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l. Einleitung

Die Gattung Corynebacterium umfafit sowohi pathogene Arten, wie z.B. C. diphtheriae,
als auch nicht-pathogene, meistens saprophytische Arten. Viele dieser nicht-pathogenen
Arten hat sich der Mensch zunufzie gemacht, z.B. fiir die industriele Produktion von
Apfelsdure (Takata et al, 1979), fur die Biotransformation von Steroiden (Constan-
tinides, 1280) und die K&seherstellung (Lee ef af., 1985; Teuber ef al., 1887). Besondere
Bedeutung finden Corynebakterien in der Produktion von Primé&rmetaboliten, z.B.
Nukieotiden und L-Aminoséduren (Kinoshita, 1985; Liebl, 1891). Die wichtigsten Arten der
Aminos&ure-produzierenden coryneformen Bakterien sind C. glutamicum und seine
Subspezies flavum und factofermentum (Kincshita, 1985; Liebl, 1991). C. glutamicum
wurde als Micrococcus glutamicus 1957 von Kinoshita und Mitarbeitern erstmals als
Gram-positives, Biotin-auxotrophes, Glutamat-produzierendes Eubakterium aus dem
Boden isoliert und charakterisiert (Kinoshita ef al., 1957). Die Glutamat-Produktion kann
durch Biotin-Mangel (Shiio ef al., 1962, Gutmann et al., 1992) oder durch Zugabe von
Penicillin, Detergenzien oder Lokalanasthetika zum Wachstumsmedium hervorgerufen
werden (Takinami et al., 1965; Nunheimer ef al., 1870, Huchenq ef al, 1984; Lambert ef
al., 1995). Neben Glutamat, das als Geschmacksverstdrker und Wirzmittel in der
Lebensmittelindustrie Verwendung findet und i&hriich mit ca. 450.000 t produzisrt wird,
werden heute mit Hilfe von geeigneten C. glutamicum-Mutanten auch essentielle
Aminosauren wie z.B. Isoleucin und vor allem Lysin (280.000 { pro Jahr) produziert
(Kieemann et al., 1985). Diese Aminoséuren dienen ais Supplemente fir die Futiermitiel-
herstellung sowie als Ausgangssubstanzen von Medikamenien {Leuchienberger, 1884;
und als Zusdtze von Infusionsldsungen (Kleemann ef al., 1985).

Aufgrund der industriellen Bedeutung von C. glufamicum wurden in den jetzten Jahren
-die Biosynthesewsge fUr Glutamat, Lysin, Threonin und Isoleucin molekulargenetisch
-und physiologisch eingehend charakierisiert (Eikmanns ef al, 1883; Eggeling, 1994;
f-_Sa'nrn et al., 1985). Durch Uberexpression einzelner Gene, die fir Schilisselenzyme der
Aminoséurebiosyntnese Kodieren, wurde der KohlenstcfffluR gezielt in Richiung der
Lysin-, Threonin-, Tyrosin- bzw. Phenylalanin-Biosynthese umgeleitet (Morinaga ef al,
1987; Eilkmanns et al, 1991a; Cremer ef al., 1991; Reinscheid ef al, 1994a; lkeda &
Katsumata, 1992;) und somit die Produktion der entsprechenden Aminosduren erhoht.
Neben den Versuchen zum besseren Verstdndnis der anabolen Stoffwechselwege
~wurden zunehmend auch Untersuchungen zum Zentralstoffwechsel durchgefihrt. So

i wurden die Gene fur die Glycolyse-Enzyme Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase (von der

- Osten et al., 1989), Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, 3-Phosphoglycerat -
--Kinase, Triosephosphat-lsomerase (Eikmanns, 1892) und Pyruvat-Kinase (Gubler et al.,, - -
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1984a; Jetten ef al., 1994a) sowie fir die Tricarbonséure-Zyklus-Enzyme Citrai-Synthase
und isocitrat-Dehydrogenase (Eikmanns et afl., 1884; Eikmanns et &/, 1995} isoliert und
charakterisiert. Das Ipd-Gen, das fir die liponamidiragende Untereinheit der Pyruvat-
Dehydrogenase und der a-Ketogiutarat-Dehydrogenase kodiert, konnte ebenfalls isoliert
werden (Schwinde, 1885). Desweiteren liegen die Gene der Schlisselenzyme des
Glyoxylat-Zyklus, Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase, vor (Reinscheid ef al., 1994b/c).

Die Bedeutung des Zentralstoffwechsels fir das Wachstum und die Produktion von
Aminosduren liegt in der Energieerzeugung, der Regenerierung von Reduktions-
&dquivalenten sowie in der Bereitstellung geeigneter Kohlenstoff-Vorstufen flr
Biosynthesen. Als Kohlenstoff- und Energiequellen kann C. glutamicum Kohlenhydrate,
aber auch organische S3uren, wie Acetai, Lactat oder Pyruvat, verwerten (Abbildung 1).
Als Substrate fiir die Herstellung von Aminosduren mit C. glufamicum dienen jedoch
meistens Glucose oder Saccharose (Kinoshita, 1985). Der Abbau von Glucose kann in
C. glutamicurn Uber zwei katabole Stoffwechselwege arfolgen, dis Glycelyse (Embden-
Meyerhof-Parnas-Weg) und den oxidativen Pentosephosphat-Weg (Kinoshita, 1985).
Die anschlieRende Umsetzung des Kohlenstoffs Uber den Tricarbonsaure-Zyklus dient
der Energiegewinnung dber die volisténdige Oxidation zu CQ,. Darliberhinaus werden
intermediate des Tricarbonsaure-Zyklus als Vorstufen fir den anabolen Baustoifwechsel
verwendst, Wihrend des Wachstums und besonders wahrend der Aminosiure-
Produktion bendétigt der Tricarbonsaure-Zykius von C. glufamicum eine kontinuierliche
und eifektive Regenerierung von Oxalacetat, um die Intermediate des Tricarbonsdure-
Zvkius, die fir Biosynthesen abgezogen wurden, wieder aufzufllien, Diese Funkiion
tibernehmen sogenannte anaplerotische (griech.. auffillende) Enzyme.

In der Natur sind eine Reihe verschiedensr anaplerotischer Reaktionen bekannt
{Komberg, 1966). Bakterien, Pilze und Pflanzen, dis Acetat, Fettsduren oder Ethanol als
alleinige Kohlenstoff-Quelle nutzen kénnen, verwenden den Glyoxylat-Zykus mit den
Schilisselenzymen Isocirat-Lyase und Malat-Synthase, um aus zwei Moigkilen Acetyi-
CoA ein holekidl Malat zu generieren {Kornberg, 1266). Bei Wachstum auf Kohlen-
'hydraten, éuf den organischen Sauren Lactat und Pyruvat cder auf Gluconat dber-
hehmen carboxylierende Reazktionen, ausgehend von Phosphoenolpyruvat (PEP) oder
_P.yruvaji.die anaplerotische Funkiion (Kornberg, 1966).
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Abbiiduﬁg 1: Schemaiische Darsteliung des Zentralstoffwechsels von C. "glufamicum _
~Detailliert dargestellt sind der Tricarbonsadure-Zykius und die anapleroiischien Reakt:onen -

der PEP- Carboxylase und des Glyoxylat-Zykus.
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Anaplerotische Carboxylierungsreaktionen werden in vielen Organismen durch die PEP-
Carboxylase oder die Pyruvat-Carboxylase katalysiert (Kornberg, 1966).

PEP-Carboxyiase

(1) PEP + HCOs > Oxalacetat + P;
Pyruvat-Carboxviase
(2) Pyruvat+ HCOs + ATP - > Oxalacetat + ADP + P,
jotlin

Die PEP-Carboxylase (EC 4.1.1.31) katalysiert die irreversible Carboxylierung von PEP
zu Oxalacetat (Reakiion 1). Einige Bakierien, wie Escherichia coli (Theodore &
Engeisberg, 1965; Ashworth & Kornberg, 19686), Azofobacter vinelandii (Liao & Atkinson,
1971), Pseudomonas fluorescens (Higa ef al, 1976) und P. cifronelfolis (O'Brien ef al,
1877), ebensc wie Cyancbakterien (Owilrim & Coleman, 1986), Streptomyceten
(Dekleva & Strohl, 1988) und Cs-Pfianzen (Ting & Osmond, 1973) verfligen tber dieses
Enzym. Eine Sonderrolle (bernehmen Isoenzyme der PEP-Carboxylase bei der
speziellen photosynthetischen CO,-Assimilation der C,-Pflanzen sowie im diurnalen
Sauremetabolismus der Crassulaceen (Ting & Osmond, 1873; Poetsch et &/, 1991) und
in methylothrophen Bakierien als Bestandteil des Serin-Wegs zur Assimiiation von
Cq-Kérpern (Arps etf al., 1993).

Die Pyruvat-Carboxylase (EC 6.4.1.1) ist ein Biotin-Enzym und katalysiert die ATP-
abhangige Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat (Reaktion 2)(Wood & Utter, 1885,
Scrutton & Young, 1972). Das Enzym konnie bei photosynthetisch akliven Bakterien, wie
Rhodopseudomonas spheroides (Payne & Mormis, 1969) und Rhodobacfer capsulatus
(Willson, 1988; Modak & Kelly, 1995) sowie bei Arthrobacter globiformis (Gurr & Jones,
1877) nachgewiesen werden. Auch Bacillus subtifis und thermophile Baciilus-Arten
(Diesterhaft & Freese, 1973; Sundaram, 1973; Cazzulo et al., 1870) verfligen, ebenso
wige tierische Organismen (Komberg, 1966), Hefen (Ruiz-Amil ef al, 1865; Wills &
Melham, 1985; Hartman & Keen, 1974) und filamentdse Pilze (Osmani ef al., 1985) Uber
die Pyruvat-Carboxylase. Wahrend E. coli und B. subtifis nur PEP-Carboxylase bzw. nur
Pyruvat-Carboxylase ais ~anaplerotisches Enzym besitzen (Chao & -Lizo, 1983;
Diesterhaft & Freese, 1873), konnten in P. cifroneliolis, P. fluorescens, A. vinelandii und
Thiobacillus novellus beide Enzyme nachgewiesen werden (Taylor ef af., 1972; Q'Brien
et al., 1877; Milrad de Forchetti & Cazzuio, 1976; Higa ef al., 1876, Scrutton & Taylor,
1974; Charles & Willer, 1884).

Neben der PEP-Carboxylase und der Pyruvai-Carboxylase gibt es noch andere
 Cs-carboxylierende Enzyme die anaplerotische Funktionen Ubernehmen kénnen: die:
EIPEP_-C_arb_c_)xy_tran_sphos_p_h_qr_yi_ase_, die PEP-Carboxykinase oder das Malat-Enzym. - i
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PEP-Carboxytransphosphorylase

(3) PEP+CO,+P > Oxalacetat + PP,
PEP-Carboxykinase
(4  PEP+CO,+ NDP — Oxalacetat + NTP

Malat-Enzym
(5} Pyruvat+ HCOz + NAD(P)H + H™ ﬁ*ﬂ Malat + NAD(P)" + H,0

Die PEP-Carboxytransphosphorylase {(EC 4.1.1.38) carboxyliet PEP zu Oxalacetat
(Reaktion 3) unter Bildung von Pyrophosphat (Utter & Kolenbrander, 1972) und wurde
bisher nur in Propionsdurebakierien (Siu & Wood, 1862), Enfamoeba histolytica
(Reeves, 1870) und Acetobacterium woodii (Eden & Fuchs, 1983) gefunden. PEP-
Carboxykinasen sind dagegen ubiguitdr verbreitete Enzyvme. Sie katalysieren die
reversible Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat unter Bildung eines Nukieotid-
Triphosphats (Reaktion 3), wobei sie entweder ATP- (EC 4.1.1.48), oder GTP/ATP-
abhangig (EC 4.1.1.32) sind. ATP-abhdngige PEP-Carboxykinasen finden sich bei
Protozoen (Urbina, 1987; Linss ef al, 1993), Saccharomyces cerevisiae, Pflanzen und
den meisten Bakierien (Utter & Kolenbrander, 1972). In tierischen Zellen (Utter &
Kolenbrander, 1972), aber auch in einigen Bakterien, wie Arfhrobacter globiformis (Utier
& Kolenbrander, 1972) und Alcaligenes eutrophus (Schobert & Bowien, 1984) wurden
GTP-abhangige PEP-Carboxykinasen nachgewiesen. In den meisten réilen hat die
PEP-Carboxykinase eine rein giuconeogenetische, d.h. decarboxylierende Funktion
{Utter & Kolenbrander, 1872; Saz & Lescure, 1867), allerdings wurde sie in einigen
Organismen als anaplerotisches Enzym beschrieben, z.B. bei A, eufrophus (Schobert &
Bowien 1984), bei Anaerobiospirillum succiniciproducens (Podkovyrov & Zeikus, 1893)
sowie bel Ascans suum (Rohrer ef al., 1988) und Tiypanosoma cruzi {(de Flombaum ef
a! 1977)

‘Das Malat-Enzym (Malat-Dehydrogenase, NAD(P)-abhéngig, decarboxylierend;
EC 1.1.1.40) katalysiert die Decarboxylierung von Malat zu Pyruvat unter Bildung von
NADPHH (Reakﬁcn 5} Outlaw & Springer, 1883). In E. coli Pseudomonas pufida und
"_'Neurospona érassa konnten NADP -abhéngige Malat-Enzyme nachgewiesen werden
_(_Sanwal et al., 1968; Jacobson ef al., 1966; Zink, 1967). Das Enzym hat, &hnlich wie die
PEP-Carboxylase im CO,-Stoffwechsel der Cs-Pflanzen und der Crassulaceen eine
-wichtige Bedeutung (Wedding, 1989), da es das Uber die PEP-Carboxylase gebundene
CO “fur die photosynthetische CO-Fixierung (ber  die Ribulose-Bisphosphat-
- _"Carboxylase zugangllch macht, Untersuchungen zur F’yruvat—Carboxyherung im Rattenherz
' '-_"-_'ergaben dafl hler wahrscheinlich das NADP’ -abhéngige Malat- Enzym fur -die
anaplerottsche CO,-Fixierung verantwortlich ist (Sundqwst et al., 1989) sl
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Carboxylierende Reakiionen spielen nicht nur bei anaplerotischen Reaktionen,
sondermn auch in anderen Zentralstoffwechselwegen, wie z.B. bei der Feitsdure-
biosynthese eine Rolle. Haufig ist RBiotin als Coenzym fir COx-fixierende Reakiionen
verantwortlich (Moss & Lane, 19871; Knowles, 1989). Die biotinvermittelte Carboxylierung
erfolgt in zwei Schritten. Zunachst wird das enzymgebundene Biotin ATP-abhingig
carboxyliert und es entsteht Carboxybictin (Reaktion 8a). In einem zweiten Schritt erfoigt
die Ubertragung der aktivierten Carboxylgruppe auf das entsprechende Akzeptormolekiil
(Reaktion 6b) (Knowles, 1989, Attiwood, 1995).

(6a) E-Biotin + ATP + HCOy ——————p E-Biotin-COO" + ADP + P, + H*

(6b) E-Biotin-COO" + R-H ——> E-Biotin + R-COO"

Zu den biotinabhéngigen Carboxylasen zshlen neben der Pyruvat-Carboxylase die
Acetyl-CoA-Carboxylase, das Schilisselenzym der Fettsdurebiosynthese, und andere
Acyl-CoA-Carboxylasen, wie z.B. die Propionyl-CoA-Carboxylase und die Methylcrotonyl-
CoA-Carboxylase (Moss & Lane, 1971). Weitere biotinabhdngige Enzyme, deren
Funktion nicht in der Fixierung von CO,, sondem in der Uberiragung von Carboxyl-
gruppen oder in der Nuizung der Decarboxylierungsreaktion zur Bildung von Energie
liegt, sind die Transcarboxylase von Propions8urebakierien (Knowies, 1989, Moss &
Lane, 1972; Thomton ef al, 1983) und die Na'-pumpenden, membransténdigen
Decarboxylasen einiger anaerober Bakierien. Zu den letzteren zahlt z.B. die Oxalacstat-
Decarboxylase von Klebsiella pneumoniae (Dimroth, 1982; Dimroth, 1987).

in C. glufamicum und verwandien Biotin-auxotrophen, Glutamat-produzierenden
Bakierien wurden anaplerotische Reaklionen aufgrund ihrer zentralen Rolle bei der
Synthese von Aminosduren schon frith untersucht. So konnie 19880 gezeigt werden, dal
C. glutamicum ssp. flavum UOber Cs-carboxylierende Enzyme ebenso wie Uber den
Glyoxylat-Zyklus (Abbildung 1) verfugt (Shiio ef al, 1960). Ozaki und Shiio (1889)
wiesen die PEP-Carboxylase in C. glufamicum ssp. flavum nach, und konnten zeigen,
dars es sich um ein allosterisches Enzym handeli, das durch Aspaitat inhibiert und durch
__Acety_!-CoA akiiviert wird (Ozaki & Shiio, 1969; Mori & Shiio, 1885a/b). in einer Mutante
yon C. glutamicum ssp. flavum fuhrte die Aufhebung der Feedback-Hemmung der PEP-
. Carboxyiase durch Aspartat in Kombination mit einer reduzierten Citrat-Synthase-
 Aktivitat -und einer deregulierten Aspariat-Kinase zu einer Steigerung der Lysin-
: _'F_’rodukti_on urnt 50 % gegenlber entsprechenden Mutanten, die nur (ber eine deregu-
-lierte Aspartat-Kinase verfigten (Yoketa & Shiie, 1988). Mutanten mit fehlender PEP-
-Carboxyiase—Akﬁvitét, die Ober ungerichiete WMutagenese erzeugi wurden, waren

: ___Gi_utamat—auxothroph, und konnten chne Supplementation mit Glutamat auf Glucose
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nicht wachsen (Shiio & Ujigawa, 1978; Sano ef al, 1988). Dieser Befund deutet an, daB
der PEP-Carboxylase in C. glufarnicum eine entscheidende Bedeutung bei der
Aminosaure-Produktion zukomimt, und daf sie das einzige anapierotische Enzym bei
Wachstum auf Glucose darstellt (Liebl, 1991). Tosaka ef al postulierten 1879, daf}
C. glutamicum ssp. lactofermentum neben der PEP-Carboxylase auch eine biotin-
abhéngige Pyruvai-Carboxylase besitzt. Der Nachweis dieses Enzyms konnte jedoch
von einer Reihe anderer Arbeitsgruppen fur C. glufamicum nicht verifiziert werden
(Gubler ef al., 1994b; Jetten ef al., 1984b; Cocaign-Bousquet & Lindley, 1995).

Aufgrund der offensichtlichen Bedeutung der PEP-Carboxylase fiir das Wachstum und
die Aminos&ure-Produktion wurde die PEP-Carboxylase auf molekuiargenetischer Ebene
untersucht. Es gelang das Gen fir die PEP-Carboxylase (ppc) aus C. glutamicum zu
isolieren und zu charakterisieren (Eikmanns et al., 1989; O'Reagan ef al.,, 1989). Das
ppc-Gen liegt zusammen mit den Genen fir die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase, die 3-Phospheglycerat-Kinase und die Triosephosphat-lsomerase in einem
Gen-Cluster vor und kodiert fir ein Protein von 919 Aminoséuren. Die Uberexpression
des ppc-Gens hatte im Wildtyp von C. glufamicum keine Auswirkungen auf das
Wachstum (Eikmanns ef al., 198%), in einem Lysin-Produktionsstamm flhrie die
Uberexpression jedoch zu einer 10 bis 20 %igen Erhdhung der Lysin-Ausbeute (Cremer
et al, 1891). Das Ergebnis unterstrich die Bedeutung dieses Enzyms fUr die

Aminosdure-Produktion.

Das Ziel der voriiegenden Arbeit war zunéchst die Aufkiérung der Rolle der PEP-
Carboxylase im Zeniralstoffivechse! und bel der Aminosdure-Produkiion von
C. glutamicum. AuBerdem soilte Oberpitifi werden, ob es in C. glufamicum weitere
anaplerotische Reakiionen gibt Hierzu wurden zundchst definierte PEP-Carboxylase-
negative Mutanten verschiedener C. glufamicum-Stdmme Kkonstruiert und bezlglich
Wachstum und Aminosaure-Produktion analysiert. Im weiteren wurden physioiogische,
enzymatische, broteinchemische, NMR-spekiroskopische und molekulargenetische
Untersuchungen durchgefthrt, um der Frage nach zur PEP-Carboxylase alternativen
anaplerctischen Enzymen in C. glufamicum nachzugehen.
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ii. Material und Methoden

winh

Bakterienstimme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Escherichia coli- und Corynebactenum

glutamicum-Stdmme sowie ihre Eigenschaften sind in Tabelle 1 zusammengestelit.

