.4 118,93 +94 280 +20
14,9 12535+ 6 287 17
259 1208 +2,8 240 £10
Stamm MH20-22B
h mU/mgProtein
44 86 0,5 130+0,8
5,6 92 4 136x1,5
7,5 88+12 120+5
10,4 7i+11 106+6
15,25 7615 12818

Wie im Falle der kontinuierlich unter Glucose-Limitierung kultivierten heterologen und
homologen GLUDH-Mutante, konnte aus den intrazelluldren Konzentrationen von NADP,
NADPH und Glucose-6-phosphat und der spezifischen Aktivitit der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase die in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase gemiB Glei-
chung (5) abgeschitzt werden. Da die Oxidation von Glucose-6-phosphat zu 6-Phosphoglu-
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conat irreversibel ist (Levy, 1979), konnte angenommen werden, daB3 die in vivo-Aktivitit der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase dem Stoffflufl in den Pentosephosphatweg entspricht
(Abb. 30). Die Berechnungen zeigten, dafl die Aktivitit des Pentosephosphatweges vor der
Leucin-Limitierung beim Stamm LE4 etwas hoher ist, welches sich durch die erhthte
Wachstumsrate und dem daraus resultierenden hoheren NADPH-Bedarf erklirt. Nach Leucin-
Limitierung nahm im Falle des Stammes LE4 der Pentosephosphatweg-Flu$3 deutlich ab, wih-
rend er beim Stamm MH20-22B konstant blieb. Dieses war zu erwarten, da die Veriinderung
des NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnisses (Abb. 27) gemif den ermittelten enzymki-
netischen Daten einen groBeren EinfluB auf die Aktivitit des Pentosephosphatweges hatte, als
die Glucose-6-P-Konzentration (Abb. 29). Die Verringerung der Glucose-6-phosphat-Kon-
zentration nach Leucin-Limitierung der Batch-Kultur hat kaum einen EinfluB auf die in vivo-
Aktivitédt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, welches durch den im Vergleich zur intra-
zelluldren Glucose-6-phosphat Konzentration kleinen K,-Wert der Glucose-6-phosphat-De-

hydrogenase von 150 pM erkldrbar wird.
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Abb.30: Berechnung der in vivo-Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in den
Stimmen MH20-22B und LE4 durch Gleichung (5). Die Aktivitit beim Stamm
MH20-22B blieb auch nach der Leucin-Limitierung konstant, wihrend sie im Stamm

LE4 stark abnahm.

Bisher wurde die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, die dem Stofffluf in den
Pentosephosphatweg entspricht, auf das Zell-Trockengewicht bezogen. Durch den prozen-
tualen Bezug des Stoffflusses auf die Glucose-Aufnahmerate wird es moglich, die Aufteilung

des gesamten Stoffflusses zwischen der Glycolyse und dem Pentosephosphatweg abzuschiit-
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zen. Dabei wurde festgestellt, da3 sowohl beim Stamm MH20-22B, als auch beim Stamm
LE4 der relative Anteil des Pentosephosphatweges nach Leucin-Limitierung anstieg (Tab. 21)
und das, obwohl der auf das Trockengewicht bezogene Stoffflul beim Stamm LE4 abfiel und
beim Stamm MH20-22B konstant blieb. Dies wurde dadurch verursacht, da3 die Glucose-
Aufnahmerate nach Leucin-Limitierung bei beiden Stimmen absank. Wihrend des exponen-
tiellen Wachstums vor der Leucin Limitierung (Phase I) konnte ein 10 %iger Anteil am ge-
samten Glucose-Fluf, und wihrend der Leucin-Limitierung (Phasen II&III) ein stark anstei-
gender Anteil von 30-60 % abgeschitzt werden (Tab. 21). In Phase II der Batch Kultivierung
der Stimme LE4 und MH20-22B sind die Zellen zwar schon Leucin-limitiert, wachsen aber
noch mit verringerter Wachstumsrate weiter. Beim Stamm MH20-22B ist in dieser Phase der
NADPH-Berdarf mit demjenigen wihrend des exponentiellen Wachstums vergleichbar, wih-
rend er beim Stamm LE4 deutlich verringert ist (Abb. 28). In Phase III findet kein Wachstum
mehr statt und auch der NADPH-Bedarf des Stammes MH20-22B geht in dieser Phase zu-
riick.

Obwohl der NADPH-Bedarf beim Stamm MH20-22B durch die Lysin-Produktion grofer ist,
ist der relative Anteil des Pentosephosphatweges bei beiden Stimme ungefihr gleich. Dem-
nach ist allein die erhohte Glucose-Aufnahmerate beim Stamm MH20-22B fiir die erhohte
Aktivitdt des Pentosephosphatweges verantwortlich (Tab. 21).

Obwohl wiihrend des exponentiellen Wachstums viel NADPH fiir die Biomassenproduktion
gebraucht wird, ist der realtive Anteil des Stoffflusses durch den Pentosephosphatweg am
gesamten FluB mit ca. 10 % sehr viel kleiner, als wihrend der Leucin-Limitierung. Dies 148t
sich durch die grole Bedeutung der Isocitrat-Dehydrogenase fiir die NADPH-Produktion
wihrend der exponentiellen Wachstumsphase erkldren. Bei einer zum Stamm MH20-22B
vergleichbaren Batch-Kultivierung des C.glutamicum Stammes ATCC21253, der bei
Threonin-Limitierung Lysin ausscheidet, wurde ein Citrat-Zyklus-FluB von ca. 60 % festge-
stellt (Vallino & Stephanopoulos, 1993). Mit diesem Wert wurde eine NADPH-Bilanzrech-
nung durchgefiihrt, die zeigte, dal die NADPH-Bilanz wihrend des exponentiellen Wachs-
tums ungefihr geschlossen war (Tab. 22). Da bisher nicht alle NADPH verbrauchenden Pro-
zesse in C.glutamicum bekannt sind, handelt es sich bei den Literaturangaben zur NADPH-
Bediiftigkeit einer bakteriellen Zelle (Neidhardt, 1990 und Cocain-Bousquet, 1996) lediglich
um Schitzwerte. Somit ist es ein erfreuliches Ergebnis, daB eine ungefihr geschlossene

NADPH-Bilanz auf Basis enzymkinetischer Berechnungen erhalten werden konnte.
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Tab.21: Glucose-Aufnahmerate und relativ auf die Glucose-Aufnahmerate bezogener Stoff-
flul durch den Pentosephosphatweg in unterschiedlichen Phasen der Batch-Kulturen

der Stimme MH20-22B und LEA4.