Tabelle 2 zeigt die verwendeten Cosmide und Plasmide.

Tabelle 1: Verwendete Stamme und ihre genetischen Marker

Herkunft /| Referenz

Stamim relevante Eigenschaften
E coli
DHS5a supE44, hsdr17, recAt, endA1T, lacZa
gyrA96, thi-1, relA1 Hanahan, 1285
8171 thi-1, endAR1, hsdR 17,
supk44, pro Simon ef &l., 1883
C. glutamicum
ATCC 13032 Wildtyp ATCC®
WT-PP 13032ppcpEM1ppCn diese Arbeit
WT-KT 13032Appc:.cat diese Arbsit
WT-PPW 13032aceA: :pSUP301aceAmAppecal  diese Arbeit
ASK1 13032aceA:pSUP301aceAnt Reinscheid ef al., 1994b
MH20-22B AEC-Resistenz, feuD Schrumpf ef al., 1992
MH20-22B-PP MH20-22Bppc..pEM1pptint diese Arbeit
~MH20-22B-KT MH20-22BAppc:cat diese Arbeit
MH20-22B-PPW  MH20-22B::pSUP301aceAnAppc:icat  diese Arbeit
ATCC 21573 undefinierter Tyrosin-Produzent ATCC?
21573-CK 21573ppc;.pEM1ppCin diese Arbeit
-R127 AS019, res’ Liebl & Schein, 1920
SP733 R127, pyc diese Arbeit
SPO78 R127, pyc™™ diese Arbeit

nE American Type Culture Collection = ATCC
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Tabelie 2:

Verwendete Cosmide und Plasmide mit ihren Eigenschaften

Vekior

Eigenschatften

Referenz

pUC18

pEM1
pK1i9rmobsacB
pUC-ppcll
pEM-PP

pECS
pUC-pcat
pPW2
pSUP-acely,

pGEM-T

pEKC

pHC79-Genbank

AmpF, ori colE1

KmR, mobilisierbar (0T, orV

KmF®, sacB, onT, onV

pUC18-Derivat mit dem ppc-Gen

aus C. glutamicum

Veitor pEM1 mit dem 0,85 kb Xhol
intermnen ppc-Fragment aus pUC-pocll
E. coli- I C. glutaricum-Pendelvektor,
Km®, Cm~

pUC-ppclA(ppc;) mit dem

cat-Gen aus pECS

pK18mobsacB mit cat flankiert von
den &' - una 3-Enden von ppc
mobilisierbarer Vekior pSUP301

mit einem internen aceA-Fragment
nGEM-5Zf(+), EcoRV-gescnnitten

mit 3-terminalen Thymidinen

Km®, orf pBL1, o/ colE1

pHC78 mit Sau3A-geschnittenen in die
BamiMi-Sielle klonierte Fragmenten

chromosomaler C. glufamicum-DNA

Vieira & Messing, 1882

Schrumpf et af., 1991

Schéafer et al, 1994

Eikmanns ef af.. 1988

diese Arbeit

Eikmanns ef af., 1891b

diese Arbeait

diese Arbeit

Reinscheid ef 2l , 1924b

Promega, USA

Eikmanns ef al., 1891b

Bérmann ef al, 1892

AmpR_r- Ampicillin-Resistenz; Km®= Kanamycin-Resistenz;

Cm® = Chioramphenicol-Resistenz
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2, Chemikalien

lm folgenden werden die verwendeten Chemikalien und Produkte, sowie ihre
Bezugsquelie aufgelistet. Die hier nicht aufgefihrien Chemikalien wurden von der Firma

Merck AG, Darmstadt bezogen.

Appligens, Heidelberg: Phenol, wassergeséttigt
Biomol Feinchemikalien, Hamburg: 3-N-Morpholinopropansulfonsédure (MOPS)
Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA: Acrylamid/Bisacrylamid

Boehringer, WMannheim: Ampicillin; Avidin; ADP; AMP; ATP; Chloramphenicol,
Dithiothreitnol: GDP; IDP; ITP; NADH: NADPH; Nonradioactive DNA Labeling and Detection
Kit PCR Core Kit: PCR DIG Probe Synthesis Kit; Restriktionsendonukleasen und andere

Enzyme; Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat

Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA: Na[“ClCarbonat, 99% an “C

angereichent

Difco Laboratories, Defroi, USA: Bacto-Agar, Bacto-Trypton; Brain-Heart-Infusion-
Medium; Hefe-Extraki

Genomed, Bad Oeynhausen: JETSORB Gel Extraction Kit/300

lsotec Inc., A Matheson, USA Company, Miamisburg, USA: [2-"ClPyruvat,
[3-"*C]Pyruvat (jeweils 99 % an "°C angereicher)

Miliioore, Eschborn: Immobilon-P-Membran {Polyvinylidendifluorid)

Pharmacia LKB, Freiburg: NAP-10 Sé&ulen

Promega, Heidelberg: pGEM-T Vector System [; Softlink Soft Release Avidin Resin
Schieicher und Schilli, Dassel, Schwaiz: Nytran-Nylonfilter N13

Serva Feinbiochemica, Heideiberg: Agarose; Natriumdodecyisuifat (SDS)

Sigma Chemie, Minchen: Ethidiumbromid; Na-Glutamat; Naphtol Blue Black (Amido-
schwarz); Na-Pyruvat; Na-Laurylsarkosin; Rinderserum-Albumin (BSA); Molekular-

-gewichtsstandard S7B
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3. N&hrmedien und Kultivierungsbedingungen

Verwendete Median:

Komplezmedien

Komponenten 2xTY Luria-Bertani (LB) BHI
(Sambroock ef al., 1989)  (Sambroock et al., 1989) (Difco®)
NaCl 5 g/l 10 gl -
Hefeexirakt 10 gfi 5g/ -
Trypton 16 g/l 10 gt "
Brain Heart Infusion - 37 gfi

* Difco Laboratories, Detroit, MA, USA

Minimalmeadium: CgC
(Eikmanns ef al., 1991a)

Kohlenstoffauellen und Biotin (200 yg/l) wurden nach dem

5 g/t Ammoniumsuifat;

5 g/l Harnstoff,

5 mgfl KH,PO,;

5 mg/l KHPO,;

0,25 g/l MgS0q;

0,01 g/l CaCl,

1 ml Spurenelementeldsung/i

( 1g/l FeS0y4 1 g MnSO4 0,1 gl Zn80y;

0,02 g/l CuSQy; 2 mg/l NiCl;
in 100 mi H,O dest. geldst)
42 g/l MOPS; pH 6,3

Autcklavieren steril hinzugegeben

Zur Herstellung von festen Nahrbéden wurden den jeweiligen Medien 18 g/l Agar

zugeseizl. -

‘Anzucht von £. colf und C, glutamicum

_"Die E. coli-Stamme wurden ausschlieRlich auf den oben aufgeflinrten Kornpiexmedien

B gezlichiet. ‘'Falls notig, wurden Antibictika in folgenden Konzentrationen zum Medium
-'_gegsben: Kanamycin, 50 ug/mi; Ampiciilin, 50 pg/mi; Chioramphenicol, 25 pg/ml.
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Die Kultivierung der C. glufarmicum-Stamme erfolgte ebenfalls auf den Komplexmedien
2 xTY und LB. Fir die Anzuchi der Integrationsmutanten wurde dem Medium 25 ug
Kanamycin /ml zugesetzt. Die Selektion der ,Genaustausch”-Mutanten erfoigte auf 25 ug
Kanamycin und 5 pg Chloramphenicol pro ml, wobei dem Medium zuséatziich 10 %
Saccharose zugesetzt wurde. Als Selektionsmedium nach der Konjugation diente BHI-
Medium. Zur Regeneration der Zellen nach Elektroporation wurde BHIS-Medium (BHI
plus 0,5 M Sorbit) nach Liebl ef al. (1989) verwendet. Als Standard-Minimaimedium
diente CgC-Medium. Als C-Quellen wurde in der Regel 4 % (w/v) Glucose-Monchydrat,
2 % (v/v) D,L-Na-Lactat oder 2 % (w/v) K-Acetat eingesetzt. Fir die Anzucht der
C. glutamicum Stamme unter Biotin-Limitierung wurden die Zellen falls nicht anders
beschrieben, in CgC mit 50 ug Biotin /I und der entsprechenden C-Quelle vorgeztchtet,
am Ende der exponentiellen Wachstumsphase geemtet und zweimal in TN-Puffer
(50 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl, pH 8,3) gewaschen. Die Vorkulturen dienten als Inokulum
for die Hauptkulturen auf CgC-Medium mit den entsprechenden C-Quellen und
verschiedenen Biotin-Konzentrationen (0,5 bis 200 ug/i).

Zur Anzucht von C. glutamicum unter Glutamat-Produktionsbedingungen wurden die
Zelien in CgC-Minimalmeadium unter Biotin-Limitierung mit 10 pg Biotin /1 fir den Wildiyp
und 50 upg Biotin /1 fur PEP-Carboxylase negative Mutante vorgeziichtet und
anschliefend in ein Medium mit noch geringerer Biotin-Konzentration (1 pg/l fur Wildtyp
und 10 pg/l fir PEP-Carboxylase negative Mutante) Uberimpft. Das Wachstum des
Stammes MH20-22B und seiner definierten Mutanten unter Lysin-Produktions-
bedingungen erfolgte in CgC-Madium mit 4 % Glucose. Die Anzucht des Stammes ATCC
214573 und seiner definierten PEP-Carboxylase-negativen Mutante erfolgte ebenfalls in
CgC-Medium mit 10 % Glucose, das mit 2 mM Tyrosin und 2 mM Tryptophan
supplementiert wurde.

Far das HCOs-Markierungsexperiment wurden die C. glutamicum-Stamme in LB-
Medium vorgeziichtet und anschlieRend in 80 ml CgC-Medium mit 2 % Glucose
Gberimpft. In der exponentielien Wachstumsphase wurden zu drei verschiedenen
Zeitpunkten je 1 ¢ Na,"CO; zugegeben. Zur Neutralisisrung des Mediums wurde mit
1,6 ml 25 % HCI nachtitriert.

Flr die Isolierung der Biotin-Proteine p70 und pi25 wurde der Wildlyp vor
C. glutarnicurn auf CgC-Medium mit 2 % D,L-Lactat und 500 g Biotin/l gezlchtet.

Soweit nicht anders beschrieben erfolgte die Kultivierung der C. glutamicum-Stdmme
in '500 mi Erlenmeyerkolben, die 60 ml Medium enthielten und die zur besseren
Durchiiiftung mit zwei seitlichen Schikanen versehen waren. Die Kulturen wurden bei
- . 120 -Umdrehungen pro Minute (rpm) und 30°C inkubiert. Die E. coli-St&mime wurden in
E_ier _Regei in Reagenzglésern mit 5 mi Medium bei 37°C und 200 rpm gezlchtet.
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Das Wachstum wurde Uber die Zeit anhand der optischen Dichte bei 600 nm (ODeo)
verfolgt. Die Wachstumsrate p wurde in h” angegeben. Fir Zellen mit einer ODgoo von 1
wurde ein Trockengewicht (TG) von 0,3 mg TG/mi Kultur bestimmt.

Bestimmung von Substratverbrauch und Ertragen

Die Glucose-Konzentrationen in Kulturlberstdnden wurde in einem photomefrischen
Test durch die Umsetzung der Glucose zu Giucose-B-Phosphat durch die Hexokinase
und die anschlieRende NADP -abhangige Uberfihrung von Glucose-8-Phosphat zu
Gluconat-6-Phosphat. Die Zunahme an NADPH wurde anhand der Extinktionsanderung
bei 340 nm bestimmt (Boehringer Mannheim).

Die Laciai-Konzentration in Kulturibersténden wurde durch die Umsetzung von Lactat
zu Pyruvat durch die NAD -abhéngige Lactat-Dehydrogenase bestimmi. Um das Lactat
qguantitativ zu Oberfihren wurde das gebildete Pyruvat in einer gekoppelien Glutamat-
Pyruvat-Transaminase-Reaktion unter Bildung von Alanin abgezogen. Die Zunahme von
NADH wurde photometrisch bei 340 nm verfolgt (Boehringer Mannheim).

Die Acetat-Konzentration im Medium wurde ebenfalls photometrisch in einem
gekoppelten Enzymiest bestimmt. Acetat wurde durch die Reakiion der Acetyl-CoA-
Synthetase zu Acetyl-CoA umgesetzt, das anschlieBend mit Oxalacetat Uber die
Reaktion der Citrat-Synthase zu Citrat weiter reagiert. Das fir diese Reaktion bendtigie
Oxalacetat wurde aus Malat und NAD" in Gegenwart von Malat-Dehydrogenase gebildet,
und die Zunahme an NADH wurde anhand der Extiinktions@nderung bei 340 nm
bestimmt (Boehringer Mannheim).

Die Bestimmung der Substrat-Konzentrationen erfoigte anhand von entsprechenden
Eichkurven,

Dis Wachstumserirdge Yys wurden angegeben in ¢ Trockengewicht pro g
verbrauchtem Substrat und die Produktionserirdge Yps in g Produkt pro g verbrauchiem
Substrat.

4, Quantitative Bestimmung von Aminosiuren

4.1 Silikonéi-Zentrifugation und Aufarbeitung der Zellen

Zur Bestimmung zellinterner Aminosdure-Konzenirationen ist eine schnelle Trennung

von Zellen und Medium erforderlich, sowie die sofortige Inaktivierung des Stoffwechsels,
um Abbau bzw. Synthese von Metaboliten zu vermeiden. Dazu wurde die Methode der

 _S_iiikonél-Zenirifugation verwendet (Klingenberg & Pfaff, 1967). Hierzu wurden in Mikro-

';zenirifugenrf‘)hrchen (Beckman Instruments GmbH, Miinchen) 65 il Silikondi der Dichte
'1,04-glcm3 Gber 30 ui einer 30%igen Perchlorséure-Losung geschichiet. Je nach Zell-

dichte -der zu untersuchenden Kuitur wurden verschiedene, definierie Probenvolumen
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{ODggg <20 = 200 pi; ODggo 20-30 = 100 ul; ODsgge »30 = 50 pi) auf das Silikondl gegeben
und sofort abzentrifugiert (13000 rpm; Mikrofuge E, Beckman Instruments, Minchen).
Dabei gelangten die Zellen durch das Silikondl in die Perchiorsdure und wurden dort
inaktiviert. Der Kulturliberstand verblieb aufgrund der geringeren Dichie auf der Silikondl-
Phase und konnte direkt zur Aminosdurebestimmung verwendet werden. Das Zellpeliet
wurde weiter aufgearbeitet, indem zundchst die Zellen resuspendiert und dann
volisténdig durch Ultraschall aufgeschlossen wurden. Der erhaltene Zellextrakt wurde
durch Zugabe von 5 M KOH / 1 M Triethanolamin neutralisiert und auf Eis inkubiert. Es
kommt zu einer Phasenumkehrung, wodurch Zelitrtimmer, denaturierte Proteine und
prazipitiertes KCIO, mit dem Silikondl abzentrifugiert wurden (5 min, 13226 x g, RT). Der
Uberstand konnte dann zur Bestimmung zellinterner Aminosdurekonzentrationen
verwendet werden.

Die Quantifizierung der internen Metabolitkonzentrationen erfolgte unter Zuhilfenahme

folgender Parameter:

= Zellvolumen biotinlimitierter Zellen: 1,6 pifmg TG (Bérmann-El Kholy, 1894)
= Zelivolumen nichi-biotinlimitierter Zellen 2,0 glimg TG (Bérmann-El Kholy, 1994)

4.2 Reversed-Fhase-HPLC zur Bestimmung von Aminosduren

Die quantitative Amincsdurebsestimmung in Kulturiiberstinden, zellinternen Proben sowie
in Pyruvat-Carboxylase-Testansatzen erfolgte mittels Reversed-Phase-Chromatographie.
Verwendet wurde ein HPLC-Anlage der Firmna Hewlett-Packard (Waldbronn) vom Typ HP
1080. Die Aminocsauren wurden mit ortho-Phthaldialdehyd Uber eine automatische Vor-
sdulenderivatisierung zu stark fluoreszierenden thiosubstituierten Isoindolen umgesetzt
(Sternson ef al.,, 1984). Die unterschiedliche Hydrophobizitdt der Aminosdure-Derivate
ermbglichte ihre Auftrennung durch die reversed-phase-HPLC (Jones & Gilligan, 1983) in
einem geeigneten Laufmittelgradienten (Puffer A: 0,1 M Na-Acetat pH 7,2; Puffer B:
iviethanol). Vor- und Haupisdule besiehend aus ODS 5 (C-18 Kieselgel) wurden von der
Firma Chromatographieservice, Langerwehe geliefert. Die Detektion der fluores-
zierenden Aminosadure-Derivate wurde bei einer Weilenlénge von 243 nm und einer

Emissionswellenlénge von 436 nm durchgefinrt.

4.3  Isciierung, Reinigung und Bestimmung der BC-Markierungsmuster von

U Aminosiuren
Threonin, dessen "*C-Markierungsmuster aufgekisnt werden sollte, wurde aus Zellen, die

Jin Anwes_enheijt von Na,"°CO; gewachsen waren, durch Totalhydrolyse der Zellproteine
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isoliert. Aspartat aus Pyruvat-Carboxylase-Testansétzen wurde direkt isoliert. Fur die
Totalhydrolyse der Zellproteine wurden die Zellen nach der Emie in 6 N HCI fr 12 Stun-
den bei 105°C inkubiert. ZelitrUmmer und sonstige unlosliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (5000 rom, 20 min, RT) und anschlieRende Ultrafiltration durch einen
Dyna Gard Filter (0,2 ym &) der Firma Microgon (Laguna Hills, CA, USA) entfemnt. Der
Exirakt wurde ebenso wie die Testansdize lyophilisiert und Gber eine Kationen-
austausch-Chromatographie (Ultrapac 11 u Harz-S8ule von Pharmacia (Freiburg)) mit
einem FPLC-System der Firma Sykam (Gilching) aufgetrennt. Als Elutionspuffer wurde
0.2 M Triethylamin mit einem pH-Gradienten von 3,2 bis 10,5 verwendet (Sonntag ef al.,
1993). Die Aminosauren, die entsprechend ihrer lonenstérke von der Sdule eluierten,
wurden in 1 mi Fraktionen gesammeit und anschliefend Uber Reversed-Phase-HPLC
(s. Kapitel 4.1) analysiert. Die Fraktionen, die Threonin, bzw. Aspartat enthielien, wurden
vereinigt, gefriergetrocknet und anschlieRend fur die NMR-Analyse in 0,8 mi D0
aufgenommen.

Die NMR-Analysen wurden freundlicherweise von Herrn V. Wendisch an unserem
institut durchgefuhrt. Fir die Gewinnung der hochaufldsenden 'H-NMR-Spekiren wurde
ein AMX-400 WB Spekirometer der Firma Bruker (Karlsruhe) verwencet, mit einer
Leistung von 400,13 MHz (Sonntag ef al., 1993).

5, Bestimmung von Enzymakiivitdien

§.%1 tHerstsllung von Rohexirakien und Proteinbestimmung

Zur Hersteilung von zellfreien Extrakien wurden die C. glutamicum-Stémme in der
exponentieilen Wachstumphase geemtet und zweimal in 50 mM Tris/HC! pH 7.0
gewaschen und anschlieRend in 1 mi des fir den entsprechenden Enzymiest optimalen
Reakiionspuffers aufgenommen. Der Aufschiud der Zelien erfoigte mit Hilfe eines Ultra-
schalldesintegrators (Branson Sonifier W-250) bei einer Pulsfrequenz von 20 % und
einer Leistung von 30 W fUr 5 min. Wéhrend des gesamten Vorgangs wurden die Zeilen
im Eis-Wasser-Bad gekihit. Nach dem Zeilaufschiu® wurden die Proben 30 min bei
13000 pm (=13228 x g) und 4°C in siner Sigma 2K15 Zentrifuge abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde als Rohextraki fur die Enzymakiivitatsbestimmung verwendet.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen in Rohexirakien wurde mit der Biuret-
~Methode (Gomall ef al., 1849) durchgeflhrt. Hierzu wurden die Proteine zundchst in
3 M Trichloressigséure quantitativ gefallk und anschlieRend in 100 pi H,O aufgenommen.



16 Material und Methoden

5.2 Permeabilisierung von C. glutamicum-Zellen

Um Enzymaktivitdten mit permeabilisierten Zellen von C. glutamicum zu bestimmen,
wurden die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, zweimal in 50 mM
Tris/HCI pH 7,0 gewaschen, anschlieBend in 100 miM HEPES pH 7,3 mit 20 % Glycerin
zu einer ODg von 150 aufgenommen und bei -20°C eingefroren, um Zellwand und
Membran fir die anschlieBende Permeabilisierung rigide zu machen. Die Permea-
bilisierung der Zellen erfolgte nach dem vollstdndigen Auftauen auf Eis durch Zugabe
ad 0,3 % CTAB. Die Zellen waren sofort in diskontinuierlichen Enzymtests einsetzbar.

5.3 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitéten von PEP-Carboxyiase, PEP-
Carboxykinase, PEP-Carboxytransphosphorylase, Pyruvat-Carboxylase,
Oxalacetat-Decarboxylase, Malat-Enzym, Isociirat-Lyase und Pyruvat-Kinase

Phospheoenolpyruvat-Carboxylase:
Die Phosphoenolpyruvat (PEP)-Carboxylase katalysiert die folgende Reakiion:

PEP + HCOs > Qxalacetat + P;

Die Aktivitit der PEP-Carboxylase wurde in einem Malat-Dehydrogenase-gekoppelien
Test, modifiziert nach Ozaki und Shiic {1989) nachgewiesen. Dabel wurde das gebildete
Oxalacetat unter Verbrauch von NADH zu Malat umgesetzt. Die Abnahme von NADH
wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 340 nm verfolgt. Der Extinktions-
koeffizient fiir NADH bei 340 nm betrégt eas = 6,22 mmol” cm™.

in einem Volumen von 1 ml wurden 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 miM MgCl, 25 mM
NaHCOs, 1 mM DTT, 0,2 mg NADH, 24 U Malat-Dehydrogenase und Rohexirakt (ca. 500 pg
Protein) zusammengegeben. Nach Bestimmung einer Blindakiivital, die auf dgem
Verbrauch von NADH durch die NADH-Oxidase beruhte, wurde die spezifische Reaktion
durch Zugabe von 8 mivi PEP gestartet. Die spezifische PEPCx-Aktivitat wurde aus der

Differenz der Extinktionsénderung Gber die Zeit vor und nach PEP-Zugabe berechnet.

Phosphoenoipyruvat-Carboxykinase:
Die PEP-Carboxykinase Kkatailysiert die reversible Carboxylierung von PEP 2zu
Oxalacetat: R
' ' anaplerotisch
‘PEP + CO, + IDP/GDP | = Oxalacetat + ITP/GTP
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Die Aktivitatsbestimmung der carboxylierenden Reaktion wurde nach Bentle und Lardy
(1976) in einem Malat-Dehydrogenase gekoppelten photometrischen Test durchgefiihrt
und fur das corynebakterielle Enzym entsprechend optimiert. Der optimierte Testansatz
enthielt 100 mM HEPES pH 7,0, 10 mM MgSQs, 5 mM MnCl, 1 mM DTT, 0,2 mg NADH,
50 miM NaHCOs;, 8 miM PEP, 24 U Malat-Dehydrogenase, sowie Rohextrakt (ca. 500 ug
Protein). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mM IDP gestartet und die Extinktion
bei 340 nm photometrisch verfolgt. Als Blindakiivitdt wurde die Extinktions&nderung Ober
die Zeit vor Zugabe von IDP pestimmt und von der PEP-Carboxykinase-Aktivitat

abgezogen.

Phosphoenolpyruvat-Carboxytransphosphorylase:
Die PEP-Carboxytransphosphorylase katalysiert die folgende Reakiion:

PEP + CO, + P » Oxalacetat + PP

Die PEP-Carboxytransphosphorylase bendtigt anorganisches Phosphat (P;) zur
Umsetzung von PEP zu Oxalacetat. Die Reaktion wurde ebenfalls photometrisch im
Malat-Dehydrogenase-gekoppelten Test mit 100 mMTris/HC! pH 8,0, 10 mM MgCl,, 25
mi NaHCQOs, 1 mii DTT, 0.2 mg NADH, 24 U Malat-Dehvdrogenase, 100 mM
KoHPO/KHPO,, pH 7,0 und Rohextrakt (ca. 500 ug Protein) in einerm Volumen von 1 mi
bestimmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 8 mM PEP gestartet und die Abnahme
von NADH bei 340 nim photometrisch gemessen. Als Blindaktivitdt wurde die Extinktions-
a&nderung Ober die Zsit vor Zugabe von PEP bestimmt.

Pyruvai-Carboxviase:
Die Pyruvat-Carboxylase katalysiert die irreversible Carboxylierung von Pyruvat zu

Oxalacetat unter Verbrauch von ATE:

Pyruvat + HCOs" + ATP > Oxalacetat + ADP + P

in dieser Arbeit wurden drei verschiedene Tesis zur Bestimmung der Pyruvat
Carboxylase-Akiivitét verwendet. Allen Tests lag der Nachweis des in der Pyruvai-
Carboxylase-Reaktion gebildeten Oxalacetats zugrunde.

-a) Malat-Dehydregenase gekoppelter Test (Payne & Morris, 1969)

" Oxalacetat + NADH —>  Malat+ NAD
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Der Test beruhte auf der schon beschriebenen Umsetzung des gebildeten Oxalacetats
mit der Malat-Dehydrogenase zu Malat. Die Abnahme von NADH wurde Uber die
Anderung der Extinktion bei 340 nm photometrisch bestimmt. Der Testansatz enthieit in
einem Volumen von 4 mi 50 mM Tris/HC! pH 7,2, 10 miM MgCl, 15 mM NaHCOs, 0,2 mg
NADH, 3 mi Pyruvat, 12 U Malat-Dehydrogenase und Rohextrakt (50 bis 500 ug
Protein). Die Reaktion wurde durch 1,5 mM ATP gestartet.

by Citrat-Synthase gekoppelter Test (Payne & Morris, 1969)

A

Citrat + CoA”
CoA-Derivat + TNB*

Oxalacetat + Acetyl-CoA
CoA + DTNB

L4

In diesem Test wird das gebildete Oxalacetat mit Acetyl-CoA iiber die Citrat-Synthase-

Reaktion zu Citrat und Coenzym A umgesetzt. Der Nachwais der Aktivitdt beruht auf der
Detektion des freiwerdenden Coenzym A durch die Umsetzung mit Dithionitrobenzoe-
saure (DTNB) zu einem thioveresterien CoA-Derivats. Die Gelbfarbung des dabei
entstehenden TNB-Dianions kann bei 412 nm photometrisch nachgewiesen werden. Der
Extinktionskoeffizient s4, des TNB-lons betragt 13,6 mM'em™. Der Testansatz enthielt
50 mivi Tris/HCI pH 7,2, 2 miv EDTA, 1 mM Dithiotreitol, 0,2 mM Acetyl-CoA, 5 mM Pyruvat,
0,2 mM DTNB, 10 mM NaHCOs, 5 U Citrat-Synthase und Rohextrakt (50 bis 500 ug

Protein). Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 4 mM ATP.

¢) Glutamat-Oxalacetat-Transaminase gekoppelter Test
(Fisher & Magasanik, 1984)

Oxalacetat + Glutamat > Aspartat + o-Ketogiutariat

Diesem Test liegt die Transaminierung des mit der Pyruvat-Carboxylase gebiideten Oxal-
acetats zu Aspartat mit Hilfe der Reaktion der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
zugrunde. Es wurde Uberpriiff, ob in einem diskontinuierlichen Testsystem mit der
Glutamat-Oxalacetai-Transaminase aus Schweineherz (Boehringer Mannheim) Oxal-
acetat quantitativ zu Aspartat ungesetzt werden konnte. Der Testansatz enthielt in
einem Volumen von 1 ml 100 mM Tris/HCI pH 7,3, 10 miM MgCh, 0,2 mM Pyridoxal-
phosphat, 10 mM Pyruvat, 4 mM ATP, 25 mM NaHCO; sowie 5 U Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase und 2 mM Glutamat und die Reaktion wurde durch Zugabe definierter
Oxalacetat-Konzentrationen (0 bis 200 uM) gestartet. Jeweils eine Haifte der Probe

‘wurde nach 10 sec durch Hitzedenaturierung gestoppt und die andere Hélfte 5 min bei
__30°C inkubiert und anschlieRend abgekocht. Das gebildete Aspartat wurde dann (ber
HPLC-Analyse quantifiziert. Die Nachweisgrenze lag bei 5 uM Aspartat. Das eingesetzie




Material und Methoden 19

Oxalacetat wurde in finearer Abhangigkeit bis 200 pM quanitativ zu Aspartat umgesetzt.
Nach 10 sec war die Reaktion schon vollsténdig abgelaufen, d.h. die Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase war mit den eingesetzten 5 U/m! nicht limitierend. Der
Giutamat-Cxalacetat-Transaminase-Test eignete sich also, um guaniitativ gebilcetes
Oxalacetat nachzuweisen. Im folgenden wurde der diskontinuierliche Test mit
permeabilisierten Zellen von C. glutamicum verwendet. Hierflr wurden in 1 ml Ansétzen
100 mM Tris/HCI pH 7.3, 10 mM MgCl;, 0,2 mM Pyridoxalphosphat, 10 mM Pyruvat, 4
mh ATP, 25 miM NaHCO;, 5 U Glutamat-Oxalacetat-Transaminase und 2 mM Glutamat
zusammengegeben. Als Kontrollen wurden Proben ohne ATP verwendet. Die Test
ansétze wurden 1 min bei 30°C vorinkubiert und die Reakfion durch Zugabe von 30 ul
einer permeabilisierten Zellsuspension einer ODggo von 150 (ca. 1,5 mg Trockengewicht)
oder Rohextrakt gestariet. Nach 1 und 2 min wurden jeweils 500 yl aus den Ansétzen
entnommen und bei 95°C fir 10 min inkubiert und anschlieRend in Eiswasser (berflhri.
Zur Entfernung der Zellen bzw. denaturierien Proteine wurden die Proben 25 min bei
43000 rpm (13226 x g) und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand direkt
in die HPLC eingesetzt, um die Menge an gebildetem Aspartat zu bestimmen. Die
Akiivitdt der Pyruvat-Carboxylase wurde aus der gebildeten Aspartat-Menge (1 U = umoi
Aspartat/min) bestimmt. Die spezifische Aktiivitdt wurde auf das Trockengewicht (TG)

(ODggo von 1 = 0,3 mg TG/mil) bezogen.

Oxalacetat-Decarboxyiase:
Die Oxaizacetai-Decarboxylase spaltet Oxalacetat zu Pyruvat und CO,, wie es in der

folgendsn Reakiion dargestellt ist:

Oxalacetat >  Pyruvat + HCOy

Die Aktivitét der Oxalacetat-Decarboxylase wurde in einem diskontinuieriichen Test nach
Benziman ef al. (1978) bestimmi, wobei zunéchst Oxalacetat zeitabhéngig zu Pyruvat
umgeseizt wurde. Nach dem Abstoppen der Reaktion wurde adas gebildete Pyruvat mit
der Lactat-Dehydrogenase unter Verbrauch vorn NADH in Lactat Gberflinrt. Die Abnahme
von NADH wurde photometrisch verfolgt. Der Test wurde foigendermaRen durchgeflihrt
In einem Volumen von 1 ml wurden 100 mM Tris/HCI pH 7,2 ung 10 mM Mn80,; mit
10 bis 100 ui Rohextrakt (50 bis 500 pg Protein) gemischt und auf 30°C kurz
vorinkubiert. Die Reakiion wurde durch Zugabe von 10 miM Oxalacetat gesiartef, bei
- 30°C inkubiert und nach 3 min bzw. 6 min durch Zugabe von 200 ul 10 %ige Trichlor-
_'éssigséure gestoppt. Zur Neutralisation wurden 100 pyi 1 M KOH zu pipefiiert. Zur
‘Bestimmung der gebiideteten Pyruvatmenge wurden 100 ul aus dem Testansatz in

- “einem Endvolumen von 1 mi mit 100 mM Tris/HCI, pH 7,2 und 0,2 mg NADH versetzt .

und photomeirisch cie Abnahme von NADH bei 340 nm gemessen. Fir den Blindwert,
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der ein MaR der spontanen Decarboxylierung von Oxalacetat ist, wurden jeweils Proben

ohne Rohexirakt mit bestimmt.

Malgi-Enzymm

Das Malat-Enzym katalysiert die NAD(P)-abhéngige Decarboxylierung von Malat zu
Pvruvat:

Malat + NAD(P)" > Pyruvat + CO, + NAD(P)H + H'

Zum Nachweis der decarboxylierenden Reakiion des Malat-Enzyms wurde direkt Malat-
abhéngig die Bildung von NAD(P)H photomnetrisch bei 340 nm gemessen (Sanwal et al.,
1968). Hierzu wurden in einem Volumen von 1 mi 100 mM Tris/HCI pH 8,4, 1 m MnCls,
8 mii KCI. 1 mivi NADP" (bzw. NAD") und Rohexiraki (50 bis 500 ug Protein) oder
angereinigtes Enzym (10 ug Protein) zusammengegeben. Die Reaktion wurde durch
Zugabe ven 5 mM Malat gestartet.

Die carboxylierende Reaktion wurde modifiziert nach Cazzulo ef al. (1877) in 100 mM
MES pH 6,0 versetzt mit 1 mM MnCl,, 50 mM KHCO;, 0,2 mMi NADPH (bzw. NADH) und
Rohextrakt (50 bis 500 pg Protein) oder angereinigtes Enzym (10 pg Protein), in einem
Volumen von 1 ml gemessen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 mM Pyruvat
gestartet, und die Abnahme der Extinktion photometrisch bei 340 nm bestimmt.

isocirat-l yase:
Die isocitrat-Lyase katalysiert die Hydrolyse von Isocitrat zu Glyoxylat und Succinat:

Isocitrat >  Glyoxylat + Succinat

Das in der Reaktion gebildete Glvoxylat wurde unter Oxidation von NADH mitiles einer
Nebenreaktion der Lactat-Dehydrogenase (Isoenzym | aus Schweineherz) zu Glycolat
reduziert (Warren, 1970). Die Abnahme an NADH wurde wieder photomeirisch bei
340 nm bestimmt. In sinem Volumen von 1 mi enthielt jeder Testansatz 50 mM
MOPS/NaOH pH7,3, 5 mivi Dithiothreitol, 15 miM MgCl, 1 mM EDTA, 0,2 mg NADH,
18 U Lactat-Dehydrogenase sowie Rohextrakt (500 pg Protein). Durch Zugabe von 5 mM
D L-isocurat wurde die Reaktion gestartet. . Ce -

Pyruvat-Kinase:
~-Im folgenden ist die Reaktion der Pyruvat-Kinase dargestellt

- PEP£ADP -~ 3 Pyruvat + ATP
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Die Aktivitat wurde mit einem modifizierten Test nach Bergmeyer (1983) und Ozaki &
Shiio (1969) bestimmt (Peters, 1992). Das durch die Pyruvat-Kinase gebildete Pyruvat
wurde mit der Lactat-Dehydrogenase zu Lactat reduziert. Dabei wurde ebenfalis NADH
zu NAD" umgesetzt, was photometrisch bei 340 nm verfolgt werden konnte. Der Test-
ansatz enthieit 100 mM Triethanolamin pH 7.0, 15 mM MgSQ,, 1 mM ADP, 0,2 mg
NADH, 5,5 U Lactat-Dehydrogenase und Rohextraki (ca. 50 upg Protein). Nach Be-
stimmung des Blindwerts wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 mi PEP gestartet.

B, ?reteinchemésche Mathoden

6.1 Polyacrvlamid-Gelelekirophorese

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelekivophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Auftrennung von Proteinen
entsprach der Methode von Laemmii (1970) fUr diskontinuierliche vertikale Flachbetigel-
elekirophorese unter denaturierenden Bedingungen. Fir die Trennung von Proteinen in
Rohextrakten wurde eine Mighty Small Il SE 250 Apparatur mit zwei 8 cm X 7 cm x 1,5 mm
(Hoefer, San Francisco, USA) verwendet. Fir die Auftrennung von teilweise gereinigten
Proteinfraktionen fand eine Siurdier SE 400 Apparatur mit 14 cm x 16 cm x 1,5 mm
(Hoefer, San Francisco, USA) Verwendung. Das Trenngel bestand je nach Anwendung aus
7.5 bis 12 % (wiv) Acrylamid/Bisacrytamid (38,5 : 1), 1,5 M Tris/HCI pH 8,8 und 8,1 % (wWiv)
8DS. Die Poiymerisierung erfolgte durch die Zugabe von 0,05 % (wh) Ammonium-
persulfat. Als Katalysaior wurde TEMED verwendet Das Sammeigel setzie sich
zusammen aus 3,9 % (wiv) Acrylamid/Bisacrylamid (36,5:1), 0,5 M Tris/HCI pH €,8 und
0,1 % (w/v) SDS. Die Polymerisierung erfolgte wie fir das Trenngel. Die Elekirophorese
der kieinen Gele wurden 2 h bei 100 V (ca. 50 mA), die der groten Gele Uber Nacht bef
8 mA durchgeflhrt. Als Laufpufier diente 50 mM Tris pH 8,3, 380 mM Glycin, 0,5 % SDS.
Die Anférbu_ng der Proteine erfolgte mit einer Serva-Blue Farbeldsung (0,05 % (wiv)
Se:‘va-Biue, 10 % Réethanoi), die Entfarbung mit 10 % {v/v) Essigséure. Faiis eine
Westermn-Blot-Analyse oder eine Ansequenzierung der Proteine folgen sollie, wurden die
_Ge_l_e_ ohne yorherige Anférbung weiterpehandelt.

Préparative SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Elekirosiution von Proteinen
_'_____'Zjur_ Isolierung -des Biotin-Proteins p125 wurde eine préparative SDS-Polyacrylamid-
Geiglek&ophorese_durchgefﬂhrt. Hierzu wurden die Proteine aus Rohextrakien von C.

. glutamicum Gber ein 7,5 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschilefend mit g _
' 0,3 M C_uCIz_ne_gatiV-geférbt (Lee ef al., 1987). Diese Farbemethode beruht darauf, da{; R
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sich das CuCl, in den Bereichen des Gels, wo sich kein Protein befindet in die Gelmatrix
einlagert und zu einer Trilbung fiihrt, wohingegen die Protein-Banden klar bleiben. Die
Protein-Banden mit GréRen zwischen 100 und 180 kDa wurden aus dem Gel aus-
geschnitten, und durch Elektroelution aus der Gelmatrix isoliert. Hierzu wurde eine
Elektroelutionskammer der Firma Bio-Rad verwendet. Als Elutionspuffer diente 50 mM
Tris pH 8,3, 380 mM Glycin, 0,5 % SDS. Die Proteinfraktion wurde mit einer Spannung
von 200 V auf eine Dialysemembran mit einer AusschluBgréBe von 12000 bis 15000
{ibertragen. Die so erhaltene Proteinlésung wurde (ber Zentrifugation in Centricon-100-
GefaRen (Amicon, Danvers, MA, USA)} mit einer AusschiuBgroRe von 100000 in TDE
umgepuffert, um das in der Lésung befindliche SDS zu entfernen. Der verwendete TDE-
Puffer enthieit zur Stabilisierung des Proteins 10 % Glycerin und 0,5 % Rinderserum-

albumin. Die resultierende Proteinfraktion wurde anschlieend Uber die Avidin-Affinitéts-

Chromatographie weiterbehandeit.