Phase Glucose-Aufnahmerate PPW-FluB3
nmol/(minxmgTG) %
LE4 MH20-22B LE4 MH20-22B
I 100 90 9 8
I 10 22 36 30
I 10 13 56 50

Tab. 22: NADPH Produktion und NADPH Bedarf beim Stamm MH20-22B wihrend der ex-

ponentiellen Wachstumsphase vor dem Verbrauch des vorgelegten Leucins.

NADPH-Bedarf NADPH-Produktion
durch PPW durch ICD* Summe
nmol/(minxmgTG)
50 13,8 53 67

* nach Vallino & Stephanopoulos, 1993

Bei Leucin-Limitierung der Stimme MH20-22B und LE4 war zu erwarten, daB die Zellen im
Rahmen einer “Stringent Response” (Cashel, 1996) ihren Zentral-Stoffwechsel umstellen.
Daher war es interessant auch weitere intrazellulire Metabolit-Konzentrationen im Verlauf
der Batch-Kultivierung der Stimme MH20-22B und LE4 zu quantifizieren. Es ist bekannt,
dall ATP und ADP bei E. coli eine Schiiisselposition bei der Regulation der Glycolyse iiber-
nehmen, wobei die Glycolyse durch einen Anstieg des ATP/ADP-Konzentrations-Verhiltnis-
ses gehemmt wird (Koebmann, 1998). Wihrend die ADP-Konzentration bei einsetzender
Leucin-Limitierung anndhernd konstant blieb (0,5-1mM) (Abb. 31), nahm die ATP-Konzen-
tration bei beiden Stimmen zu diesem Zeitpunkt einen Maximalwert an (Anstieg von ca. 2
mM auf ca. 3,5 mM), wodurch die Glycolyse wahrscheinlich deutlich gehemmt wird (Koeb-
mann, 1998).
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Abb.31: Intrazelluldre ATP- und ADP-Konzentrationen in den Stimmen MH20-22B und LE4
in Abhingigkeit der Zeit (Die Zihlung der Stunden beginnt mit dem Animpfen der

Kulturen).

Die maximale Fructose-1,6-bisphosphat Konzentration im Bereich der einsetzenden Leucin-
Limitierung (Abb. 32) stiitzt die Annahme, daf die Glycolyse zu diesem Zeitpunkt gehemmt
wird. Moglicherweise wird durch die Hemmung der Glycolyse die Abbau-Geschwindigkeit
von Fructose-1,6-bisphosphat reduziert, wodurch sich dieser Metabolit voriibergehend in der
Zelle anstaut. Dies wiirde den Konzentrations-Anstieg von ca. 3 mM auf 4,5-5 mM erkliren.
Nach der Leucin-Limitierung ist die Fructose-1,6-bisphosphat-Konzentration im Stamm
MH20-22B im Vergleich zum Stamm LE4 um den Faktor 2 erhoht. Dies wiederum konnte
mit der erhdhten Glucose-Aufnahmerate und dem erhdhten Kohlenstoff-Bedarf wegen der
Lysin-Biosynthese des Stamms MH20-22B zusammenhiingen. Im Gegensatz zur Fructose-
1,6-bisphosphat-Konzentration blieb die Dihydroxyaceton-phosphat-Konzentration nahezu
unveridndert (1-2 mM), wobei die Konzentration beim Stamm MH20-22B etwa um den Faktor
1,5 bis 2 hoher war. D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und Xylulose-5-phosphat konnten nicht
nachgewiesen werden, da die intrazelluldre Konzentrationen in diesen Fillen kleiner als 200

uM waren und somit durch die angewendeten enzymatischen Verfahren nicht nachgewiesen

werden konnten.
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Abb.32: FBP und DHAP-Konzentrationen in den Stimmen MH20-22B und LE4 in Abhin-

gigkeit der Zeit (Die Zihlung der Stunden beginnt mit dem Animpfen der Kulturen).
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4 Diskussion

4.1 Funktion und Bedeutung des OpcA-Proteins

Durch die Reinigung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus C. glutamicum konnte
erstmalig gezeigt werden, dal das Enzym ein heteromultimerer Komplex ist, der aus Zwf-
(Zwischenferment) und OpcA- (‘oxidative pentose-phosphate cycle”) Untereinheiten zusam-
mengesetzt ist, die durch die im Genom benachbarten zwf- und opcA-Gene codiert werden.
Eine Trennung dieser Untereinheiten war nur durch stark denaturierende Agenzien wie SDS
moglich. Das opcA-Gen wurde auch in anderen Mikroorgansimen wie Mycobacterium (Cole,
1998) und verschiedenen Cyanobacterien (Sundaram, S. et al., 1998) gefunden, wobei die
Sequenzen homolog zueinander sind. Das opcA-Gen liegt zusammen mit dem zwf-Gen im
selben Operon, wie bei Cyanobacterien gezeigt werden konnte (Summers et al., 1995). Da
Mutationen innerhalb des opcA-Gens einen nahezu vollstandigen Verlust der cyanobakteriel-
len  Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitidt bewirken (Sundaram, S. et al., 1998;
Summers, M.L et al., 1995), kann erwartet werden, daBl dieses Protein auch im Falle von
Corynebacterium glutamicum essentiell ist. Wie bei Cyanobacterien (Sundaram, S. et al.,
1998) konnte das OpcA-Protein auch bei C. gluramicum an der Assemblierung des Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase-Komplexes beteiligt sein. Beim Vergleich der Proteinsequenz des
OpcA-Proteins mit der menschlichen 6-Phosphogluconolactonase (Collard et al., 1999)
konnte eine geringe Sequenzihnlichkeit von 16 % festgestellt werden. Dies konnte ein Hin-
weis auf eine Lactonase-Funktion des OpcA-Proteins sein, welches jedoch wegen der gerin-

gen Sequenzihnlichkeit unsicher ist.

4.2 Aktivititen der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenasen in vivo und

in vitro

Die Berechnung von in vivo Fliissen auf Basis der in vitro bestimmten Enzym-Kinetiken in
Kombination mit Metabolit-Pool Analysen ist schwierig, da es bisher nicht moglich ist, ex-
akte Werte fiir kinetische Konstanten in vivo zu bestimmen. Ein ideales Assay-System muf3
die gleiche Zusammensetzung wie das Cytosol haben, um in vivo Enzym-Parameter zu erhal-
ten. Dabei sind die grofiten Probleme die Komplexitdt und Variabilitdt des Cytosols
(Guillouet & Engasser, 1996; Cayley, et al., 1991). Zudem sind die intrazelluldren Konzen-

trationen von Salzen und Makromolekiilen stark von der externen Osmolaritit abhéngig. Ins-
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gesamt wird deutlich, daB die durch in vitro Untersuchungen gewonnenen enzymkinetischen
Daten nur Niherungen der wirklichen in vivo-Situation sein konnen. Trotzdem wurde oft ver-
sucht eine Vorstellung von den Einfliissen der in vivo Bedingungen auf Enzym-Aktivititen zu
gewinnen (Rand, 1992 und Yancey et al., 1982).

Hohe intrazelluldre Polymer-Konzentrationen konnen beispielsweise durch Zugabe von iner-
ten Polymeren wie Polyethylenglycol imitiert werden (Record, 1998). Dadurch wurden so-
wohl bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, als auch bei der 6-Phosphogluconat-Dehy-
drogenase aus C. glutamicum die K,-Werte maximal 2-fach reduziert. Dies stimmt mit Er-
gebnissen anderer Autoren iiberein, die unterschiedliche Proteine wie die Hexokinase aus
Bicker-Hefe (Rand et al., 1993) und Himoglobin (Colombo et al., 1992) untersucht haben.
Bei diesen Proteinen tritt Wasser als Reaktionspartner auf, wobei bei der Bindung von Glu-
cose an die Hexokinase 100 Wassermolekiile vom Enzym freigesetzt werden, wihrend der
umgekehrte Fall beim Hamoglobin auftritt, wobei 60 Wasser-Molekiile zusammen mit 4 Sau-
erstoff-Molekiilen gebunden werden. Die hohe Zahl der involvierten Wassermolekiile bei
diesen Prozessen verdeutlicht die Bedeutung der Wasseraktivitit fiir viele intrazellulire Pro-
zesse. Withrend die Bindung von Glucose an die Hexokinase durch den "Macromolecular
Crowding Effekt”, der zu einer verringerten Wasseraktivitit fiihrt, erleichtert wird, wird die
Bindung von Sauerstoff an Hamoglobin durch diesen Effekt eher behindert. Dies duBert sich
bei der Hexokinase in der Verringerung des K,-Wertes und bei Himoglobin in einer herabge-
setzten Sauerstoff-Affinitdt. Da bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase die K,-Werte nach PEG-Zusatz sanken, kann davon ausge-
gangen werde, daB, wie bei der Hexokinase, Wasser bei der Substrat-Bindung freigesetzt
wird. Da die Maximalgeschwindigkeiten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase durch PEG-Zusatz nicht beeinfluBt wurden, kann Wasser
als kompetitiver Inhibitor dieser Enzymaktivititen bezeichnet werden.

Neben dem Einflul des "Macromolecular Crowding” auf die Wasseraktivitit, kénnten durch
diesen Effekt auch Konformations- (Minton, 1998) und Assoziations/Dissoziations-Gleich-
gewichte (Minton & Wilf, 1981) der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenase verschoben werden und somit die beobachteten Verinderung der
Kn-Werte bewirken.

Es konnte gezeigt werden, da3 die Aktivititen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und
der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durch die ionische Zusammensetzung und die Ionen-

stiarke des Testmediums beeinflu8t wurden, was auch bei den entsprechenden Enzymen ande-
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rer Organismen festgestellt werden konnte (Dyson et al., 1973 und Cohen & Rosemeyer,
1969).

Der aktivierende Einflul von Magnesium-Ionen auf die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
kann viele Ursachen haben. So ist Mg** bei der Bildung von Glucose-6-phosphat-Dehydroge-
nase Multimeren involviert (Bonsignore, A. et al., 1971) und spielt eine Rolle bei der Bindung
von Glucose-6-phosphat (Domschke et al., 1970). KaliumGlutamat konnte die aktivierende
Funktion von Magnesium teilweise iibernehmen, welches mit Untersuchungen des Enzyms
aus menschlichen Erythrocyten iibereinstimmt (Cohen & Rosemeyer, 1969), wobei gezeigt
werden konnte, daf bei ausreichend hoher Ionenstirke keine weitere Aktivierung des Enzyms
durch Magnesium stattfindet. Im Falle der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase konnte die
VergroBerung des Ki,-Wertes beziiglich 6-Phosphogluconat bei steigenden Kalium Glutamat-
und MgCl-Konzentrationen auf die Verdnderung der Konformation der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase in Abhingigkeit der Ionenstirke zuriickzufiihren sein (Dyson et al., 1973).
Trotz dieser vielschichtigen Effekte durch das "Macromolecular Crowding” sowie durch un-
terschiedliche lonenstirken und Ionenarten ist es iiberraschend, daB die basierend auf in
vitro-Enzymdaten berechneten in-vivo-Fliisse durch die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
gut mit den durch '’C-Markierung bestimmten Fliissen iibereinstimmen. Der Grund hierfiir
konnte darin liegen, daB die K,,-Werte sehr viel kleiner sind als die intrazelluliren Konzen-
trationen der entsprechenden Substrate. Wihrend im Falle der Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase die Ky gucosesp- bZw. Kmnvapp-Werte bei 150 pM bzw. 37 pM liegen, wurden intrazel-
luldre Glucose-6-phosphat-Konzentrationen von 500 pM bis 4000 uM und NADP-Konzen-
trationen von 130-250 pM in C.glutamicum ermittelt. Das Enzym arbeitet also weitgehend im
Bereich der Substrat-Sittigung, was auch dadurch deutlich wird, da3 beispielsweise eine Hal-
bierung des Kigiucosesp-Wertes nur einen schwachen EinfluBl auf die Geschwindigkeit der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ausiiben wiirde (Abb. 33).