6.2 Wesiern Blot-Analyse zum Nachweis biotinhaltiger Proteine
Die Proteine Strepavidin und Avidin besitzen eine sehr hohe Affinitat zu Biotin, mit einer
Bindungskenstante von 107, Zum Nachweis von Biotin-Proteinen in Rohextrakien von
C. glutamicum wurde daher Streptavidin verwendet, das zum Nachweis der Biotin-
Protein/Strepavidin-Komplexe an eine alkalische Phosphatase konjugiert war (Haneji &
Koide, 1989). Die Proteine aus Rohextrakten von C. glufamicum wurden nach der SDS-
PAGE durch Elektroblotting mit einer Biometra Fast Blot 33 Apparatur auf eine Poly-
vinylidendifluorid- (PVDF-) Membran (ibertragen. Als Ubertragungspuffer diente 50 mM
Tris pH 8,3, 380 mM Glycin, 0,5 % SDS. Die Membran wurde anschiieBend zur
Absattigung mit Protein in 50 miM Tris/HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1,5 % Rinderserum-
albumin 1 Stunde inkubiert. Zur Enifernung von nicht gebundenem Protein wurde der
Filter dreimal 15 min in Waschpuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1%
Tween 20) gewaschen. Die spezifische Markierung der Biotin-Proteine erfolgte 30 min
mit 10 pl Strepavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat-Lésung (Boehringer Mannheim)
in Waschpuffer mit 0,5 % Rinderserumalbumin. Hierbei bindet Streptavidin spezifisch an
den Biotinyi-Rest der nachzuweisenden Proteine (Cronan, 1990). Der Nachweais dieser
Bindung erfoigt durch die enzymatische Umsetzung der Substrate Nitroblau-Tetrazolium-
Salz (NBT) und 5-Brom-4-Chlor-3-Indoyiphosphat (X-Phosphat) durch die alkalische
Phosphatase zu unidslichen Farbkomplexen. Nach dreimaligem Waschen der Membran
in Waschpuffer wurde diese kurz in 100 mM Tris/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mi
- - --MgCly &aquilibriert - und énschiie!&end mit der Farbeldosung (337 pg/ml NBT/175 ug/mi
”X:F‘hos_ph_at in. 100 mM- Tris/HC| pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCh) im Dunkein
_inkubiert, bis die zu detektierenden Banden eine ausreichende Intensitat aufwiesen. Die
| Farbreaktion wurde abgestoppt, indem der Filter 5 min in TE pH 8,0 gewaschen wurde.
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6.3 Partielle Aufreinigung und Anseguenzierung von Proteinen

Partielle Aufreinigung des Malat-Enzyms

Die Anreinigung des Malat-Enzyms (NADP™-abhéngige, decarboxylierende Malat-
Dehydrogenase) wurde in Zusammenarbeit mit Frau B. Riebel und Herrn Dr. W. Hummel
am Institui fir Enzymitechnologie der Universitat Disseldorf durchgefinrt. Da erfahrungs-
gemilk die Malat-Enzyme der Pseudomonaden stark hydrophobe Proteine sind (pers.
Mitteilung B. Riebel), wurde fir die Reinigung eine Kombination von hydrophober Inter-
aktionschromatographie mit einer Phenylsepharose- und einer Octylsepharose-Saule
(Pharmacia) und anschlieRender lonenaustauschchromatographie mit einer DEAE-Séule
verwendet. Das hydrophobe Saulenmaterial Phenylsepharose bzw. Octyisepharose
unterliegt Wechselwirkungen mit allen stark hydrophoben Proteinen, sodal die
hydrophilen Proigine, die ein GroRigil des Gesamiproteins ausmachen, im Ausschlui-
volumen zu finden sind. Als Puffersystem wurde jeweils 50 mM Triethanolamin pH 7,0
mit 1 mM MgCl, und 8 mM KCl verwendet. Bei der Aufirennung dber Phenylsepharose
wurde ein linearer (NH4),S04-Gradient von 1,5 M bis 0 M angelegt. Die hichste Malat-
Enzym-Akiivitdt wurde gegen Ende des Gradienten bei niedrigen Salzkonzentrationen
eluiert. Fir die weitere Aufirennung tber Octylsepharose wurde der Gradient bei 1,2 M
(NH4).S0, gestartet In diesem Schritt wurde keine Reinigung erzislt, da das Malaf-
Enzym nicht an die Sauie gebunden hat Die darauffolgende lonenaustausch-
chromatographie Gber DEAE-Sepharose erfoigie in einem Puffersystem aus 50 mM
Tris/HCI, pH 8,4, 1 mM MgCiz, 8 mi KCi mit einem linearen Gradient von 1 M NaCl auf
0 M NaCl Auch in diesem Schrit konnte keine signifikante Anreicherung erhalten
werden. AnschlieRend wurde eine Affinit3ts-chromatogaphie mit einer NADP-Sepharose-
Sédule durchgefunr. Als Puffersystem diente 10 miM Kaliumphosphat, pH 7,5, 1 mM
MaClz, 8 mM KCl. Die Elution erfolgte mit NADP in einem Gradienten von C bis 10 mM.
Mit diesem Schritt wurde eine 23-fache Reinigung des Malat-Enzyms gegenlber

Rohexirakt erzielt.

Partielle Aufreinigung der Bictin-Proteine p70 und p125

Die partielle Aufreinigung der corynebakierielien Biotin-Proteine p70 und pi25 (ber
Avidin-Affinitdtschromatographie wurde mit dem Sofi-Link-Soft-Release Avidin-Harz der
-~ Firma Promega (Heidelberg) durchgefairt (Thampy ef al., 1988). Vor der Verwendung
‘wurden alle irreversiblen Bindungsstellen gemak den Angaben des Herstellers mit freiem
- Biotin abgesattigt. Nach der Denaturierung mit 10 % Essigséure und anschiiefender

- 'Renaturierung 'mit 100 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,0 konnte -das Harz fir die .

‘Aufreinigung der Biotin-Proteine verwendet werden. Die Equilibrierung der Saule erfolgte
mit 50 mM Tris/HCI pH 7,2, 0,4 mM DTT, 1 mM EDTA (TDE-Puffer). Die Aufreinigung .
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des Biotin-Proteins p70 erfolgte im Batch-Verfahren nach den Angaben des Herstellers.
Die Inkubation des Rohexirakts von C. glufamicum wurde 1 Stunde bei 4°C
durchgefihrt. AnschlieRend wurde das Avidin-Harz mit TDE-Puffer mit dem 10-fachen
des Saulenvolumens (1 mi) gewaschen. Die Elution der Biotin-Proteine erfolgte mit 2 ml
TDE-Puffer mit 2 mM Biotin. Das Eluat wurde im Vakuum getrocknet und anschlieend
in HoOueet. aufgenommen. Das Biotin-Protein p125 wurde nach préparativer SDS-PAGE
{iber eine S3ule mit einem Avidin-Harz-Volumen von 2 ml aufgereinigt. Das aufgrund der
vorangegangenen SDS-PAGE denaturierte Biotin-Protein p125 war so fest an das Avidin
gebunden, daR es nur durch vollstandige Denaturierung mit 10 % Essigsaure wieder
abgeldst werden konnte. Das so erhaltene Eluat wurde Uber Zentrifugation Uber eine
Centricon-100-Membran (Amicon, Danvers, MA, USA) mit einer Ausschlufgréfie von
10000 in TDE umgepuffert. Beide Biotin-Proteine wurden anschliefend ansequenziert.
Zur Wiederverweriung des Avidin-Harzes wurde das Avidin erneut denaturiert und bei
pH 7,0 regeneriert. Die Aufbewahrung erfoigte unter 20 % Ethano! und 4°C fir mehrers

iVionate.

N-Terminale Seguenzierung von Proteinen

Zur Ansequenzierung der Biotin-Proteine p70 und p120 wurden diese nach der
Aufirennung mittels SDS-PAGE durch Elektroblotting in siner Biometra Fast Blot 33
Apparatur auf eine Polyvinylidendifiuorid-Membran (Millipore) Ubertragen. Die Anfarbung
der Proteinbanden erfolgte mit Naphthol-Blue-Black {Amidoschwarz, Sigma). Anschlie-
fend wurden die Proteine nach der Methode des Edman-Abbaus (Edman & Begg, 1967)
vom N-terminalen Ende in einer Applied Biosystems 477A Sequenzier-Apparatur mit on-
line HPLC (Modell 120) ansequenziert.

7. Molekulargenstische Methoden

7.1 Isolierung, Reinigung, Restrikiion und Modifikation von DNA

Péasmédp?épa?aiienen aus £, coff

“Zur schnellen lsolisrung kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde eine modifizierie
Methode der alkalischen Lyse nach Bimnboim (1983) verwendet. Hierzu wurden 1,5 ml
einer. Ubernachtkultur abzentrifugiert (6000 rpm, 30 sek, RT; Heraeus-Minifuge) und das
. Zellpellet in 100 i Lésung A (50 mii Glucose; 25 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA
"-.pH.B,'O)_ résuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl Losung B

(0,2 N NaOH; 1 % SDS) und 5 min Inkubation auf Eis erfolgte die alkalische Lyse der

L 'Z_e_ll;en.- Im dritten Schritt wurden 150 ul Losung B (5 M Kaliumacetat; 1,8 M Essigsaure}
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dem Ansatz zugegsben und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Dabel wurde der groRie Tell
der Proteine und die chromosomale DNA ausgefallt und anschlieBend abzentrifugiert
(13226 x g, 15 min, 4°C). Der Uberstand wurde durch eine Phenol/Chioroform-Extraktion
von noch vorhandenem Protein gereinigt. Anschlielend erfoigte die Prazipitation der
Plasmid-DNA durch Zugabe von 2 Vol absolutem Ethanol. Das nach Abzentrifugation
{13226 x g, 10 min, RT) erhaltene DNA-Pellet wurde zur Entfernung der Salzreste mit
70 % Ethanol gewaschen, in einer Vacuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator,
Bachofer) getrocknet und anschlieRend in 50 4l TE pH 7,8 (10 mM Tris/HCI pH 7.6;
1 mivi EDTA phHt 8,0) resuspendiert..

Um groéRere und reinere Mengen an Plasmid-DNA zu gewinnen wurde eine
modifizierte Methode nach Sambrook ef al., (1889) verwendet. Ausgehend von 50 ml
einer Ubernachtkuliur wurden zunéchst die Zellen durch alkalische Lyse in den drei oben
beschriebenen Schritten aufgebrochen. WNach Préazipitation von Proteinen und
chromosomaler DNA wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,5 Vol. Isonropanol
gefalit. Das Prazipitat wurde in 2 ml H,O dest. resuspendiert. Durch Zugabe von 2 mil
LiCl/50 mM Tris/HCl pH 8,0, anschlielender 15 min Inkubation auf Eis und
Zentrifugation (5000 rom, 15 min, 4°C) wurde der groite Teil der RNA entfernt. Danach
wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 2,5 Vol. absolutem Ethanol geféilt und die
restliche RNA durch eine RNAse A-Behandiung (10 mg/ml RNAse A in 10 mi Tris/HCI
pH 7,5, 15 miM NaCl) abgebaut. Die anschiiefende Aufreinigung und Prazipitation der

Plasmid-DNA erfoigte wie oben béreits beschriebsn.

Isclierung chromosomaler DNA aus C, glutamicum

Die Isolierung chromosomaler DNA von C. glutamicum erfolgte durch eine Methode, bei
der die Proteine durch voilsi@ndiges Aussalzen von der DNA entfernt werden. 5 ml einer
Ubemachtkultur (2 x TY + 0,5 % Glucose) wurden 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert,
das Zelipellet einmal in TE pH 7,6 (10 mM Tris/HC! pH 7,6, 1 mi EDTA pH 8,0)
gewaschen, anschiieBend in 1 mi TE pH 7,6 mit 15 mg Lysozym /ml resuspendiert und
3 Stundenn bei 37°C inkubiert. Durch die Lysozym-Behandlung wurde die Zeliwand
zerstdrt und es entstanden Protopiasien. Diese wurden durch Zugabe von 3 mil Lysis-
Puffers (10 mM Tris/HCI pH 8,2; 400 mi NaCl; 2 mii EDTA) und 220 i 10 % (w/v) SDS
aufgeschiossen. Um einen Grofteil der Proteine zu entfernen wurde der Ansatz Uber
Nacht bei 37°C mit 20 mg/ml Proteinase K inkubiert. AnschlieRBend erfolgte das
Aussalzen der resilichen Proteine und der Membranen durch die Zugabe von 1 ml
gesétﬁgter'NaCi-Lésung (ca. 6 M). Es entstand ein weiler Niederschlag, der durch

'.Zentrifugation (15 min, 50C0 rpm, RT) pelletiert wurde. Der klare Uberstand wurde inein

‘neues ‘GefaRk tberfihr, und die darin enthaltenen chromosomale DNA durch Zugabe
. von -20°C kaltem absolutern Ethanol gefalit. Bei vorsichiiger Durchmischung fiel die DNA
in_der Losung aus und konnte mit einer Pasteurpipette entnommen werden. Dadurch
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blieben noch vorhandene Proteinreste in der Losung, und es lag die reine chromosomaile
DNA vor. Diese wurde in 70 % Ethanol gewaschen und an der Pasteurpipette leicht
angetrocknet. Im letzten Schritt wurde die DNA dann in 200 bis 500 ul TE pH 7,6 gelbst
und bei 4°C aufbewalrt. Zur l&ngeren Lagerung bei -20°C wurde die DNA erneut gefallt
und unter 70 %igem Ethanol belassen.

Rekombination und Analyse von DNA

Zur Analyse von DNA-Restriktionsmustern wurden ca. 100 ng DNA in einem Volumen
von 10 il fir 90 min mit den fir das entsprechende Restriktionsenzym vom Hersteller
angegebenen Bedingungen (Puffer und Temperatur) geschnitten. Die eingesetzte
enzymatische Aktivitét betrug 1 U. Bei praparativen Restrikiionen wurden 2-3 ug DNA in
50 ul Ansatzen mit ca. 20 U enzymatischer Aktivitat fir 2 Stunden inkubiert. War eine
Resiriktion mit verschiedenen Enzymen erforderlich, die in unterschiedlichen Puffer-
systemen ihre optimale Aktivitat zeigten, so erfolgte die erste Restriktion mit dem Enzym,
das in einem niedrigkonzentrierten Puffer aktiv war. AnschlieRend wurde der Puffer mit
der hoheren Salzkonzentration sowie das zweite Enzym zugegeben. Die Auftrennung
von restringierten DNA-Fragmenten erfoigte in 0,7 bis 2 %igen (w/v) Agarosegelen (je
nach Groke der DNA-Molekile) durch Gelelektrophorese (Sambrook ef af., 1988). Zur
Modifikation Uberhéngender 5-Enden wurden diese mittels Klenow-Polymerase unier
Zugabe der enisprechenden freien Desoxynukleotide zu glatten Enden aufgefllit und
iberhingende ¥-Enden mit dem gleichen Enzym zu glatten Enden abgebaut (Sambrook
et al., 1689). Linearisierte Vekior-DNA wurde mit Phosphatase behandelt, bei der der
Phosphat-Rest am 5-Ende abgespalten wird, um die Rezirkularisierung in einer Ligation
zu verhindern. Das Einbringen von DNA-Fragmenten in finearisierte Vektoren erfolgte mit

Hilfe der DNA-Ligase des Bakteriophagen T4.

7.2 Herstellung von Cligonukleotiden und Digoxigenin-markierten DNA-Sonden

Cligonukieotide (PCR-Primer)

Die Synthese von Oligonukieotiden erfoigte computergesteuert mit dem GENE
ASSEMBLER PLUS (Pharmacia LKB, Freiburg). Nach der Synthese wurden die am 5~
Ende anhangende Schutzgruppe durch Ammoniakbehandlung entfernt und das Oligo-
‘nukleotid durch Saulenchromatographie (NAP-10, Sephadex (G-25) aufgereinigt. Die
Konzentration des in H;O gelosten Oligonukieotids wurde photometrisch bei 260 nm
- bestimmt. Eine Extinktion bei 260 nm von 1 in einer Klvette der Schichtdicke 1 cm
_:en%spricht 'einer einzelstréngigen DNA-Menge von 33 ug/m! (Sambrook ef a/., 1989).
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Random-primed DNA-Markierungsmethode zur Herstellung von Digoxigenin-
markierten DNA-Sonden

Die Digoxigenin-Markierung von DNA-Sonden flr die Southem-Blot Analyse wurde mit
dem DIG DNA Labeling Kit durchgefihrl, Hierbel dienen Zufallshexanukieotide als
Primer fUr die Neusynthese von DNA an einem definierten Template (z.B. Plasmid-DNA),
wobei mit Hilfe des Klenow-Enzyms DIG-11-dUTP neben den anderen dNTPs eingebaut
werden. Zunachst wird die geeignete Template-DNA (ca. 500 ng) durch 10 minGtiges
Erhitzen denaturiert. Auf Eis werden ein Hexanukleotid-Gemisch, je 100 uM dATP,
dCTP, dGTP, 65 uM dTTP, 35 uM DIG-11-dUTP und 2 U Klenow-Enzym hinzugegeben
und anschlieend Ubernacht bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von
20 mM EDTA pH 8,0 abgestoppt und die markierte DNA durch Ethanol und LiCl, gefallt.
Die vakuumgetrocknete DNA wird in 50 yl TE-Puffer aufgenommen und kann so fir dis

Hybridisierung verwendst werden.

Digoxigenin-Markierung von DNA-Sonden mit Hiife der Polymerase-Kettenrealktion

Zur Herstellung einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde fir die Isolierung des pyc-
Gens wurde der PCR DIG Probe Synthesis Kit von Boehringer Mannheim verwendet. Bei
dieser Methode werden wéhrend der Amplification eines definierten DNA-Abschnittes
DIG-11-dUTP ioleklle eingebaut, sodaR das PCR-Produkt direkt mit Digoxigenin
markiert wird. In einen 50 pl PCR-Ansatz wurden folgende Reagenzien eingesetzt:
10 mii Tris/HCI pH 8,3, 50 mii KCi, 2,5 miv MgClz, 200 uM dATP/HCTP/AGTP, 130 uM
dTiF, 70 uM DIG-11-dUTP, je 100 pmo! PCR-Primer 4 und 2 und 0,6 U Taa-
Polymerase. Der Reaktionsansatz wurde mit Mineraldl Uberschichtel und in einem
Thermocycler der Firma Biozym Diagnostik (Oldendorf) auf 80°C voriemperiert. Bei
dieser Temperatur wurde die Template-DNA {100 ng) zupipetiiert und anschlieRend die
PCR-Zyklen gestariet. Es wurden 30 Zykien mit einer Annealingtemperatur von 60°C und
einer Elongationtemperatur von 72°C durchgefinrt. Das erhaltene PCR-Produkt wurde
elektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel isoliert und direkt in die Southemn-Blot

Hybridisierung singesetzt.

8. Southern Blot-Analyse una Kolonie-Hybridisisrung

Zur Analyse von DNA durch die Southem-Blot-Hybridisierung wurde die 2zu
- untersuchende DNA zun&chst durch Restriktionsendonukieasen geschnitien und die
"-'_Spaltprodukte gelelekitrophoretisch inrer GréRe entsprechend aufgetrennt. Die in dem
- Agarosegel befindlichen DNA-Fragmente wur en nach einer Methode von Southem

" (1975) -denaturiert 'und vakuumunterstiitzt aus der Gelmatrix auf eine Nylonmembran
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transferiert, immobilisiert und gegen eine spezifisch markierte DNA-Sonde hybridisiert.
Die DNA-DNA-Hybride konnten dann je nach Stérke der erwarteten Signale durch
Anfarbung auf dem Filter direkt, oder im Falle der empfindlichen Chemilumineszenz,

durch Exposition auf einem Réntgenfilm nachgewiesen werden.

Ubertragung von DNA auf eine Nylonmembran

Nach der Behandlung der zu untersuchenden DNA (2 bis 5 ug) mit Restriktions-
endonukleasen wurden die DNA-Fragmente 16 h bei 20 V in einem 0,8 9%igen
Agarosegel elekirophoretisch aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte der Transfer der DNA
mittels vacuumunterstiitzter Diffusion (Gross ef al, 1988) mit einem VacuGen-Blotier
(Pharmacia LKB, Freiburg) auf eine Nylonmembran (Nytran N13, Schleicher und Schil,
Dassel, Schweiz). Hierzu wurde das Get nacheinander far jewells 0 bis 20 min mit den
folgenden Lésungen Gberschichtet: 0,25 M NaCH (Depurinierung), 0,5 M NaOH; 1,5 M
NaCl (Denaturierung) und 1,0 M Tris/HCI pH 5,0; 2,0 M NaCl (Neutralisierung). Die
Ubertragung der DNA auf den Filter erfolgte innerhalb von 60 min nach Uberschichtung
des Gels mit 0,3 M Na-Citrat pH 7,0; 3,0 M NaCl (20 x S8C). Die Nylonmembran wurde
5 min bei RT getrocknet und die DNA durch 3 minttige UV-Bestrahlung bei 366 nm auf

dem Filier fixiert.

Hybridisierung der DNA gegen eine spezifische DNA-Sonds
i der DNA gegen eine spezifische Sonde wurde die Membran

r die Hybridisierun
zundchst fiir 8 Stunden in einer Prahybridisierungstosung (0,1 % Na-Lauroylsarcosin,
0,02 % SDS, 1 % Blocking-Reagenz (Boehringer, Mannheim) in 5 x $8C: 75 mM Na-
Citrat pH 7,0; 0,75 M NaCl) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fir 12 Stunden in der Hybridisierungsiosung
(200 ng frisch denaturierte, digoxigenierte DNA-Sonde in Préhybridisierungslosung). Die
Temperatur fiir Prahybridisierung und Hybridisierung lag, wenn nicht anders vermerkt,
bei 68°C. Danach wurde die Membran zungchst zweimal 15 min bei RT in 2 x 88C,
0,1 % SDS und anschlieRend zweimal 25 min stringent bei der entsprechenden
Hybridisierungtemperatur mit 0,1 x 88C, 0,1 % SDS gewaschen.

Nachweis von DNA-DNA-Hybriden

Die Detektion der Hybridisierungsbanden erfolgte mit Hilfe des ,DIG DNA Labeling and
Detection Kit* (Boehringer Mannheim), unter Verwendung eines DIG-Antikdrper-
alkalische-Phosphatase-Konjugats. Hierbei wurde einerseits die enzyrmatische

- Umsetzung von.. X-Phosphat und NBT zu einem Farbstoff, und andererseits die

:_enzymatésche Spaltung des Chemilumineszenzsubstrates AMPPD zu  einer
" “lichtemittierenden Substanz genutzt. Fir die direkte Férbemethode wurde die Membran
1 min in 100 mM Tris/HCI pH 7.8, 150 mM NaCi {(Puffer 1) gewaschen und anschlieRend
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30 min bei RT mit 0,5% Blockigrungsreagenz, geldst in Puffer 1, inkubiert. Der Filter
wurde kurz in Puffer 1 gewaschen und dann bei RT fir 30 min mit einer Antikbrper-
Konjugat-l.osung (150 mU DIG-Antikdrper-alkalische-Phosphatase-Konjugat in 25 ml
Puffer 1) inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden durch zweimaliges Waschen mit
Puffer 1 entfernt. AnschlieRend wurde die Memran 2 min in 106 mii Tris/HCI pH €,5,
100 mM NaCl, 50 mM MgCl, (Puffer 3) equilibriert und danach mit 10 mi Farbelésung
(337 ug/ml NBT/175 upg/mi X-Phosphat in Puffer 3) im Dunkeln inkubiert. Die
Farbreaktion wurde durch Waschen in TE pH 8,0 abgestoppt.

Kolonie-Hybridisierung

Zum direkten Nachweis von transformierten E. coli-Klonen, die das pyc-Gen auf sinem
Cosmid tragen, wurde der mit einer C. glufamicum-Genbank fransformierie E. coli
Stamm DHB5¢ zu ca. 300 Kolonien pro Agarplatte ausplattiert (insgesamt 5000 Koionien).
Anschiiefend wurden die Kolonien auf Nylon-Filter Gberiragen und diese zur alkalischen
Lyse der Zslien und Denaturierung der DNA auf mit 0,5 M NaOH und 1,58 M NaCl
getrankiem Whatmann-Papier 5 min inkubiert. Die anschlieBende Neutralisierung
erfolgte 5 min auf mit 1 M Tris/HCI pH 7,5 und 1,5 M NaCl getrénktem Whatmann-
Papier. Nach 5 min Inkubation der Filter in 2 x S8C wurde die freigesetzte DNA durch
3 miniitige UV-Bestrahlung bel 386 nm auf dem Filter fixien. AnschlieBend wurden die
restlichen Zelltrimmer durch Schitieln in 3 x SS8C, 0,1 % 3DS bei 50°C entfernt. Die
Filter wurden in dieser Form flr die Hybridisierung mit einer speazifischen pye-Sonde, wie

flr die Southern-Blot-Analyse beschrieben, verwendet,

8. Methoden zur Ubertragung von DNA

g.4 Transformation und Elekiroporation von E. colf

Zur Herstellung von E. cofi-Zellen, die fir die DNA-Auinahme nach Hitzeeinwirkung
kompetent waren, wurde eine modifizierte Methode nach Sambrook ef &l (1889)
verwendet. Eine 50 mi £, cofi Kultur in 2 x TY-Medium wurde bei einer opiischen Dichte
von 0,5 durch Zentrifugation sedimentiert, in 15 m! 70 mM CaCl; / 20 mM MgSOs
resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschiieBend wurden die Zallen emeut
abzentrifugiert und das Pellet in 4 ml 70 mM CaCl, / 20 mM MgSO, resuspendiert.
Aliquots wurden mit 20 % Glycerin versetzt und bei -70°C gelagent.

- Fur die Transformation wurden je 100 pi kompetente Zellen mit der enisprechenden
Plasmid-DNA versetzt (ca. 1 pg DNA). Nach 30 minttiger inkubation im Eisbad erfolgte
bei 42°C fur 60 sec der Hitzeschock, wéhrenddessen die Plasmid-DNA von den Zellen
o aufgenommen wurde. Die Regeneration der Zellen und die Ausprégung der Antibiotika-
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Resistenz fand in je 500 pt 2xTY-Medium fur 45 min bei 37°C statt. Zur Selektion wurden
die Zellen auf LB-Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert.

Fur die Elekiroporation von E. cofi wurden die Zellen nach einer modifizierten Methode
von Sambrook ef al. (1989) kompetent gemacht. Hierzu wurden die Zellen in 400 mi 2 x
TY-Medium bis zu einer optischen Dichte von 0,5 gezlichtet, bei 6000 rpm abzentrifugiert
und anschlieBend dreimal in eiskalter 10 %iger Glycerin-Lésung gewaschen. Dabei
wurde das Volumen der Glycerin-Lésung von 370 ml dber 200 ml auf 20 mi reduziert.
AnschlieRend wurde das Zellpellet in 500 pl 10 % Glycerin aufgenommen und in Aliquots
bei -70°C eingefroren, oder direkt zur Elekiroporation verwendet. Die Elekiroporation
erfolgte mit einem Gene-Fulser der Firma Bic-Rad: 30 pl kompetente Zellen und 1 ul
gereinigte Cosmid-DNA (ca. 1 pg) wurde auf Eis zusammengegeben und anschiieend
in eine eiskalte Elektroporationskivette (iberfuhri. Der Transfer der DNA erfolgte durch
Anlegung einer Spannung von 2,5 kV (Widerstand: 200 Q; Kapazitat: 25 uF). Die Zellen
wurden in 1 mi BHi-Medium fir 50 min bei 37°C regeneriert und anschfiefend in ge-
eigneten Verdiinnungen auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausplattiert.

5.2 Konjugativer Transfer von Plasmiden aus E. coff nach C. glutamicum

Die Konjugation zwischen dem E£. cofi-Donorstamm S17-1 und den jeweiligen C.

[ S S ol ¥ JC Y PR T H
glutamicuim Stémmen wurde nach einer Methode

<
Der C. glutamicum-Rezipientenstamm wurde ber Nacht in 70 ml 2 X TY-Medium

geziichtet. Die Ernte erfolgte bei einer ODasgo zwischen 4,5 und §,5. Um den Rezipienten
fiir die Konjugation kompetent zu machen, wurde 10 ml der Kultur 8 min bei 48,5°C
inkubiert und anschiieRend bei RT belassen. Der E. cofi-Doncrstamm S17-1 wurde in
5 ml 2 x TY-Medium bis zu einer optischen Dichte von 1 geziichtet und anschiiefend auf
Eis gehalten. Fir die Konjugation wurden 1 il Donorkuliur mit 3 mil Rezipientenkultur
vermischt, die Zeilen wurden pelletiert und anschiieBend auf einen sterilen
Nitrocellulosefilter (auf einer LB-Agarplatte liegend) Uberiragen. Der Ansatz wurde 20 h
bei 30°C inkubiert. Nach erfoigter Ubertragung der Plasmid-DNA wurden die Zellen mit
600 ul BHI-Medium von dem Filter abgesplilt und jeweils 300 i auf BHI-Agarpiatien mit
50 ug Nalidixinséure /mi und 25 pg Kanamycin /ml ausplattiert. Die Inkubation der
Piatten erfolgte bei 30°C.
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10. Isolisrung eines PCR-Produktes aus C. glutamicum mit Ahnlichkeit zum

Pyruvat-Carboxylase Gen

Ausgehend von konservierten Bereichen aller bis dahin bekannten Pyruvat-Carboxylase-
(pvc-) Genen, von Saccharomyces cerevisiae (Lim et al., 1988; Brewster ef al., 1994),
Mensch (Wexier ef al., 1894; MacKay ef al, 1994), Maus (Zhang et al., 1993), Aedes
aegyplis (EMBL-Genbank; Accession Nr. 1L.38530), sowie von Mycobacterium {uber-
culosis (EMBL-Genbank: Accession Nr. U00024), wurden PCR-Primer synthefisierf. Die
Primer entsprachen den Basen 810 bis 831 und 1015 bis 1037 des pyc-Gens von
M. fuberculosis. Mit diesen Primern konnte ein PCR-Fragment aus chromosomaler DNA
von C. glutamicum armplifiziert werden, da mit 200 bp ungefahr der Grée entsprach,
die fir pyc-Gene erwartet wurde. Das PCR-Produkt wurde sequenziert, und ein
Sequenzvergieich ergab, das das Fragment 75 bis 85 % Ahnlichkeit auf Aminoséure-
ebene zu sallen bekannten Pyruvat-Carboxylasen aufwies. Diese Arbeilen wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. J. Kalinowski an der Universitat Bislefeld durchgefihrt,
und das Fragment wurde uns fir die Isolierung des gesamten pyc-Gens aus

C. glutamicum zur Verfligung gestellt.

11. DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung des 1,4 kb EcoRl-Fragmentes, das einen internen Abschniit des
corynebakteriellen pyc-Gens trug, erfolgle doppelsitréngig nach der Ketienabbruch-
methode von Sanger ef al. (1977). Die Sequenzierung wurde von der Firma Medigene
(Minchen) mit fluoreszenzmarkierien ddNTPs mit einer autormatischen DNA-Sequenzier-
apparatur (Appli_ec_i__ Biosy__st_ems) durchgeflhrt.
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lil.Ergebnisse

1. Nachweis und Charakterisierung der Phosphosnolpyruvat-Carboxylase

von C. glutamicum

Die Phosphoenolpyruvat- (PEP-) Carboxylase galt in C. glutamicum zu Beginn der Arobeit
als das einzige anaplerotische Enzym bei Wachstum auf Glucose (Ozaki & Shiio, 1869;
Shiio & Ujigawa, 1978; Yokota & Shiio, 1988; Mori & Shiio, 1985a; Mori & Shiio, 1985b;
O’Regan et al., 1989; Eikmanns ef &/, 1989). Mit dem Ziel, die Bedeutung der PEP-
Carboxylase im Stoffwachsel und bei der Aminoséure-Produktion von C. glutamicum
aufzukldren, wurden die Eigenschaften des Enzyms zundchst in Rohextrakien dieses
Stammes nach Wachstum auf verschiedenen Medien charakterisiert. Weiterhin wurde

untersucht, welcher Regulation die Aktivitat der PEP-Carboxylase unterliegt.

1.1 Einflul der Kohlenstoff-Quelle auf die spezifische PEP-Carboxylase
Alctivitat

Der Wildtyp-Stamm C. glutarnicum ATCC 13032 (WT) wurde auf Komplexmedium und
auf Minimalmedium mit den Kohlenstofi (C)-Quellen Glucose, Lactat oder Acetat
geziichtet und in Rchextrakien von exponentiell wachsenden Zellen wurde die PEP-
Carboxylase-Aktivitidt bestimmt (Tabelle 3). Sowohl auf Komplexmedium als auch auf
Minimalmedium mit Lactat oder Acetat wurde eine spezifische PEP-Carboxylase Aklivitat
von ungefdhr 60 mU/mg Protein erhalten. Bel Wachstum auf Glucose war die

spezifische Aktivitat dagegen mit 180 mU/mg Protein fast dreimal hoher.

Tabelle 3: Spezifische PEP-Carboxylase Akiivitat im C. glufamicum Wildtyp nach
Wachstum in Komplexmedium (LB) und CgC-Minimalmedium mit verschiedenen

C-Quellen

spezifische PEP-Carboxylase Aktivitét

Medium C-Quelle [mU/mg Protein]
LB _ 72
CgC 4 % (wiv) D-Glucose 160

2 % (v/v) D,L-Lactat 82

2 % (wfv) Acetat 54
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1.2 Kinetische Untersuchungen zur PEP-Carboxylase

Die PEP-Carboxylase katalysiert die irreversible Carboxylisrung von PEP zu Oxalacetat.
Die bendtigie freie Reaktlionsenthalpie (AG°’ = -27,2 kJ/mol) wird durch das hohe
Phosphatgruppeniibenragungspotential des Subsirates PEP zur Verfligung gestellt. Die
Reaktion kann daher als irreversibel angesehen und folgendermalen dargestellt werden:

) Mg*"
PEP + HCO, +  Oxalacetat + P

Es wurde untersucht, welche kinetischen Eigenschaften die PEP-Carboxylase in Bezug
auf das Subsirat PEP hat Zur Bestimmung der Affinitdt zum Substrat PEP wurde eine
Kinetik mit Konzentraticnen von 0 bis 20 miM PEP bei konstanter HCO;-Konzentration
(25 mi) erstellt. Abbildung 2 zeigt, dal die Abhangigkeit der spezifischen Aktivitét der
PEP-Carboxylase von der PEP-Konzentration einen sigmoiden Kurvenveriauf ergab.
Das bedeutet, daR die PEP-Carboxyiase von C. glutamicum positiv kooperativ fir das
Substrat PEP ist. Aus der sogenannten Hill-Auftragung (Abbiidung 2 B), konnte der Kgs-
Wert fur PEP mit 3 mM emmnittelt werden. Der Hill-Koeffizient n, der den Grad der
Kooperativitdt angibt wurde mit 1,6 aus der Steigung der Geraden in Abbiidung 2 8
bestimmt. Da der Hill-Koeffizient groRer als 1 ist, verflgt die PEP-Carboxylase aiso
wahrscheintich Gber mehr ais ein Bindungszentrum flir PEPR.
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o _Ahbiidung_ Z: Abhangigkeit der PEP-Carboxylase-Akiivitat \.ion der Konzentration des
. Substrats PEP (A). Aufiragung der Daten im Hill-Plot (B), mit v = Reaktionsgeschwin-
-digkeit und Vi = maximale Reaktionsgeschwindigkeit.
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1.3 Untersuchungen zur Regulation der PEP-Carboxylase

Neben der Abhangigkeit der PEP-Carboxylase vom Substrat PEP wurde der Einfiuf der
Metabolite Acetyl-CoA und Aspartat auf die spezifische Enzymaktivitét der PEP-
Carboxylase von C. glutamicum untersucht. Hierzu wurden Kinetiken in Abhdngigkeit
unterschiedlicher PEP-Konzentrationen in Anwesenheit von 1 mM Acetyl-CoA bzw.
0,5 mM Aspartat erstellt. Als Kontrolle wurde die Abhéngigkeit von PEP ohne Effekior
gemessen. Das Ergebnis ist in Abbildung 3 zu sehen. Die Zugabe von 0,5 mM Aspartat
hemmte die Akfivitit der PEP-Carboxylase um nahezu 80 %. Die Zugabe von 1 mi
Acetyl-CoA flihrte zu einer Aktivierung der PEP-Carboxylase Aktivitat um ca. 80 %, von
Vo= 160 mU/mg Protein auf Vp.= 280 mU/mg Protein. AuBerdem wurde die
Kooperativitdt bezlglich des Substrates PEP in Anwesenheit von Acaiyl-CoA fast
vollstandig aufgehoben. Das spiegelte sich in einer dreifachen Vemingerung des
Kos-Wertes fur PEP auf 0,8 mM und einem um 50 % erniedrigten Hill-Koeffizienien von

n = $,85 wieder.
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Abbiidung 3: Abhéngigkeit der PEP-Carboxylase-Aktivitdt von der Konzentration des
Substrats PEP in Anwesenheit von 1 mM Acetyl-CoA (4), 0,5 mM Aspartat (¥) oder
chne Effekior (8).

'Die Ergebnisse zeigen, dak die PEP-Carboxylase von C. glutamicum ein kooperatives
_ ‘Bindungsverhalten zum Substrat PEP aufweist und durch den Inhibitor Aspartat und den
. Aktivator Acetyl-CoA allosterisch reguliert wird.
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2. Konstruktion und Charakterisierung definierter PEP-Carboxylase-

negativer Mutanten von C. glutamicum

Durch gezielte inakiivierung des Gens flir die PEP-Carboxylase (ppc) sollite geklart
werden, welche Rolle der PEP-Carboxylase beim Wachstum und bel der Aminoséure-
Produkiion zukommt. Hierzu wurden definierte PEP-Carboxylase negative Mutanten des
C. glutamicum Wildtyp-Stammes sowie des Lysin-Produktionssiammes MH20-22B und
des Tyrosin-Produktionsstammes ATCC 21573 hergestellt und charakterisiert.

2.1 Inakiivierung des Gens flir die PEP-Carboxviass in €. glutamicum
Wildtyp, MH20-22B und ATCC 21573

Die gengerichiete Muiagenese des ppc-Gens beruhte auf der Integration eines Vektors in
den chromosomalen Genort des ppc-Gens von C. glutarnicum. Flr die Konstruktion des
Vektors wurde ein 0,85 kb ppc-internes Xhol-Fragment aus dem Vektor pUC-ppcl! isoliert
und in die Safl-Restriktionsschnitistelie des mobilisierbaren, in C. glutamicum nicht
replizierenden Vektors pEM1 ligiert. Der resultierende Vekior pEM-PP (Abbildung 4)
wurde Gber Koniugation von E. coli S17-1(pEM-PP) in die C. glutamicum-Stadmme WT,
MH20-22B und ATCC 21573 (bertragen. Es wurde auf Kanamycin- und Nalidixinsaure-
Resistenz selektioniert. Der verwendete £ cofi-Stamm ist Nalidixins&ure-sensitiv und
kann daher auf Nalidixinsdure-haltigem Medium nicht wachsen. Der Vektor pEM1 tragt
das Gen fur die Kanamycin-Resistenz. Da er in C. glutamicum nicht repliziert wird,
kénnen nur solche Zellen auf Kanamycin (berieben, die den Vektor tber homologe
Rekombination ins Genom integriert haben (Abbiidung 4). Von allen St@mmen wurden
mehrere Nalidixinsdure- und Kanamycin-resisiente Transkonjuganten erhalten.

Zum Beweis, daR die Integration tatséchlich im kodierenden Bereich des ppc-Gens
statigefunden hat, wurde jeweils eine Nalidixinsdure- und Kanamycin-resistente
Transkonjugante (WT-PP, MH20-22B-PP und 21573-CK) durch Southern-Blot-
Hybridisierung getestet. Daflr wurde ein Gen-Fragment (2,45 kb BamHi/Sall-Fragment)
aus dem Vektor pUC-ppcll isoliert, mit Digoxigenin-dUTP markiert und als ppec-
spezifische Sonde verwendet. Chromosomale DNA von den Ausgangsstammen C
glutamicum WT, MH20-22B und ATCC 21573 sowie von den jeweiligen
Transkonjuganten wurde mit dem Restriktionsenzym Safl geschinitten, gelelektrophore-

~tisch.im Agardse—GeI aufgetrennt, anschlieBend auf eine Nylon-Membran Ubertragen und

_"rhi‘t der ppg-Sonde hybridisier{. Die Ergebnisse der Southern Blot-Analysen sind in
. Abbildung 5 .dargestelit. Die Hybridisierung der ppc-Sonde mit der Safl-restringierten

' "'chromosomalen DNA vom Wildtyp (Spur 1), vom Stamm MH20-22B (Spur 3) und vom

Stamm ATCC 21573 (Spur 5) ergab Signale bei 3,4 kb. Das entsprach der GroRe des
genomischen ppc-Genorts (O'Regan ef al, 1989). Dagegen hybridisierte - die kN
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-5 ppe-Gen
P internes ppe-Fragment
— pEM1 Vekior-DNA

= chromosomale DNA

Sall
5 | Ausgangsstamm:

3.4 kb Salfi-Fragment

integrante:

7.4 kb Sali-Fragment

&bbaicﬁuﬁg 4: Schematische Darstellung der Konstruktion der PEP-Carboxylase-
neg;a;tnyen Mutanten durch Integrationsmutagenese mit dem Vektor pEM-PP.

ppc—Sonde mit einem 7,4 kb Saf-Fragment der chromosomalen DNA der Mutanten WT-
PP (Spur 2), ‘MH20-22B-PP (Spur 4) und 215?3—CK (Spur 6). Der zur Integration
verwendete 4 kb groke Vektor pEM-PP verflgt Uber Kkeine Sajl- Schm’ttstefie daher
'wurde in den Transkonjuganten ein 7, 4 kb Signai (3,4 .kb.plus 4 kb) erwartet Damit. war
_ ;_-gezelgt dalk der ‘chromosomale Genort des ppc-Gens in den Mutanten 'WT-PP
' _"_MHQQ.ZQ_B_ -PP und 21573-CK definiert zerstort war. -
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&bbildung 8:  Southern Blot-Analyse chromosomaler DNA von C. glufarmicum Wildiyp
{Spur 1), MMH20-22B (Spur 3) und ATCC 21573 (Spur 5) sowie der hiervon abgeleileten
Transkonjuganten WT-PP {Spur 2), MH20-228-PP (Spur 4) und 21573-CK (8pur 8) nach
Restriktion mit Saf und Hybridisierung gegen eine ppe-spezifische DNA-Sonde.