Im Gegensatz dazu hat die Verdnderung des K,,napp-Wertes einen groBen Effekt auf den be-
rechneten in vivo-FluB, da hierbei die starke kompetitive Hemmung durch NADPH eine
wichtige Rolle spielt. Das Verhiltnis aus dem Knapp-Wert und dem Kionappu-Wert hat einen
zum NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis vergleichbaren Einfluf auf die Aktivitit der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. Nimmt man jedoch an, daB sich die Effekte der “in
vivo’-Umgebung gleichermaBlen auf die beiden Enzym-Konstanten auswirken, so wird die
Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase nicht beeinflut (Abb. 34). Diese Annahme

ist sinnvoll, da NADP und NADPH sich nur im Redoxzustand ihres Nicotin-Ringes unter-
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scheiden und der Adenosin-diphosphat Rest wichtiger als der Nicotinamid-Anteil fiir die Bin-

dung des Coenzyms an das Protein ist (De Flora et al., 1975 und Grove et al, 1976).
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Abb.33: EinfluB des Kugucosesp-Wertes auf die Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydroge-
nase. Fiir die Berechnungen wurden die intrazellulidren Konzentrationen von NADP,

NADPH und Glucose-6-phosphat der homologen GLUDH-Mutante verwendet.
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Abb.34: Einflu der Kiynapp- und der Kienappu-Werte auf die Aktivitidt der Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase. Vorausgesetzt wird, daBl sich das Verhilinis dieser beiden En-

zym-Konstanten (37 pM/17.7 pM=2,09) nicht verindert.

4.3 Regulation der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehy-

drogenase durch intrazellulire Metabolite.

NADPH ist ein wichtiger Inhibitor der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und der 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase bei vielen Organismen (Levy, 1979 und Rosemeyer, 1987).
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Dagegen haben NAD und NADH auch bei C. glutamicum ssp. flavum (Sugimoto & Shiio
1987a und 1987b) keinen hemmenden Effekt, was zeigt, dal} insbesondere das 2 -Phosphat
von NADP" eine wichtige Funktion bei der Bindung dieses Coenzyms hat (De Flora et al.,
1975 und Grove et al, 1976). Demnach ist die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit
nicht iiber NAD bzw. NADH an den Energie-Metabolismus gekoppelt.

Im Falle der Gucose-6-phosphat-Dehydrogenase liberwogen die kompetitiven Anteile der
Hemmung durch ATP, ADP und AMP beziiglich beider Substrate, woraus eine starke Abhin-
gigkeit der in vivo Relevanz dieser Hemmungen von den intrazelluldren NADP und Glucose-
6-phosphat Konzentrationen resultiert. Bei der Batch-Kultivierung der Stamme MH20-22B
war die NADP-Konzentration 2,5 bis 7 fach und die Glucose-6-phosphat Konzentration 13 -
bis 26 - fach gegeniiber den entsprechenden K, -Werten erhoht, so dafl die Konzentration ei-
nes kompetitiven Inhibitors ebenfalls im vergleichbaren Umfang gegeniiber seinem K;.-Wert
(Kicapp = 8 mM und Kicatp = 12 mM) erhoht sein muB, um die Aktivitit der Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase um 50 % zu reduzieren. Da die ATP und ADP Konzentrationen jedoch
im Vergleich zu ihren K;.-Werten um Faktoren von ca. 3 bis 16 kleiner waren, ist kein deutli-
cher in vivo-Effekt zu erwarten. Bei AMP kann ein schwacher in vivo Effekt zunichst nicht
ausgeschlossen werden, da die Hemmung durch AMP stirker war (K. = 3 mM). Auch wire
die Hemmung des Pentosephosphatweges durch hohe AMP-Konzentrationen sinnvoll, da
dann statt NADPH und Ribose-5-P eher ATP durch die Gycolyse gebildet werden sollte. Be-
rechnungen mit Gleichung (2) zeigen aber (Abb. 35), dal diese Hemmung unter Vorausset-
zung der bei der Batch-Kultivierung der Stimme MH20-22B und LE4 gemessenen ATP und
ADP Konzentrationen erst bei einer sehr kleinen Energieladung signifikant werden wiirde.
Daher ist auch im Falle von AMP die in vivo Relevanz der Hemmung eher fragwiirdig. Die
bakterielle Energieladung liegt gewdohnlich im Bereich von 0,8 bis 0,9 (Dietzler et al, 1979;
Walker-Simmons&Atkinson, 1977) und fillt nur bei Abwesenheit einer verstoffwechselbaren
Kohlenstoffquelle auf 0,3 bis 0,4 ab (Barrette et al., 1988). Eine schwache Hemmung der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wiirde also nur unter extremen Bedingungen stattfinden.
Auch bei der im Chemostaten kultivierten homologen und heterologen GLUDH-Mutante
fiihrt eine dhnliche Argumentation zu dem Resultat, dal die Hemmung durch ATP, ADP und

AMP in vivo wahrscheinlich nicht relevant ist.
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Abb.35: Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase durch AMP. Die Berechnungen
sind mit Gleichung (2) durchgefiithrt worden, wobei die entspechenden K;.-Werte aus
Tab. 11 und die in der Legende angegebenen Substrat-Konzentrationen verwendet
worden sind. Die Hemmung wird dann signifikant, wenn die Energieladung unge-
wohnlich klein wird und die NADP-Konzentration wie im Falle des Stammes LE4

nach Leucin-Limitierung weit abfillt.

Auch die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase wurde durch AMP, ADP und ATP gehemmit,
wobei allerdings die Hemmung durch ATP mit Kicepc = 1,1 mM am gréBten war. Die ermit-
telten Hemmtypen deuten darauf hin, daf alle drei Adenosin-phosphate mit der freien 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase wechselwirken, wobei 6-Phosphogluconat das zuerst vom
Enzym gebundene Substrat ist (Segel, 1975). Dies ergibt sich aus der Therorie von Dead-
End’-Inhibitoren, die reversibel an das Enzym binden und damit die Aktivitit von Enzymen
reduzieren. Da die intrazellulare 6-Phosphogluconat-Konzentration in den meisten Fillen
kleiner als 150 pM ist und dieser Metabolit somit nicht nachgewiesen werden konnte, ist eine
Abschitzung der in vivo-Relevanz dieser Hemmung schwierig. Allerdings ist bei den zu er-
wartenden kleinen 6-Phosphogluconat-Konzentrationen eine signifikante Hemmung des En-
zyms durch ATP stattfinden. Eine mogliche Aktivierung des Pentosephosphatweges durch
niedrige ATP-Konzentrationen wiirde dazu fithren, da$ der Stofffluf die Phosphofructokinase
teilweise umgeht, wodurch weniger ATP verbraucht wird (Vashegi et al., 1999). Somit konnte
ATP wie bei Saccharomyces cerevisiae (Vashegi et al., 1999) auch bei C. glutamicum an der
Koordination von Glycolyse und Pentosephosphatweg beteiligt sein. Eine Hemmung durch
ATP konnte auch bei der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase aus Candida boidinii (Kato et
al., 1979), Pseudomonas C (Ben-Bassat & Goldberg, 1980) and Gluconobacter suboxydans
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(Adachi & Ameyama, 1982) festgestellt werden, welches zeigt, daB ATP in vielen Mikroor-
ganismen ein Regulator der Pentosephosphatweg-Aktivitit ist.

Da die Hemmung durch ATP jedoch bei Abwesenheit von Mg untersucht worden ist, ist die
wirkliche in vivo-Hemmung kleiner, als bisher diskutiert wurde, da im Falle der Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase nach Zugabe von Mgt
die Hemmung durch ATP reduziert wird (Levy, 1979, Kato et al., 1979, Avigad, 1966) und
80 bis 90 % des ATP intrazellulir durch Magnesium komplexiert sind, wie *'P-NMR-Studien
zeigen (Lundberg et al., 1990 & Mitsumori, 1984).

Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde nur schwach durch D-Glycerinldehyd-3-
phosphat and Fructose-1,6-bisphosphat gehemmt, so da} eine in vivo Relevanz eher unwahr-
scheinlich ist. Auch Phosphoenolpyruvat, welches die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
von Zymomonas mobilis (Scopes, 1997) hemmt, beeinflulte die Aktivitdt der Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase von Corynebacterium glutamicum nur schwach. Dies stimmt mit
der Annahme iiberein, dafl Phosphoenolpyruvat ein genereller allosterischer Effektor nur fiir
solche Enzyme ist, die Teil des Entner-Doudoroff Weges sind (Turnail & Schlegel, 1972), der
in Corynebacterium glutamicum nicht existiert.

Bei der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase konnten im Vergleich zur Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase groflere Hemm-Effekte durch D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und Fructose-
1,6-bisphosphat festgestellt werden. Fructose-1,6-bisphosphat hemmt auch die Enzyme aus
Candida boidinii (Kato et al., 1979), Streptococcus faecalis (Bridges et al., 1975) und Gluco-
nobacter suboxidans (Adachi & Ameyama, 1982). Fructose-1,6-bisphosphat und D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat sind kompetitive Inhibitoren beziiglich 6-Phosphogluconat und
sollten bei den in den meisten Fillen kleinen Konzentrationen dieses Zuckers in C.
glutamicum an Bedeutung gewinnen. Beim Wachstum auf Fructose ist, wie durch *C-Mar-
kierungs-Analysen gezeigt werden konnte (Dominguez et al., 1998), der Fluf durch den Pen-
tosephosphatweg geringer, wobei die Fructose-1,6-bisphosphat Konzentration erhoht ist
(Dominguez et al., 1998). Dies deutet darauf hin, da3 Fructose-1,6-bisphosphat ein Regulator
der Pentosephosphatweg-Aktivitit sein konnte.

Bleibt die Frage, warum gerade die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase durch eine Reihe von
intrazelluldren Metaboliten gehemmt wird, wihrend die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,
die doch aufgrund der Irreversibilitit der 6-Phosphogluconat-Bildung (Levy, 1979 und
Debnam et al., 1997) die Schliisselposition bei der Regulation des Pentosephosphatweges

ibernehmen sollte (Voet, 1992) (Abschnitt 1), kaum durch andere Metabolite gehemmt wird.
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Eine Erkldrung konnte die in vivo Anordnung der Enzyme des Pentosephosphatweges sein.
Fiir den Pentosephophatweg von Saccharomyces cerevisiae wird diskutiert, daB die Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase einen Komplex bil-
den, wobei Metabolit-Channeling auftritt (Debnam, 1997). Bei Saccharomyces cerevisiae
konnte gezeigt werden, daB selbst extern zugesetztes 6-Phosphogluconat bei gleichzeitiger
Anwesenheit der Glucose-6-phosphat und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenasen nicht voll-
stdndig mit dem aus Glucose-6-phosphat gebildeten 6-Phosphogluconat im Gleichgewicht
steht (Debnam, 1997). Wenn dies auch fiir C. glutamicum zutrifft, kénnte damit die in den
meisten Fillen niedrige intrazelluldre 6-Phosphogluconat Konzentration und auBerdem die
zusdtzliche Beeinflussung der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Aktivitit durch ATP,
Fructose-1,6-bisphosphat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat erklirt werden. Bei Metabolit-
Channeling ist eine hohe Substrat-Spezifitit nicht notwendig, da dann die Substrat-Bindungs-

stellen nicht fiir Fremd-Metabolite zuginglich wiren.