Um zu untersuchen, ob die gengerichiete Mulagensse zum Verlust der PEP-
Carboxylase-Aktivitat fithrte, wurden dis Transkoniuganten und ihre Ausgangsstdmme
auf PEP-Carboxvigse-Aktivitdt analysiert, Wéhrend die Ausgangssidmme nach
Wachstum auf Komplexmedium spezifische PEP-Carboxylase Akiiviidten von 55 mUfmg
Frotein (Wildtyn), 100 mU/mg Protein (MH20-228) und 24 mU/mg Protein (ATCC 21573}
aufwiesen, konnte in allen integretionsmutanten keine PEP-Carboxviase Akiivitét
{(< 3 ml/mg Pretein}) nachgewiesen werden Es konnten aiso definlerie PEP-
Carboxylase negative Mutanten konstruiert werden, die, abgesehen vom gapQGeﬁoﬁ,
isogen zu den enisprechenden Ausgangsstammen waren. | R

2. 2 - Vergleichends Wachstumsexperiments mit den ?Eﬁaa?%@xg%aﬁﬁ

“negativen Mutanten amé cen Ausgangsstimmen S
Zunschst wurde untersucht, ob der Veriust der PEP-Carboxylase einen Einflu auf das
Wachstum der drei C. glufamicurmn-Stémme hatte. Dazu wurden die Ausgangsstémme

und die Mutanten in Minimalmedium mit Glucose geziichtet und die Wachstumsrate (i) -

: -_.s_owiafder- Zellerirag (Y) bestimmt. Wie in Tabelle 4 dargestellt, wiesen alle PEP--
Carboxylase-negativen Mutanien auf Gluccse das gleiche Wachstumsverhalten wie ihre
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entsprechenden Ausgangsstamme auf. Der Tyrosin-Produktionsstamm 21573 und seine
Mutante wuchsen etwas langsamer. Fir den Wildtyp und die von ihm abgeleitete PEP-
Carboxylase-negative Mutante konnte gezeigt werden, daft sie auch auf den C-Quellen
Acetat bzw. Lactat nahezu gleich wuchsen. Der Verlust der PEP-Carboxylase hatte also
auf allen getesteten Medien keinen EinfluR auf das Wachstum. Somit konnte gezeigt
werden, daf die PEP-Carboxylase fixr das Wachstum von C. glutamicum nicht essentiell ist.

Tabelle 4:  Charakierisierung des Wachstums der PEPCx-negativen Mutanten WT-PP
und MH20-22B-PP im Vergleich zu den Ausgangsstammen.y [h™'] = Wachstumsrate,
Y [g TG/g Substrat] = Zellertrag.

Glucose Acetat Laciat
4 % (wiv) 2 % {anfy) 2 % (viv)

Stamm H Y U Y u Y
' fore/g] ih] lore/g] h [gre/g]

WT 0.27 0,32 0,22 0,29 0,21 0,18
WT-PP 0,28 0,30 0,20 0,25 0,22 0,17
MH20-22B 0,24 0,19 n.b. n.b. n.b. n.b.
MH20-22B-PP 023 0,19 n.b. n.b. n.b. n.b.
21573 0,20 0,25 n.b. n.b. n.b. n.b.
21573-CK 0,20 0,23 n.b. n.b. n.b. n.b.

n.b.nicht bestimmt; TG = Trockengewicht

2.3 Vergleichende Untersuchungen zur Aminoséure-Produktion der PEP-

o Carboxylase-negativen Mutanten und den Ausgangstammen

Neben der Bedeutung der PEP-Carboxylase fir das Wachstum wurde auch die
Bedeutung des Verlusts der PEP-Carboxylase fir die Lysin- bzw. Tyrosin-Produktion der
C. glutamicurn Mutanten MH20-228-PP und 21573-CK untersucht.

Die Stamme MH20-22B und MH20-22B-PP wurden auf Minimalmedium mit 4 % (w/v)
‘Glucose in Baich-Fermentationen gezilichtet, das Wachstum verfolgt, und zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten die in das Medium sezernierte Lysin-Menge bestimmt. Das
' -Ergebnis ist in Abbildung € dargestellt. Beide Stdmme produzierten ungeféhr gleiche

- Mengen an Lysin (ca. 30 mM). Das Ergebnis zeigt, dal die PEP-Carboxylase auch fur o

- 'die_ Lysin-Produktion nicht essentiell ist.
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Abbildung 6: Wachstum = und  Lysin-Produktion von C. glutamicum WMH20-22B
(®/geschlossene Saulen) und der von diesem Stamm abgeleiteten PEP-Carboxylase-
negativen Mutante MH20-22B-PP (L/offene Sidulen) in Glucose-Minimalmedium,

Mit den Stammen ATCC 21573 und 21573-CK wurden Baich-Fermentationen in
-Minimalmedium mit 10 % (w/v) Glucose durchgefthrt und die Tyf’osinQAusbeute nach 48
.Stunden bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabele § zusammengefalt. Beide Stdmme
" produzierten Tyrosin ‘mit vergleichbaren Ausbeuten, d.h. das Ausschalten .der- PEP-.

.._'Carb_oxyia_se_haﬁe.keinen_'s_i_gniﬁkaﬁi'en' Effekt auf éie Tyrosin-Produktion. ' S
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Tabelle 5: Tyrosin-Produktion der PEP-Carboxylase-negativen Mutante 21573-CK im
Vergieich zu ihrem Ausgangsstamm 21573 nach 48 stindiger Fermentation in der
Batchkultur mit 10 % (w/v) Glucose als C-Quelie.

Tyrosin Ausbeute
Stamm ODsno (M) arare]
21573 51 4 0,047
21573-CK 40 2,8 0,041

TG = Trockengewicht

3. Konstrukiion und Charakierisierung definierter PEP-Carboxyiase-/

isocitrat-Lyase-Doppelmutanten von C. glutamicum

Die in Kapitel 2 dargestellten Ergebnisse zeigen, dak C. glutamicum Uber eine zur PEP-
Carboxylase altemnative anaplerotische Reaktion verfligen muf. Der Glyoxylat-Zyklus
stelit in C. glutamicum die essentielle anaplerotische Sequenz bei Wachstum auf Acatat
dar (Reinscheid ef al., 1994a/b). Bei Wachstum auf Glucose sind die Aktivitaten der
Schitisselenzyme Isocitrat-Lyase und Maiat-Synthase zwar drastisch erniedrigt, aber mit
20 bis 30 mUimg Protein deutlich nachweisbar. Zudem wurden Arthrobacter-Stémme,
die ebenfalls zu den coryneformen Bakterien zahlen, mit defekier PEP-Carboxylase
beschrieben, die den Glyoxylat-Zykus als einzige anaplerotische Sequenz bei Wachstum
auf Glucose verwenden (Krulwich & Pellicione, 1879). Um zu testen, ob der Giyoxylat-
Zykhuis die zur PEP-Carpoxylase alternative anaplerctische Reaktion darstellt, wurden im
folgenden, ausgehend von den C. glutamicum-Stdmmen WT und MH20-228 Mutanten
konstruier, in denen sowohl das Gen fir die PEP-Carboxylase, als auch das Gen fir die
isocitrat-Lyase (aceA)(Reinscheid et al, 1994b) durch gengerichiete Mutagenese

definiert zerstor sind.

3.1 - Inaktivierung der Gene fir die PEP-Carboxylase und die Isocitrat-Lyase
in C. glutamicum Wildtyp und MH20-22B | |
Durch eine Genaustausch-iutagenese wurde das intakie chromosomale ppe-Gen durch
_ . ein definiert _inaktiviertes ppc-Gen ersetzt. - Bei dieser :Methode der gengerichteten
- ‘Mutagenese bleiben - keine Vektoranteile im Chromosom Zurﬂck,_ die eine Weitere
| _._.lntegration aufgrund homologer Bereiche in den Vektorabschnitten erschweren wiirden
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(Schwarzer & Puhler, 1891). Das aceA-Gen konnte daher in einem zweiten Schritt durch
eine Vektorintegration in den aceA-Genort zerstért werden.

Fur die Konstruktion des Vekiors, der fir den Genaustausch des intakien ppc-Gens mit
einem inakiivierien ppe-Gen verwendet wurde (Abbildung 7), wurde zuné&chst ein 1,0 kb
Avall- / Klenow-Fragment des ppc-Gens im Vekior pUC-ppcll deletiert und durch ein 1,7
kb BamH!- / EcoRl- / Klenow-Fragment aus dem Vektor pEC5 ersetzt. Das 1,7 kb-
Fragment trug das Gen fir die Chioramphenicol-Acetyl-Transferase {caf). Die das caf-
Gen flankierenden Bereiche im resuliierenden Vekior pPW1 trugen das 5-Ende (ppcC’)
und das 3-Ende (ppc”) des ppe-Gens. Aus dem Vektor pPW1 wurde das cat-Gen mit
diesen flankierenden Bereichen als 40 kb Safl-Fragment isoliert und in die Safl-
Schnitistelle des mobilisierbaren E. coli-Vektors pKi9mobsacB (Schéfer ef al,, 1884) ligiert.

Der resultierende Vektor pPW2 ist nicht-replikativ in C. glutarmicum und trégt neben
dem Kanamycin-Resistenzgen auch das sacB-Gen, aas fir die Levan-Sucrase aus
B. subtilis kodiert. Die Expression des sacB-Gens, die durch Saccharose induziert wird,
verursacht eine Saccharose-Sensitivitdl, da das entstehende Produkt Levan fur
C. glutamicum toxisch ist (Jager ef al., 1992). In einem ersten Schritt wurde der Vekior
pPW2, der das durch das caf-Gen unterbrochene ppc-Gen enthielt, tber Konjugation
von £ caff $17-1 nach C. giutamicum WT bzw. MH20-228 in den ppo-Genort integriait.
Die Selekiion der Transkonjuganten erfolgte auf Kanamycin-, Nalidixinsdure- und
Chioramphenicoi-haltigem Medium. Es zeigte sich, dal der Stamm MH20-22B
wesentlich empfindiicher auf die Anwesenheit von Chloramphenicol reagierte, so dal bei
diesem Sitamm auf die Selektion auf Chloramphenicol-Resistenz verzichtet wurde. Die
integration des Vekiors in das chromosomale ppc-Gen unteriag dem gleichen Prinzip
homoijoger Rekombination wie in Kapitel 2.1 beschrieben. Es wurden fir beide Stédmme
mehrere Transkonjuganten erhalten. Zur Selektion auf ein Doppei-Crossover-Ereignis,
d.h. auf den Verlust des Vektoranteils mit dem Kanamycin-Resistenizgen (Abbildung 8),
wurde jeweils eine Transkonjugante vom Wildiyp und vom Stamm MH20-22B in
Komplexmedium ohne Antibiotikum 15 Generationen gezlichtet und anschliefend auf
Komplexmedium mit 10 % Saccharose und im Faile der Transkonjugante vom Wildtyp
mit 5 pgA Chioramphenicol ausplattiert. Nur wenn der Vektoranteil mit dem Kanamycin-
Resistenizgen und dem sacB-Gen wieder aus dem Chromosom herausrekombiniert ist,
kann ein solcher Stamm auf Saccharose wachsen, jedoch nicht mehr in Anwesenheit
von Kanamycin. Auf diesen Phénotyp wurde anschlieBend getestet. Die zusétzliche

Selektion der Wildtyp-Transkonjuganten auf Chioramphenicol-Resistenz erhdhie den

L -Antetl an Transkonjuganten bez denen der Vekior richtig, das heift unter Zuruckiassung e

g des inaktivierten ppc-Gens mit der cat-Kassette herausrekombinierte.
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. Abbildung 7: Schematische :Darstellung der Konstruktion des Vektors oPW2 flir den
Genaustausch des intakten -chromosomalen ppe-Gens mit einem durch Deletion und
Insertion des cat-Gens inaktivierten ppc-Gens. ppe” = 5™-Ende des ppc-Gens; ppc”” = 3'-
Ende des ppc-Gens.
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Abbildung 8: Schemaiische Darsteliung der Cenaustausch-Mutagenese zur Herstellung
giner PEP-Carboxylase-negativen Mutante von C. glufamicum. Durch das Ereignis eines
Doppel-Crossover wird das genomische ppe-Gen durch ein defektes ppe-Gen ersetzt

Es wurden die Kanamycin-sensitiven und Saccharose-resistenten Stdmme WT-KT und
MH20-22B-KT erhalten. Sowchi der Stamm WT-KT als auch der Stamm MH20-22B-KT
zeigten wie erwartet keine nachweisbare PEP-Carboxylase Aktivitét (Tabelle 8).

Die anschiieRende Inaktivierung des aceA-Gens erfolgte nach dem Prinzip der Vektor-
Integration. Dabei wurde der Vektor pSUPaceA (Reinscheid ef al, 1994b) als Integra-
tionsvekior verwendet. Nach der Konjugation des Vektors in die Stamme WT-KT und
MH20-22B-KT wurden mehrere Kanamycin-resistente Transkonjuganten erhalten. Je
eine Transkonjugante, WT-PPW bzw. MH20-22B-PPW, wurde flr die weiteren Unter-
suchungen verwendet.

Zunachst wurde mit Southemn-Blot-Hybridisierung Uberpraft, ob die Mutanten tat-
séchlich sowohl das ppe-Gen als auch das aceA-Gen definiert zerstort hatten. Zur Hybri-
o disierung gegen den ppe-Genort wurde das in Kapitel._z‘i bereits beschriebene 2,45 kb
BamHiiSa;’i-Fragment als Sende Q_erwendet. Die Hybridisierung g;e_ge__n den aceA-Genort .

- ‘erfolgte mit einer das aceA-Gen tragenden 1,5 kb Bgii/Bfl Sonde (Reinscheid, 1894). _

 Das Ergebnis der Southem-Blot-Analyse ist in Abbildung 9 dargestelit. 'Die: Hybridi-
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sierung der ppe-Sonde mit Safi-restringierter chromosomatler DNA der beiden Mutanten
WT-PPW (Spur 2) und MH20-22B-PPW {Spur 4) ergab Signale der GrélRe 4,1 kb. Die
beiden Ausgangsstdmme WT (Spur 1) und MH20-22B {Spur 3) zeigten erwariungs-
gemanR Signale der Grike 3,4 kb (5. auch Kapitel 2.1). Das 4,1 kb grolle Safi-Fragment
der Mutanten seizt sich aus dem um 1 kb deletierien 3,4 kb grofen Original-Fragment
und der 1,7 kb cat-Kasselte zusammen (Abbildung 8 A). Die Hybridisierung der aceA-
spezifischen Sonde mit Bofil-restringierter chromosomaler DNA zeigte in den Stémmen
WT (Spur 1) und MH20-22B {(Spur 3) Signzle bel 3,4 kb, Das entsprach dem intakien
Genort des aceA-Gens (Reinscheid of af, 1994r). Dagegen hybridisierie die aceA-
Sonde mit sinem 9,1 kb Bgil-Fragment der chromosomalen DNA der Mutanten WT-
PPW (Spur 2) und MH20-22B-FPPW (Spur 4). Das 9,1 ki-Fragment setzie sich aus dem
5,7 kb grofien Vekior pSUPaceA, der keinen Bgfil-Schniti trégt, und dem urspringlichen
chromosomalen 3,4 kb Bgil-Fragment zusammen {Abbildung 8 B). Damil war gezeigt,
daf in den St@mmen WT-PPW und MH20-22B-PPW sowohi der Genort des ppc-Gens
als auch der Genort des aceA-Gens zerstrt war.

im folgenden wurde auf enzymatischer Ebene untersucht, ob mit der Zerstérung der
Genorte von ppe und aced, such die Aklivitéien von PEP-Carboxylase und isocitrat-
Lyase zarsttrt waren. Daflr wurden die spezifischen Aktivitien beider Enzyme in den
Doppelmutanten im Vergleich zu ihren Ausgangsstémmen untersucht. Tabslls § zeigt
das Ergebnis. In den Doppelmutanten WT-PPW und MH20-22B-PPW lielen sich weder

FEP-Carboxyiase- noch isocitrat-Lyase-Akiivitat nachweisen.

A 123 4 B 1234

-~ = <& 50kb

- e < 3,4 Kb

&t
@% ’
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Abbildung 9: ‘Southem Blot-Analyse chromosomaler DNA von C. giutamicum Wildtyp
(Spur 1) und MH20-22B (Spur 3) sowie der hiervon abgeleiteten Mutanten WT-PPW
- (Spur 2) und MH20-22B-PPW (Spur 4) nach Restriktion mit Sall und Hybridisierung
_gegen eine ppc-spezifische DNA-Sonde (A) bzw. nach Restriktion mit Bgil und

 Hybrigisierung gegen eine aceA-spezifische DNA-Sonde (B).




Ergebnisse 45

Tabelle 8 Spezifische Akiivitdten der PEP-Carboxylase und der lsociirat-Lyase in
Rohextrakien der Deletionsmutanten WT-KT und MH20-22B-KT sowie der PEP-
Carboxylase- / Isocitrat-Lyase-Doppelmutanien WT-PPW und MH20-22B-PPW im Ver-
gleich zu ihren Ausgangsstdmmen nach Wachstum auf Glucose.

spezifische Aklivitét
[mU/mg Protein]

Stamm PEP-Carboxylase Isocitat-Lyase
WT 150 28
WT-KT <3 n.b.
WT-PPW <3 <3
MH20-22B 170 30
MH20-22B-KT <3 n.b.
MH20-22B-PPW <3 <3

n.b. = nicht bestimmt

3.2 Vergieichende Wachstumsexperimente mit der PEP-Carboxylase-/
Isocitrat-Lyase-negativen Doppelmutante und den Ausgangsstdmmen
Das Wachstum der PEP-Carboxylase- / Isocitrat-Lyase-Doppelmutanie WT-PPW wurde
im Vergleich zum Ausgangsstamm WT sowie der PEP-Carboxylase-negativen Mutante
WT-PP und der isocitrat-Lyase-negativen Mutante ASK1 (Reinscheid ef al, 1984b) auf
verschiedenen Medien getestef. Wie in Abbildung 16 zu sehen ist wuchs die
Doppelmutante genauso gut wie der Wildtyp und die entsprechenden PEP-Carboxylase-
und Isocitrat-Lyase-Einfachmutanten auf 4 % Glucose (&bbildung 10 A). Auch auf
2 % D,L-Lactat (Abbiidung 10 B) gab es keinen signifikanten Unterschied im Wachs-
tumsvernaiten zwischen den Stammen. Auf 2 % Acetat wuchsen die Mutante ASK1 und
die Doppelmutante WT-PPW nicht, wohingegen der Wildtyp und die PEP-Carboxylase-
_negative Mutante WT-PP normales Wachstum zeigten (Abbildung 18 C). Diese
Ergebnisse bestatigen, daR die Isocitrat-Lyase flr das Wachstum auf Acetat essentiell
ist (Reinscheid et al., 1984b). AuRerdem zeigen diese Experimente eindeutig, dal selbst
in Abwesenheit des Glyoxylat-Zykus die PEP-CarboxyIése bei Wachstum auf Glucose - -

_nicht essentielf ist.
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_ Abbildung 10: Wachstum der Stamme WT (8), WT-PPW (8), WT-PP (4) und ASK1 (9)
auf _hﬂin_imalmedium mit Glucose (A), Lactat (B) oder Acetat (C) als C-Quelle.
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3.3  Vergleichende Untersuchungen zur Lysin-Produktion der PEP-Carboxylase- /
Isociirat-Lyase-negativen Doppelmutants und dem Ausgangsstamm

Im folgenden wurde untersucht, welche Auswirkungen das Fehlen der PEP-Carboxylase
und des Glyoxylat-Zyklus auf das Wachstum und die Lysin-Produktion im Stamm
MH20-22B-PPW hat. Die PEP-Carboxylase- / Isocitrat-Lyase-negative Doppelmutante
MH20-228-PPW  und der Ausgangsstamm MH20-22B und wurden hierzu in
Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose in einer Batch-Fermentation kuliiviert. Es zeigte
sich auch hier, da® die Doppelimutante fast genauso wuchs wie der Ausgangstamm
(Abbildung 11). Zu bestimmten Zeitpunkten im Verlauf des Wachsturns wurden Proben
entnommen und die Lysin-Konzentration in den Kulturlberstdnden mitiels HPLC
bestimmt. Abbildung 11 zeigt, dal auch die Lysin-Produktion durch den Verlust cer
beiden anaplerotischen Sequenzen PEP-Carboxylase und Glyoxylat-Zykus nicht
beeintrédchiigt ist. C. glutamicum besitzt also mindestens noch eine weitere Reaktion, die
Tricarbonsdurezyklus-Intermediate fir die Lysin-Produkiion bei Wachstum auf Glucose

zur Verfigung stellen kann.