4.4 Kontrolle des Stoffflusses am Verzeigungspunkt Glycolyse und Pentosephosphatweg durch

die intrazellulire Glucose-6-phosphat Konzentration

Bei der intrazelludren Glucose-6-phosphat-Konzentration konnte eine Korrelation mit der
Glucose-Aufnahmerate festgestellt werden. Im Chemostaten bei Glucose-Limitierung lag eine
Glucose-Aufnahmerate von ca. 15-20 nmol/(minxmgTG) vor, wihrend sie bei der Batch-
Kultivierung von ca. 90-100 nmol/(minxmgTG) auf ca. 10 nmol/(minxmgTG) fiel. Gleich-
zeitig fiel auch die intrazelluldre Glucose-6-phosphat Konzentration und bewegte sich auf die
bei Glucose-Limitierung festgestellte Konzentration zu. Die reduzierte Glucose-Aufnahme-
rate konnte mit der Hemmung des PTS-Systems durch das phosphorylierte HPr-Protein zu-
sammenhingen (Abschnitt 4.5).

Die zellinterne Konzentration von Glucose-6-phosphat kénnte neben einem schwachen Ein-
fluB auf die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase einen starken Einflufl auf die
Phosphofructokinase ausiiben. Der bidirektionale Metabolit-FluB der Phospho-glucose-isome-
rase ist im Vergleich zum NettofluB grof (Marx, 1997a), so daB davon ausgegangen werden
kann, daB sich das Verhiltnis der Glucose-6-phosphat und Fructose-6-phosphat Konzentratio-
nen gemiB der Gleichgewichts-Konstanten einstellt. Mit AG°"=2.2 kJ/mol (Voet, 1992) 148t
sich eine Gleichgewichtskonstante von 0,41 fiir die Umwandlung von Glucose-6-phosphat in
Fructose-6-phosphat errechnen (Gumaa & McLean, 1969), so da zu erwarten ist, daf die

intrazelluldre Fructose-6-phosphat Konzentration in etwa halb so groB ist, wie die Glucose-6-
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phosphat Konzentration. Da der K,-Wert der Phosphofructokinase von C.glutamicum ssp.
flavum bei 2,4 mM liegt (Sugimoto & Shiio, 1989), sollte die Glucose-6-phosphat Konzen-
tration {iber Fructose-6-phosphat einen groBen EinfluB} auf die Aktivitit dieses Enzym aus-
liben. Es ist also wahrscheinlich, daB durch die reduzierte Glucose-6-phosphat Konzentration
nur die Aktivitdt der Glycolyse reduziert wird, wihrend die Aktivitit des Pentosephosphatwe-
ges wegen des kleinen Kygep-Wertes von 150 pM nur schwach beeinflut wird. Vermutlich
dienen die unterschiedlichen K.-Werte (150 uM bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
im Vergleich zu 2,3 mM bei der Phosphofructokinase) dazu, den Pentosephosphatweg und die

Glycolyse unterschiedlich durch die zellinterne Glucose-6-phosphat Konzentration zu steuern.

4.5 Untersuchungen zur Batch-Kultivierung der Stimme LE4 und MH20-22B

Wiihrend der Batch-Kultivierung der Stimme LE4 und MH20-22B wurden die Zellen Leucin-
limitiert, als die vorgelegte Glucose noch nicht vollstindig verbraucht war. Zu diesem Zeit-
punkt kann die Leucin-t-RNA nicht mehr beladen werden, da die beiden Stimme nicht in der
Lage sind, Leucin selbst zu produzieren (Schrumpf et al., 1992). Dies induziert wahrschein-
lich die Bildung von ppGpp bzw. pppGpp, so dal im Rahmen einer “Stringent Response”
auch der Zentralstoffwechsel stark beeinflufit werden solite (Cashel et al., 1996). Dies wurde
durch die groBBen Veridnderungen der intrazelluldren ATP, Fructose-1,6-bisphosphat, Glucose-
6-phosphat, NADP und NADPH-Konzentrationen bei einsetzender Leucin-Limitierung ange-
deutet. Uber die genauen Ursachen dieser Pool-Verinderungen und iiber die Zusammenhinge
mit der “Stringent Response” gibt es jedoch bislang keine genauen Informationen (Cashel et
al., 1996). Es ist jedoch bekannt, daB durch diese StreBantwort innerhalb von Minuten die
ribosomale RNA-Transkription und die Protein-Synthese um bis zu 90 % gesenkt werden
konnen (Lengeler et al., 1999). Da damit der ATP-Bedarf der Zelle sinkt und die Aktivitit
ATP produzierender Stoffwechselwege moglicherweise mit Verzdgerung reduziert wird,
konnte hierdurch die voriibergehende Anstauung von ATP in der Zelle verursacht werden.