L-Lysin {mii] %"ﬁ, D

Wachstum [OD, | @, O

Zeit [h]

- Abbildung 11: Wachsturn und Lysin-Produktion der C. glutamjcurn Stadmme MH20-22B
. (Blgeschlossene Sadulen) und MH20-22B-PPW (D/offene Saulen) auf Glucose- '

~Minimaimsadium.
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4. PCO,-Markierungsexperimente mit dem Wildtyp und der
PEP.Carboxylase-negativen Mutante von C. glutamicum

Da aufgrund der bisherigen Ergebnisse der Glyoxylat-Zyklus als zur PEP-Carboxylase
alternative Sequenz ausgeschlossen werden konnte, wurde untersucht, ob es sich bei
der gesuchten anapierotischen Reaktion um eine Carboxylierungsreaktion ausgehend
von PEP oder Pyruvat handeln kénnte. Hierzu wurden in vivo- H°COs-Markierungs-
experimente mit den C. glutamicum-Stdmmen WT und WT-PP bei Wachstum auf
Glucose durchgefiihrt. Wenn die Zellen das angebotene “C-markierte HCOs™ aufnehmen
und Uber eine PEP- oder Pyruvat-carboxylierende Reaktion in den Stoffwechsel
einbauen, so entsteht Oxalacetat, das in Position C-4 "*C-rarkiert sein solite (Abbildung
12). Das Kohlenstoffgeriist von Oxalacetat spiegelt sich im Kohlenstoffgerist von
Threonin wieder (Eikmanns ef al., 1993), d. h. eine Markierung in C-4 von Oxalacetat

H Lo

findet sich dann auch im C-4 von Threonin. Die Aminosaure Threonin lief sich aus Zeii-
hydrolysaten isolieren und konnte fur die NMR-Analyse zugénglich gernacht werden.

Glucose

I

¥
(;OOH o o o
coP et
CHs H

A 4
COOH

¢c=0 Pyruvat

CH3 é’

Acetyl-CoA

| by

Oxalacetat Citrat
COOH " COOH COOH
G o g o £

&cH; € COOH £ COOH

- Abbildung 12: Schematische Darstellung der Markierungsmuster der Intermediate an

;_'.den.-Stofﬁwechsef-Verzweigungspunkten von PEP und Pyruvat nach Wachstum auf
- Glucose in Anwesenheit von C-markiertem Bicarbonat.
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Die Stamme C. glutarnicum WT und WT-PP wurden auf Glucose-Minimalmedium in
Anwesenheit von H'®CO; geziichtet. Nach der Ermte der Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase und Hydrolyse des Zeliproteins wurde das Threonin {iber FPLC isoliert
und in die hochaufidsende 'H-NMR-Analyse (Sonntag ef af, 1983) eingesetzt Es
wurden 'H-NMR-Spektren mit und ohne “C-Entkopplung aufgenommen und die Mar-
kierung fir die C-Atome C-2, C-3 und C-4 bestimmt.

Die ®C-Anreicherungen in den einzelnen C-Atomen des Threonins, das aus den
Stammen WT und WT-PP nach Wachstum in Gegenwart von HCOj isoliert und
analysiert wurde, ist in Tabelle 7 dargestellt. Wahrend die C-2- und C-3-Atome die
natirliche Haufigkeit von 1,1 % °C aufwiesen, zeigte das C-4-Atom in beiden getesteten
Stémmen eine hohe und nahszu gleiche C-Anreicherung von ca. 37 %. Dieser Befund
zeigt, daR selbst in Abwesenheit der PEP-Carhoxylase im Stamm WT-PP PEP oder
Pyruvat mit einer Rate, die mit der des Wildtyps vergleichbar ist, carboxyliert wird. Das
bedeutet, das das zur PEP-Carboxylase alternative anaplerctische Enzym esine Cs-

Carboxylierung katalysiert.

Tabelle 7:  “C-Anreicherungen in den C-Atomen von Threonin aus Zelthydrolysaten
der Stdmme WT und WT-PP nach Wachstum auf Minimaimedium mit Glucose in
Anwasenheit von HCO;,

Be-Anreicherung (%) in Threonin®

Stamm C-2 C-3 C-4
WT 1,1 1,1 37,4
WT-PP 1.1 1,4 38 4

? Die Werte sind aus zwei unabhéngigen Messungen mit einem absoluten Fehler von
< 0,2 % ermittelt.

5. ‘Nachweis und Charakterisierung von Enzymen in C. glutamicum, die neben
der PEP-Carboxyviase an den PEP- und Pyruvat-Verzweigungspunkien
_beteiligt sind

Durch die "*C-Markierungsexperimente konnte gezeigt werden, daR die zur PEP-

_Carboxyl__ase ‘alternative anaplerotische Reaktion eine Carboxylierung von PEP oder

“Pyruvat -darsteiit. Es wurde daher untersucht, Uber welche PEP- bzw. Pyruvat-
.t;arboxylierenden Enzyme C. glutamicumn neben -der PEP-Carboxylase verfGgt Die
'-speziﬁschen Aktivitdten der PEP-Carboxykinase, der PEP-Carboxytransphesphorylase,
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der NADP-abhangigen, decarboxylierenden Malat-Dehydrogenase (Malat-Enzym), der
Oxalacetat-Decarboxylase und der Pyruvat-Carboxylase wurden in Rohextrakten von C.

glutamicum untersucht.

5.1 Die PEP-Carboxykinase
Die PEP-Carboxykinase katalysiert die reversible Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat
unter Bildung von NTP aus NDP (Chang et al., 1866)(Reaktion 1).

Me?
(1) PEP+CO,+NDP F=———— Oxalacetat+ NTP

-
Der Nachweis der PEP-Carboxykinase in C. glutamicum wurde zun&chst mit der Mutante
WT-PP durchgefihrt, da hier keine Storaktivitét durch die PEP-Carboxylase zu erwarten
war.

Ausgehend von einem Maiai-Dehydrogenase gekoppelten Test konnte it iDP und
GDP eine spezifische PEP-Carboxykinase-Aktivitit von ca. 40 mU/mg Protein im
Rohexirakt von C. glutamicum nachgewiesen werden. Mit ADP konnte dagegen keine
Aktivitat gemessen werden. Die Zugabe von 1 mi ADP flhrte sogar zu einer 50 %igen
Hemmung der IDP-abhéngigen Reaktion. Im folgenden wurde der PEP-Carboxykinase-
Enzymtest optimiert und anschlieRend die spezifische Aktivitat genauer charakterisiert.
Der optimale pH-Bereich konnte in HEPES-Puffer zwischen 6,5 und 7,0 ermittelt werden.

Mia AT ™ et
1

Die PEP-Carboxykinase wa bhéngig und dis Aktivitat konnte um 30 % auf

g u
ca. 80 mU/mg Protein gesteigert werden, wenn der Testansatz zusétzlich 10 miM MaS0,4
enthielt. Die Begasung der eingesetzten NaHCOs-Lésung mit CO, fuhrte zu einer
Steigerung der Aktivitét um weitere 30 %, was auf die Verwendung von CO; anstatt von
HCO; als Substrat hindeutet (Walsh, 1979). Mit dem so optimierten Test (Tabalie 8)
konnte nun eine spezifische PEP-Carboxykinase-Aktivitdt von ca. 85 muU/mg Protein in
Rohextrakten von C. glutamicum WT-PP nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde untersuchi, ob sich die PEP-Carboxykinase-Aktivitdt auch im
Rohextrakt von C. giutarnicum Wildtyp nachweisen iief3. Dafur wurde zundchst die PEP-
Carboxylase Aktivitat bestimmt. Nach Zugabe von IDP konnte eine Steigerung dieser
Aktivitat gemessen werden. Die Differenz der PEP-Carboxylase Aktivitét und der 1DP-
abhangigen Aktivitdt ergab ca. 70 mU/mg Protein. Das entsprichi nahezu der
spezifischen PEP-Carboxykinase-Aktivitét, die in der Mutante WT-PP ermittelt wurde. Da
die "PEP-Carboxylase durch Aspartat stark gehemmt wurde, wurde das gleiche
Experiment unter Zugabe von 5 mM Aspartat durchgefihrt. Ohne IDP konnte nun keine
'._Aktivi_té_t_gemessen-.'werden, wahrend nach Zugabe von IDP die spezifische Aktvitat
' '_WEeder 70 mU/mg Protein betrug. Darliberhinaus wurde die PEP-Carboxykinase in der
" PEP-Carboxylase- / Isocitrat-Lyase-Doppelmutante WT-PPW untersucht. Es konnie eine

- gpezifische :PEP-Carboxykiﬂase Aktivitat von 80 mU/mg Protein nachgewiesen werden.
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Tabelie 8: Optimierte Zusammensetzung des Enzymtests zur Bestimmung der
spezifischen PEP-Carboxykinase-Akfivitat im Rohextrakt von C. glutamicum.

Testkomponenten: Kenzenirationen im Test:
HEPES 100 mM, pH 7,0

MgSO4 10 mM

MnCl; 5 mi

DTT 1 mM

NADH 0,2 mg/ml

NaHCO; (CO»-begast) 50 mi

PEP 8 mM

1DP 2 mM

MDH 24 U

Die Ergebnisse sind in Tabelie 8 zusammengefaBt und zeigen, dait C. glufamicum eine
PEP-Carboxykinase besitzi, die in vifro eine Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat

durchfihren kann.

T fe o

Neben der Reakiion in Richiung Oxalacetat wurde auch die Riickreaktion, d.h. die Um-

go
setzung von Oxalacetat zu PEP in den Stadmmen WT, WT-PP und WT-PPW nach
Wachstum auf Glucose gemessen. Die spezifische Aktivitdt war in allen Stdmmen mit
1,0 bis 1,6 U/mg Protein 15 bis 20 mal hoher als diejenige in Richtung Oxalacetat-Bildung.

Tabelle 8: Spezifische Aktivitdten der PEP-Carboxykinase in der carboxylierenden und
der decarboxylierenden Richiung in Rohextrakien von C. glutamicum Wildtyp und WT-
PP und WT-PPW nach Wachstum auf Glucose-Minimalmedium.

spezifische PEP-Carboxykinase Aktivitét

{Ufng Frotein]

Reaktionsrichtung:
Stamm PEP +CQ, —» Oxalacetat  Oxalacetat — PEP + CO;
WT 0,070 1,0
. WT-PP 0,085 1.4

WT-PPW 0,080 1,6
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Im folgenden wurde die Oxalacetat-bildende Reaktion der PEP-Carboxykinase naher
charakterisiert. Dazu wurden die Abhéangigkeiten der spezifischen Aktivitat von den
Substraten PEP, IDP, GDP und NaHCOQO; bestimmt. Die K,-Werte fir die einzelnen
Substrate sind in Tabelle 10 A dargestelit. Die Abhangigkeiten der spezifischen PEP-
Carboxykinase-Aktivitét von den entsprechenden Substraten verhielten sich geméan einer
Michaelis-Menten Kinetik. Wie oben schon erwéhnt inhibiert die Zugabe von 1 mM ADP
die PEP-Carboxykinase Aktivitét um 50 %. DarUberhinaus konnte gezeigt werden, dal®
ATP ebenfalls einen Inhibitor mit einem K-Wert von 7,6 mM darstelit (Tabelie 18 A).

Um Hinweise auf eine eventuell vorhandene genetische Regulation der PEP-
Carboxykinase zu erhalten, wurde die spezifische Aktivitat nach Wachstum auf Glucose,
Lactat und Acetat untersucht (Tabelie 10 B). Es zeigte sich, dalk die spezifische Aktivitat
mit 80 bis 80 mU/mg Protein auf den drei getesteten C-Quellen ann&hernd gleich war.
Auch die decarboxylierende Aktivitat der PEP-Carboxykinase war auf Glucose, Lactat
und Acetat mit 1,0 bis 1,2 mU/mg Protein nicht signifikant unterschiedlicn.

Durch die Hemmung der Oxalacetat-biidenden Reaktion der PEP-Carboxykinase durch
ADP und ATP, die zellintern mit Konzentrationen von 2 bis 10 mM vorliegen (Liebl, 1891,
Gutmann, 1993), ist es unwahrscheinlich, daB dieses Enzym in vivo anaplerotisch akiiv ist.

Tabeile 10: Kinetische Eigenschaften der PEP-Carboxykinase (A) und Abhangigkeit der
spezifischen PEP-Carboxykinase-Aktivitét in C. glutamicum von der C-Quelle (B).

A. Ky-VWerte:
Substrat: PEP 0,15 mhi
IDP 0,50 mM
GDP 0,05 mM
COs 30 mM
inhibitor: ADP Ki= 1,0 mM
ATP Ki= 7,6 mM
B. spezifische Aktivitat:
- C-Quelle: - - Glucose- 70 mU/mg Protein
- Lactat 80 mU/mg Protein

Acetat 86 mU/mg Protein
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5.2 Die PEP-Carboxytransphosphorylase

Als weitere zur PEP-Carboxylase alternative anaplerotische Reaktion kam die bisher nur
bei Propionsdurebakterien und einer Amdbe nachgewiesene PEP-Carboxytrans-
phosphorylase in Frage (Siu & Wood, 1862; Reeves, 1970). Die von diesem Enzym
katalysierte Carboxylierungsreakiion unterscheidet sich von der der PEP-Carboxykinase
durch die Ubertragung der Phosphatgruppe von PEP auf anorganisches Phosphat unter
Bildung von Pyrophosphat (PP){Reaktion 2). Es wurde versucht, diese Aktivitdt in
C. glutamicum WT und der definierten PEP-Carboxylase negativen Mutante WT-PP

nachzuweisen.

(2) PEP+CO,+ P —>  Oxalacetat + PP,

In Rohextrakien vom Wildtyp konnte durch Zugabe von anorganischem Phosphat keine
Steigerung der Aktivitat Ober die PEP-Carboxyiase-Aktivitat hinaus gemessen werden,
Auch in Rohexirakien des Stammes WT-PP, der Uber keine PEP-Carboxylase mehr
verfiigt, konnte keine Phosphat-abhéngige Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund legte den Schiul® nahe, dald
C. glutamicum nicht Gber eine PEP-Carboxytransphosphoryiase veritgt.

5.3 Das Malat-Enzym

Ein weiteres Enzym, das eine Carboxylierung von Pyruvat unter Bildung von Malat
durchfinren konnte, ist die NAD(PY.abhéngige, decarboxylierende Malat-
Dehydrogenase, das sogenannte Mafat-Enzym (Reaktion 3)(Sundaqvist ef al, 1989;
London & Meyer, 1869).

Mn®*
(3} Pyruvat+ HCOs + NAD(P)H + H' Ermemmm=  palat + NAD(P)® + H,0

=
Es wurde versucht, das Malai-Enzym in der Hin- und Rickrichtung, scwohl mit NADP(R)
als auch mit NAD(H) als Reduktions&quivalenten in Rohextrakt von C. glutamicurn WT
nach Wachstum auf Glucose nachzuweisen. Das Ergebnis (Tabeille 19) zeoigi, dafl mit
Malat und NADP™ als Substraten sine spezifische Aktivitdt von 130 mU/mg Protein
nachgewiesen werden konnte. Mit NAD™ konnte keine Aktivitdt nachgewiesen werden.
Ebenso konnte keine Malat-bildende, d.h. carboxylierende Reakiion nachgewiesen
‘werden. Uber eine Kombination aus hydrophober Interaktionschromatographie, lonen-
'austauschchromatographie und Affinitdtschromatographie wurde das Malat-Enzym von
- C 'g!ufam_icam, ausgehend von 2,5 g Zellfeuchimasse mit einer Proteinkonzentration von
_ _'f2,4 mg/ml aus Rohextrakt 23—1‘ac’_n éngereinigi._ D_ie Reinigungsschiitte 'sind in Tabeile 12

- dargestellt.
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Tabelle 11: Spezifische Aktivitaten des Malat-Enzyms in der carboxylierenden und der
decarboxylierenden Richtung in Rohextrakten von C. glutamicum WT nach Wachstum

auf Glucose-iinimalimedium.

Reaktionstyp: spezifische Malat-Enzym Aktivitat
[U/mg Protein]

Rohextrakt angereicherte Fraktion
carboxylierend NADH-abhangig < 0,003 n.b.
NADPH-abhangig < 0,003 < 0,003
decarboxylierend  NAD"-abhéngig < 0,003 < (0,003
NADP -abhangig 0,13 3,1

n.b. = nicht bestimmt

Die mit Malat-Enzym-Aklivitdt angereicherte Fraktion wurde dann ebenfalls auf Malat-
decarboxylierende und Pyruvat-carboxylierende Reaktionen untersucht (Tabelle 41). Es
konnte emeut nur unter Umsatz von NADP” in der decarboxylierenden, d.h. Pyruvat-
bildenden Richtung eine Aktivitdt gemessen werden. Das Malat-Enzym von C.
glutamicum st also strikt NADP".abhéingig und katalysiert in dem verwendeten
Testsystem keine Carboxylierung von Pyruvat zu Malat.

Tabelle 12: Isolierung des Malat-Enzyms aus Rohextrakt von C. glutamicum nach
Wachstum auf Glucose (mit freundlicher Genehmigung von B. Riebel).

Akiivitat Protein spez. Akiivitai Ausbeute Reinigungs-
Reinigungsschritt [U/mi] fmag/mil] [mU/mg Protein] % Faktor
Rohextrakt 17 12,4 137 100 1
Phenylsepharose - 0,9 1,5 588 41 4.3
Octylsepharose 0.4 1.1 370 19 2,7
DEAE 016 11 142 4 i

NADP-Sepharose 0,22 0,07 3143 2 23

.Zur nheren Charakterisierung des Malat-Enzyms aus C. glutamicum wurde die Ab-
- hangigkeit der spezifischen Aktivitat im Rohextrakt von der Malat-Konzentration unter-
-sucht. Der Kos-Wert fir Malat betrug 5,7 mM, der Hill-Koeffizient von 1,5 ergab sich aus
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der entsprechenden Hill-Aufiragung (nicht gezeigt) und Vma lag bei 140 mU/mg Protein.
Damit erwies sich Malat als homotroper, allosterischer Effektor der Malaf-Enzym-Aktivitét.

Es wurde untersucht, wie sich die spezifische Aklivitdt des Malat-Enzyms in C.
glutamicum nach Wachstum auf Acetat-Minimalmedium verhielt. In Rohextrakten vom
Wildtyp, gezlchtet auf Acetat konnte, im Gegensalz zu Glucose-gezlchieten Zellen
keine Malat-Enzym Aktivitdt nachgewiesen werden (< 3 mU/mg Protein).

Die Befunde zeigen, dal das Malat-Enzym von C. glutamicum sowohl azllosterisch,
aufgrund des kooperativen Bindungsverhalten zum Substrat Malat, als auch in Abhéng-
igkeit von der C-Quelie reguliert wird, und dal es kein anaplerotisches Enzym darstellt.

§.4 Die Oxalacetat-Decarboxylase
Die Oxalacetat-Decarboxylase katalysiert die Decarboxylierung von Oxalacetat zu

Pyruvat (Reaktion 4).

(4) Oxalacetat »  Pyruvat + HCOjy

FUr den Nachweis des Enzyms wurden Rohextrakte von C. glutamicum Wildiyp und WT-
PP nach Wachstum auf Glucose verwendet. Es zeigie sich, dal der Wikilyp eine
spezifische Oxalacetat-Decarboxylase Akfivitdt von 0.4 U/mg Protein und die Mutanie
WT-PP von 0,33 U/mg Protein in der Pyruvat-bildenden Reakiionsrichiung aufwies. Eine
Oxalacetat-bildende und damit anaplerotisch akiive Reakiion, konnte mit dem

verwendeten Testsystem nicht nachgewiesen werdan.