Bei C.glutamicum ssp. flavum wurde festgestellt (Sugimoto & Shiio, 1989), da8 die Phospho-
fructokinase im Gegensatz zu anderen Organismen nicht durch ATP gehemmt wird, so daB
angenommen werden kann, dal in diesem Fall keine Hemmung der Glycolyse auf Hohe der
Phosphofructokinase erfolgt, sondern eher im weiteren Verlauf dieses Stoffwechselweges.
Dies wiirde mit der maximalen Fructose-1,6-bisphosphat-Konzentration zum Zeitpunkt der
einsetzenden Leucin-Limitierung iibereinstimmen. Ein moglicher Kontrollpunkt kénnte neben
anderen Enzymen der Glycolyse die Pyruvat-Kinase sein, da bekannt ist, da ATP ein wichti-

ger Inhibitor des Enzyms von Corynebacterium glutamicum ist (Jetten et al., 1994). Die Re-
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gulation der Pyruvat-Kinase wird allgemein als wichtig erachtet, da ihr Substrat Phosphoe-
nolpyruvat gleichzeitig ein Phosphat-Gruppen Donor fiir das PTS-System und fiir ADP ist
und somit sowohl in der Glucose-Aufnahme, als auch in der Bereitstellung von Energieiqui-
valenten involviert ist (Thompson, 1978). Auch beim Wachstum von Bacillus subtilis auf
Substrat-Gemischen wie Glucose und Citrat ist die Regulation der Pyruvat-Kinase von zen-
traler Bedeutung (Goel et al., 1999).

Auffillig ist, daB die Konzentrationen von ATP und Fructose-1,6-bisphosphat nur vorriiber-
gehend vergroBert sind und danach wieder abfallen. Demnach ist die Regulation durch ATP
nur innerhalb eines kurzen Zeitraumes wihrend der Stoffwechsel-Umstellung nach Beginn
der Leucin-Limitierung relevant und verliert danach méglicherweise an Bedeutung. Um die
genaue Regulation der Glycolyse nach Leucin-Limitierung zu untersuchen miiiten weitere
intrazelluldre Metabolite quantifiziert werden. Interessant hierbei wire beispielsweise die
Konzentration von Phosphoenolpyruvat, da ein reduzierter Stofflul durch die Glycolyse aus
der Verringerung dieses Pools resultieren kénnte, wenn sie eine dem K,,ppp-Wert der Pyruvat-
Kinase (1,2 mM) vergleichbare Grofle annimmt (Jetten et al., 1994). Auch ist bekannt, daB
ppGpp einen Einflu auf die Protein-Synthese ausiibt (Cashel et al., 1996). Moglicherweise
wird hierdurch auch die Aktivitit von Glycolyse-Enzymen beeinfluBt.

Die beobachtete Erhthung der Fructose-1,6-bisphosphat Konzentration kénnte auch einen
EinfluB} auf iibergeordnete Regulations-Strukturen haben. So ist beispielsweise bekannt, daf
Fructose-1,6-bisphosphat bei gram positiven Bakterien ein allosterischer Aktivator einer
ATP-abhingigen Protein-Kinase ist, die das HPr-Protein des PTS-Systems am Serin 46 phos-
phoryliert (Deutscher & Saier, 1983). Bei Lactococcus lactis konnte gezeigt werden, daBl
HPr(ser-P) das PTS-System inhibiert (Reizer & Panos, 1980; Reizer, 1989; Ye et al., 1994).
Damit konnte der Abfall der Glucose-Aufnamerate von ca. 90-100 nmol/(minxmgTG) auf ca.
10 nmol/(minxmgTG) nach Leucin-Limiteirung der Stimme LE4 und MH20-22B erklirt
werden.

Beim Stamm LE4 fiel auf, daf} sich das NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis im weite-
ren Verlauf der Leucin-limitierten Phase der Batch-Kultur wieder auf den vor der Leucin-Li-
mitierung festgestellten Wert zubewegte, wihrend beim Stamm MH20-22B das Verhiltnis
konstant blieb. Dabei stieg die Pentosephosphatweg-Aktivitit beim Stamm LE4 an, wihrend
sie beim Stamm MH20-22B konstant blieb. Dies war {iberraschend, da in beiden Fillen die
Wachstumsrate und beim Stamm MH20-22B zusitzlich die Lysin-Produktionsrate abnahmen.
Der NADPH-Bedarf sollte also sinken und somit auch die Aktivitit NADPH produzierender

Prozesse wie der Pentosephosphatweg.
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Dies konnte durch bisher nicht beriicksichtigte NADPH verbrauchende Prozesse erklirt wer-
den. Es ist bekannt, daf}, unter aeroben Bedingungen bei der Reduktion von Sauerstoff zum
Wasser, Superoxid- (O,” ) und Hydroxyl-Radikale (OH") entstehen, die reduziert werden
miissen, wobei NADPH eine wichtige Rolle spielt (Lengeler, 1999 und Juhnke, 1996). Eine
weitere Moglichkeit wire, daf ein bisher unbekannter Inhibitor des Pentosephosphatweges an
Bedeutung gewinnt, so daB der durch das enzymkinetische Modell abgeschitzte Stofflufl in
Wirklichkeit zu hoch sein kénnte.

In der exponentiellen Wachstums-Phase (vor dem Beginn der Leucin-Limitierung) konnte ein
auf die Glucose-Aufnahme-Rate bezogener relativer Anteil des Pentosephosphatweges von
ca. 10 % ermittelt werden. Dies ist deutlich niedriger als wihrend des exponentiellen Wachs-
tums von C. melassecola ATCC 17965 durch ein auf Massen-Bilanzierung basierendes
Stoffwechsel-Modell (Pons et al., 1996) bzw. durch '°C-FluB-Analyse (Rollin et al. 1995)
festgestellt werden konnte, reicht aber trotzdem aus, um die NADPH-Bilanz ungefihr zu
schlieBen (Tab. 22). In beiden Fillen lag der relative Anteil des Pentosephosphatweges am
gesamten Stoffflufl bei ca. 50 %. Erkldrbar wird diese Differenz beim Vergleich der Wachs-
tumsraten. Wihrend die Wachstumsraten der Stimme MH20-22B und LE4 bei 0,25 h'!
(MH20-22B) bzw. 0,37 ! (LE4) lagen, konnten bei C. melassecola Wachstumsraten von ca.
0.6 h'! erzielt werden, welches zu einem deutlich erhdhten NADPH-Bedarf fiihrt, der zu einer
Aktivierung des Pentosephosphatweges fithren sollte. Bei C. glutamicum ATCC 21253,
konnte wihrend des exponentiellen Wachstums auf Glucose ein relativer Beitrag des Pentose-
phosphatweges von 25 % ermittelt werden (Vallino & Stephanopoulos, 1993), welches dem
fiir C. glutamicum vorhergesagten FluB} niher kommt. Die Wachstumsrate war in diesem Fall
mit der des Stammes MH20-22B vergleichbar.

Allgemein wurde festgestellt, dal die Aktivitdt des Pentosephosphatweges mit der Wachs-
tumsrate korreliert. So konnte bei Sdugerzellen festgestellt werden, das das Zellwachstum bei
Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase abnimmt, wihrend bei Uberexpression
dieses Enzyms das Wachstum zunimmt (Tian et al., 1998). Auch bei E. coli werden die Glu-
cose-6-phosphat-Dehydrogenase und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase bei erhohter
Wachstumsrate stdrker exprimiert (Wolf et al., 1979). Dies stimmt mit Untersuchungen bei
Saccharomyces cerevisiae (Nissen et al., 1997) und Bacillus subtilis (Sauer et. al, 1997) iiber-
ein, bei denen festgestellt wurde, daf der Stoffflufl durch den Pentosephosphatweg bei Glu-
cose limitierter kontinuierlicher Kultivierung mit der Wachstumsrate anstieg. Demnach wird

die Aufspaltung des Stoffflusses zwischen Glycolyse und Pentosephosphatweg stark durch
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die Wachstumsrate beeinfluflt, welches mit dem hohen NADPH-Bedarf fiir die Biomassen-
produktion korreliert (Neidhardt, 1990).

4.6 Wird die Lysin Biosynthese durch NADPH limitiert?

Die Aktivitidt des Pentosephosphatweges wurde durch die spezifische Aktivitit der Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase und das NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnis bestimmt. Da
die spezifische Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, die der maximal moglichen
Aktivitdt des Pentosephosphatweges entspricht, im Vergleich zu ihrer in vivo-Aktivitit 4- bis
8-fach hoher war, und eine Aktivititssteigerung leicht durch eine Verinderung des
NADPH/NADP-Konzentrations-Verhiltnisses erreicht werden konnte, ist es unwahrschein-
lich, daB NADPH ein limitierender Faktor der Lysin-Biosynthese ist. Dies stimmt mit der
Untersuchung einer Mutante von C.glutamicum iiberein, deren Glucosephosphat-Isomerase-
Aktivitdt abgeschwicht war (Vallino & Stephanopoulos, 1994). Obwohl in diesem Fall fast
die gesamte Glucose durch den Pentosephosphatweg verstoffwechselt wurde, konnte trotzdem

keine Steigerung der Lysin-Ausbeute beobachtet werden.
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5 Zusammenfassung

Das gram-positive Bakterium Corynebacterium glutamicum wird zur grofitechnischen Her-
stellung der Aminosduren L-Glutamat und L-Lysin seit vielen Jahren eingesetzt. Da bei der
Biosynthese dieser Aminosduren auch NADPH benétigt wird, war es das Ziel der vorliegen-
den Doktorarbeit, die Regulation des Pentosephosphatweges als Hauptlieferant von NADPH
in C. glutamicum zu untersuchen.

Zunichst wurden aus C. glutamicum die ersten beiden Enzyme des Pentosephosphatweges,
die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, isoliert
und charakterisiert. Wie die biochemischen Untersuchungen ergaben, besteht die Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase aus zwei verschiedenen Protein-Untereinheiten, die durch die be-
nachbarten zwf- und opcA-Gene kodiert werden. Bei Cyanobakterien ist das OpcA-Protein
essentiell fiir die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase.

Die kinetische Charakterisierung ergab bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase einen
geordneten Bi-Bi-Mechanismus und bei der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase einen geord-
neten Theorell-Chance Bi-Ter-Mechanismus, der durch die kurze Halbwertszeit des ternidren
Ubergangs-Komplexes charakterisiert wird. Bei beiden Enzymen konkurriert NADPH mit
NADP um die Kofaktor-Bindungsstelle, wobei die kompetitiven Hemmkonstanten von
NADPH den Michaelis-Konstanten von NADP dhnlich sind; diese Konstanten liegen im Be-
reich von 15 pM bis 40 unM. Da die intrazelluldren Konzentrationen von NADP und NADPH
mit 100 pM bis 370 pM deutlich gréBer sind, werden beide Enzyme in vivo durch das
NADPH/NADP-Konzentrationsverhiltnis beeinfluft. Am Beispiel eines Leucin-auxotrophen
C. glutamicum Stamms, bei dem dieses Verhiltnis um den Faktor 4 anstieg, konnte gezeigt
werden, dall das NADPH/NADP-Konzentrationsverhiltnis eine wichtige Rolle bei der in
vivo-Regulation des Pentosephosphatweges spielt.

Basierend auf den enzymkinetischen Daten konnte ein Modell erstellt werden, mit dem aus
den intrazelluldren Konzentrationen von Glucose-6-phosphat, NADP und NADPH die in
vivo-Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase berechnet werden kann. Die so ermit-
telte spezifische Aktivitit von etwa 10x10” Einheiten pro mg Trockengewicht stimmte mit
Daten von Stoffflulanalysen iiberein, die mit Hilfe der 13C~I\/I'<1rkierung und NMR-Analyse
fiir die in vivo-Aktivitit des Pentosephosphatweges bestimmt wurden. Die in vivo-Aktivitit
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase war somit um den Faktor 4 bis 8 kleiner, als die ma-
ximale in vitro-Aktivitit bei Substrat-Séttigung. Da durch ein geringeres intrazellulires

NADPH/NADP-Konzentrationsverhiltnis eine erhohte Aktivitdt der beiden NADP-abhingi-
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gen Dehydrogenasen des Pentosephosphatweges zur Folge hat, ist NADPH wahrscheinlich

kein limitierender Faktor bei den Lysin-produzierenden C. glutamicum-Stimmen.
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