85 Die Pyruvat-Carboxylase
Die Pyruvat-Carboxylase katalysiert die Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat unter

Verbrauch von ATP (Scrutton & Young, 1872){(Reaktion 5).

2+
(8) Pyruvat + HCC3 + ATP i———} Oxalacetat + ADP + P

- Fur den Nachweis der Pyruvat-Carboxylase in Rohextrakten von C. glutamicum
wurden zundchst zwei verschiedene Enzymiests verwendet. Der Malat-Dehydrogenase-
gekoppeite Ansatz beruht darauf, daf aus Pyruvat gebildetes Oxalacetat unter
Verbrauch von NADH stdchiometrisch zu Malat umgesetzt wird. Mit diesem Test konnte
eine Pyruvat-abhéngige Aktivitét von 50 mU/mg Protein nachgewiesen werden, die
j_edoch nicht ATP-abhéngig war. Wahrscheinlich handelte es sich bei der gemessenen
: Aktivitét um die Rlckreaktion der corynebakieriellen Lactat-Dehydrogenase, die Pyruvat

' ".ﬂn*:er---verbrauch von NADH zu Lactat umsetzt (Milrad de Forchetti & Cazzulo, 1976).
| Dieser Test eignete sich daner nicht zur Messung der Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat in

- Rohexirakten.
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Der Citrat-Synthase gekoppelte Test berunte auf der Umsetzung des in der Pyruvat-
Carboxylase Reaktion gebildeten Oxalacetats zu Citrat. Es zeigte sich, daft eine Pyruvat-
und Acetyl-CoA-abhingige Aktivitdt von ca. 50 mU/mg Protein gemessen wurde, die
jedoch nicht ATP-, NaHCOs:- und Citrat-Synthase-abhéngig war. Damit war ausge-
schiossen, daf es sich um die Pyruvat-Carboxylase Aktivitdt handelte. Eine mogliche
Erklarung fir die Aktivitat ist die Umsetzung des Pyruvats zu Diacetyl, bei dem ebenfalls
Acetyl-CoA in Coenzym A Uberfiihrt wird (Gottschalk, 1988). Diese Aktivitat wurde bisher
fir C. glutarnicum nicht beschrieben. Als Kontrollen wurden gereinigte Pyruvat-Carboxy-
lase aus Rinderleber (Sigma) sowie Rohextrakt von B. subtilis DB104 verwendet. in
beiden Fallen konnte die Pyruvat-Carboxylase mit spezifischen Aktivitdten von 1100

bzw. 7 mU/mg Protein nachgewiesen werden.

8. Nachweis und Charakterisierung der Pyruvat-Carboxylase in

permeabilisierten Zellen von C. glutamicum

In Rohextrakien von C. glutamicum konnten drei Enzymaktivitaten die Oxalacetat oder
Malat zu PEP oder Pyruvat umsaizen nachgewiesen werden, die keine anaplerotische
Funktion aufwiesen: PEP-Carboxykinase, Malat-Enzym und Oxalacetat-Decarboxylase.
Aufgrund der Wachstumsexperimente mit den PEP-Carboxyiase-
sowie aus den “C-Markierungsexperimenten muflte jedoch eine PEP- oder Pyruvat-
carboxylierende Reaktion gefordert werden. Unter der Annahme, daf die Pyruvat-Carb-
oxylase-Aktivitat in Rehexirakten instabil ist, wurde versucht, die Pyruvat-Carpoxylase in

permeabilisierten Zellen von C. glutamicum nachzuweisen und anschlieBend zu

charakierisieren.

6.1 Entwicklung und Optimierung eines diskontinuierlichen Testsystems
':Zur Bestimmung der Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat in perrneabilisierten Zellen muiien
‘zwei Voraussetzungen erflllt werden. 1. Der Test mullte diskontinuierlich ablaufen, da
di_e verwendeteten Zellsuspensionen eine starke Tribung des Ansatzes verursachien
und damit eine kontinuierliche photometrische Messung nicht méglich war. 2. Oxalacetat
- muite als instabiles Produkt der Pyruvat-Carboxylase-Reaktion sofort zu einem stabilen
-hnd leicht hach_zuweisenden Metaboliten umgeseizt werden. Fisher & Magasanik (1284)
~“haben fir die Pyruvat-Carboxylase aus B. subtilis einen Glutamat-Oxalacetat-Trans-
_aminase .(GOT) gekoppelten Test beschrieben, der darauf beruhte, daR das gebildete
' -’-.Oxalgcetat ‘mit Glutamat als Aminogruppen-Donor zu Aspartat transaminiert wurde.
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Aspartat ist hitzestabil und ber HPLC empfindlich nachzuweisen (Abbildung 13). Es
konnte gezeigt werden, dal mit dem Test quaniitativ und linear bis 200 uM Oxalacetat
zu Aspariat umgesetzt werden kann (s. Material und Methoden). Mit diesem Testsystem
konnten tatséchlich spezifische Pyruvat-Carboxylase-Aktivitéten von 15 bis 50 mU/mg
Trockengewicht (TG) in Cetyltrimethyl-Ammoniumbromid- (CTAB-) behandelten Zellen
von C. glutamicum gemessen werden. Der Test wurde im folgenden optimiert und die

Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat charakterisiert.

Pyruvat + HCO; + ATP i » QOxalacetai + ADP
Glutamat
GOT E
1 a-Ketoglutarat
Aspartat
v
HPLC-Analyse

Abbildung 13: Prinzip des Tests zum Nachweis von Pyruvai-Carboxylase- (PCx-)
Aktivitdt in permeabilisierten Zellen von C. glutamicum mit der Kopplung an die Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase- (GOT-) Reakiion.

Abhingiokeit der Pyruvat-carboxylierenden Reakiion veon der Cetvltrimethyl-
Ammoniumbromid-Honzentration. Da fUr Pyruvat-Carboxylasen aus anderen Organis-
men die hochsie spezifische Aklividt bei Wachstum auf Lactat eder Pyruvat beschrieben
war (Scrution & Tavlor, 1974; Payne & Morris, 1888; Young ef al, 1868), wurden fUr die
Untersuchungen zundchst C. glufamicum Zellen nach Wachstum auf Lactat-
Minimalmedium verwendet. Zur Permeabilisierung der C. glutamicumn Zellen wurde das
kationische Detergenz Cetylirimethvl-Ammoniumbromid (CTAB) verwendet, das sich in
gie Lipiddoppelschicht der Cyioplasma-Membran von Gram-positiven Bakterien einlagert
(Petrocci, 1983). Durch die Zugabe von CTAB zu Zellsuspensionen werden die
Ze_l!membranen daher perforiert (Wblfel ef al., 1985) und damit permeabel fir alle nieder-
molekularen Metabolite. Hochmolekulare Zellbestandteile, wie z.B. Proteine, kénnen die
:Membranbarriere-'nicht passieren.' Permeabilisierte Zellen werden haufig fir in sifu-
Enzymaktivititsbestimmungen verwendet (Wixom ef al, 1971; Bafuelos & Gancedo,

- 1878). Zur Ermitlung der CTAB-Konzentration, bei der die Pyruvat-Carboxyiase optimal

~aktiv ist, wurden Zellsuspensionen von C. giutamicun {ODego = 150) mit 0,2 % bis 0.8 %
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CTAB permeabilisiert und sofort flr die Aktivitdtsbestimmung der Pyruvat-Carboxylase
im diskontinuierlichen Test eingesetzt. Als Kontrolle wurden Zellen ohne CTAB in den
Test eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt. Die spezifische Akfivitdt
ergab in Abhéngigkeit von der CTAB-Konzentration eine Optimumskurve, deren
Maximum bei 0,3 % CTAB lag. Unterhalb von 0,1 % und oberhalb von 0,6 % CTAB
konnte nahezu keine Akiivitdt beobachtet werden. Daher wurden fir alle folgenden
Messungen Zellsuspensionen von C. glutamicum mit einer optischen Dichte von 150
durch 0,3 % CTAB permeabilisiert.

35

30 - - 1
A

spezifische Aklivitdt [ml/mg TG]

0 01 02 03 04 05 086 07 08
% CTAB

Abbiidung 14: Abhéngigkeit der Pyruvat-Carboxylase-Aktivitét in permeabilisierten
Zellen.von . C. glutamicurm von der CTAB-Konzeniration.

~Um zu-untersuchen, ob die gewahite CTAB-Konzentration zur Lyse der Zellen fahrt,
wurden Zellen mit 0,2 %, 0,4 %, 0,6 %, 0,8 % bzw. ohne CTAB inkubiert und unter dem

. Mikroskop bei 1000-facher VergréRerung analysiert. Wie Abbildung 15 zeigt, treten bei
o CTAB-Konzentrationen von 0,2 bis 0,4 %, also in dem Bereich, der fir die Permeabili-
R -sierung der C. glutamicum-Zellen verwendet wurde, keine erkennbaren morphologischen

- Veranderungen auf. -
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Abbilidung 15: Mikroskopische Analyse von C. glufemicum-Zelien nach CTAB-Behand-
lung. (A) Kontrolle ochne CTAB; (B) 0,2 % CTAB; (C) 0,4 % CTAB, (D) 0.8 % CTAE,
{E) 0,8 % CTAR {1000-fache Vergréferung im Phasenkontrast-Mikroskop).

Abhingigksit der Pyruvat-Carboxyiase-Aktlvitit von der Zelimenge, der Reaktions-
zait sowis von Puffer und nH-Warl. Die Abhéngigkeit der Pyruvat-Carboxylase-Akiivitat
von der singesetzten Zelimenge zwischen 0 und 2 mg Trockengewicht pro Testansatz
wurde untersucht (Abbildung 18). Es konnie sine eindeutige lineare Abhingigkeit des
gebildeten Aspartats pro min von der Trockenmasse (TG) gezeigt werden. Die folgenden
Tests wurden mit siner Zelimenge von jewsiis 1 bis 1,2 mg Trockengewicht durchgefihrt.
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- Abbiidung 18: Abhéngigkeit der Aspartat-Bildung des Pyruvat-Carboxylase-Tests von
“der eingeseizien Menge permeabilisierier Zellen.
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Dartiberhinaus wurde die zeitliche Stabilitdt der Aktivitdt untersucht. In einem Bereich
von 1 bis 4 min war die spezifische Aktivitat konstant bei 100 %. Nach 10 min konnte nur
noch 70 % Aktivitat und nach 20 min 40 % Aktivitét erhalten werden. Das zeigt, daf die
Pyruvat-Carboxylase schon in permeabilisierten Zellen relativ schnell inakliviert wurde,
sobald es zu einer Verdinnung kommt. Der Aklivitétsverlust kann allerdings auch durch
eine Produktinhibition verursacht werden. Aus diesem Grund wurden bei den weiteren

Untersuchungen Reaktionszeiten von 1 und 2 min gewahlt.
Zur Ermittiung des optimalen Puffers und pH-Wertes wurden neben 100 mM Tris/HCI

die Puffer MES/NaOH, MOPS/NaOH, HEPES/NaOH (je 100 mM) verwendet Die
pH-Werte wurde der jeweiligen Pufferkapazitdten entsprechend eingestellt, sodal der
pH-Bereich insgesamt zwischen pH 5,0 und pH 9,0 fag. Wie in Abbildung 17 dargestellt,
lag der optimale pH-Bereich der Reaktion zwischen pH 7,0 und pH 7,5 unabhaéngig vom
gewahiten Puffer. Daner wurde fur alle folgenden Messungen 100 mM Tris/HCI pH 7.3

vaerwendet.
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__ . Abbildung 17: Abhaéngigkeit der Pyruvai-Carboxylase-Aktivitdt in permeabilisierten
.Zellen von C. glufamicum vorn pH-Wert. Es wurden folgende Puffer verwendet:
(&) MES; (8) MOPS; (8) HEPES; (€) Tris/HCI.




Ergebnisse 61

Optimierter Pyruvat-Carboxylase Test in Abhéngigkeit von den Testkomponenten,
Der Pyruvat-Carboxylase-Test wurde unter Auslassung einzelner Testkomponenten
durchgeflihrt. Tabelle 15 zeigt, daR flr die Enzymaktivitdt ATP, Pyruvat und MgZ+ strikt
bendtigt wurde. Die Restakiivitdten, die ohne HCO;, ohne Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminase bzw. chne Glutamat gemessen werden konnten, sind wahrscheinlich auf endo-
gene Mengen an HCO; in den Lésungen bzw. auf die Aklivitdt der C. glutamicum
eigenen Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (Jetten ef &/, 1994b) und auf zellinternes
Glutamat (ca. 400 uM nachweisbar (ber HPLC) zurlickzufihren.

Mit allen in diesem Kapitel beschriebenen Experimenten wurde ein Pyruvat-
Carboxylase Testsystem fUr permeabilisierte Zellen von C. glufamicum etabliert und

optimiert. In Tabelle 15 sind die optimierten Testbedingungen zusammengefalt.

Tabsile 15: Abhéngigkeiten der Pyruvat-Carpoxylase in permeabilisierten Zellen von
C. glutamicum von den Testkomponenten und optimierte Zusammenseizung des Test
ansatzes

Tesiansatz Konzantrationen Aktivitat spezifische Aktivitat
i Test % [nmol Asp/min mg TG]

komplett: Tris/HCI, pH 7,3 100 mM

MgCl, 10,0 mhi

Pyridoxalphosphat 0,2 mM

Glutamat 2,0 mM

Pyruvat 10,0 mhd

ATP 4,0 mM

NaHCO; 25.0mM
GOT (aus Schweineherz) & Ufmi 100 450
ohne ATP < 1 <0,4
chne Pyruvai < 1 <04
ohne g™ < 1 <04
ohne HCO;s 17 7,7
ohne GOT 20 9,0

~‘ohne ‘Glutamat 5 2.3

Es wurde auch versucht, die Pyruvat-Carboxylase Aktivitdt mit dem fur permeabilisierte
Zellen optimierten Enzymtest in Rohextrakien von C. glutamicum nachzuweisen. Hierzu
wurden die Zellen nach Wachstum auf Lactat aufgeschiossen und die erhalienen Roh-

éxtra_kte :_i_n_d_en oben beschricbenen Test eingesetzt. Es zeigie sich, dal die gemessene
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Pyruvat-Carboxylase-Aktivitdt von ca. 40 mU/mg Protein nur Uber einsn Zeitraum von 30
sec stabil war. Nach 2 min Reaktionszeit konnte nur noch 10 % der Ausgangsaktivitat
gemessen werden. Da in den photometrischen Tests zur Bestimmung der Pyruvat-
Carboxylase-Aktivitat (5. Kapitel 5.4) die Blindakiivitat ohne Substrat Uber einen Zsitraum
von 1 min verfolgt wurde, war bei der eigentlichen Messung die Aktivitdt schon nicht
mehr zu bestimmen. Vermutlich geht dieser Aktivitatsveriust auf eine groRe Instabilitat

des Proteins im Rohaxtrakt zurlick.

6.2 “C-Markierungsexperimente zur Charakterisierung der Pyruvat-
carboxyiierenden Reaktion in C. giutamicum

Mit "*C-Markierungsexperimenten und anschlieBender NMR-Analyse wurde untersucht,
ob das in dem Pyruvat-Carboxylase-Test gebildete Aspartat Gber eine direkie Carboxy-
lierung der Cs-Position des Pyruvats entsteht. Wenn die Reaktion wie in Abbildung 18
dargestellt verlduft, d.h. wenn zungchst Pyruvat unter Bildung von Oxalacetat carboxy-
liert und anschlieRend das Oxalacetat (ber die Reaktion der Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase zu Aspartat umgesetzt wird, leiten sich die Kohlenstoff-Atome C-1 bis C-3
des Aspartats direkt aus den C-Atomen des Pyruvats ab. Das C-4-Atom des Aspartats

spiegelt dagegen das eingebaute Bicarbonat wider.

Glutamat
TCoOOoH 1COOH 'COOH
i PCx I GOT i
2c=0 —T»——)» Z?xc > 2CHNH,
i !
3/‘\! 1 3fw 1 A 3:’*«-: H
Vs g ?ﬁz O -Ketoglutarat ?ﬁz
HCO, 4COOH 4COOH
Pyruvat Oxalacetat Aspartat

Abbildung 18: Umsetzung von Pyruvat und HCOs durch die Pyruvat-Carboxylase (PCx)
zu Oxalacetat und anschlieRende Transaminierung des Oxalacetat zu Aspartat durch die
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT). Die Wege der Kohlenstoff-Atome sind durch
entsprechende Markierungen dargestellt.

" Es wurden Pyruvat-Carboxylase-Tests mit permeabilisierten Zellen von C. glutamicum

133 = -

' und verschieden markierten Substraten, [2-°CJPyruvat, [3-"C]Pyruvat bzw. H"COs,
' 'durc_hgefahrt,"Das gebildete Aspariat wurde aus den Testansédizen isoliert und das
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Markierungsmuster der C-Atome Uber ‘H-NMR-Analyse bestimmt. Das Ergebnis ist in
Tabelle 16 zusammengefalt. Unter Verwendung von [2-°C]Pyruvat als Substrat konnte
ausschiietlich eine C-Anreicherung im C-2 des Aspartats gemessen werden.
Entsprechend wurde mit [3-"C]Pyruvat nur eine Anreicherung in C-3, und mit H'°COy
nur eine quantitative Anreicherung in C-4 des Aspartats ermitteit. Damit ist der ATP- und
Mg”*-abhangige Carboxylgruppen-Transfer auf die Methylgruppe des Pyruvat eindeutig
als Pyruvat-Carboxylase-Reaktion des Typs EC 6.4.1.1 (PyruvatKohlendioxyd Ligase
(ADP-bildend)) nachgewiesen.

Tabelle 16: Anreicherung an ©°C in den Kohlenstoff-Atomen C-2, C-3 und C-4 von
Aspartat, das durch Umsetzung von verschieden markierten Substraten, [2-°C]Pyruvat,
[3-PCIPyruvat bzw. H™CO;3, im Pyruvat-Carboxylase-Test mit permeabilisierten Zellen
von C. glufamicum gewonnen wurde,

BC-Anreicherung (%) in den Aspartat-

Kohlenstoffatomen®
Testansatz mit C-2 C-3 C-4
HCOs (unmarkiert)  [2-"CiPyruvat (70 %) 70 1,1 1.1
HCOs (unmarkiert)  [3-"CJPyruvat (70 %) 1,1 8 1,1
H™®CO; (99,9 %) Pyruvat {unmarkiert) 1,1 1,1 98

2 Feh!er +1%

6.3 Einflul der Kohlenstoff-Guelle auf die spezifische Pyruvat-
Carboxviase-Aktivitét

Die bisherigen Untersuchungen wurden mit C. glutamicum-Zellen durchgefihrt, die auf
Minimalmedium mit Lactat gezlchtet waren. Im folgenden wurde die Pyruvat-Carboxy-
lase-Akiivitat v;ergteichend nach Wachstum auf Glucose, Lactat und Acetat bestimmt
(Tabeiie 17). Es zeigte sich, daR die Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat in Zellen, die mit
Lactat als C-Quelle gezlichtet wurden mit 45 mU/mg Tg am hdchsten war. Bei Wachs-
tum auf Glucose und Acetat war die spezifische Aklivitat ca. 70 % bzw. 50 % niedriger.

- Neben dem 'Wild_typ von C. glutamicum wurde auch die PEP-Carboxylase-negative
Mutante WT-PP auf ihre Pyruvat-Carboxylase Aklivitét in permeabilisierten Zellen unier-
“sucht. Es zeigte sich, 'dal -die spezifische Pyruvat-Carboxylase-Aktivitdt der Mutante
'-'.n_ach Wacﬁsium auf Lactat und nach Wachstum auf Glucose ungefahr gieich hoch war -
. @ie:- c_lje__des Wildtyps auf den entsprechenden Medien (Tabeiie 17).
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Tabelle 17: Spezifische Aktivitat der Pyruvat-Carboxylase in permeabilisierten Zellen
von C. glutamicum Wildtyp und der PEP-Carboxylase-negativen Mutante WT-PP nach
Wachstum in Minimalmeadium mit Glucose, Lactat und Acetat.

spezifische Aktivitat™
[mU/mg TG]
C-Quelle Wildtyp WT-PP
2 % (v/v) Lactat 46 + 190 41z 9
4 % (w/v) Glucose 16 = 4 13+5
2 % (wlv) Acetat 23+ 4 n.b.

= \Werte aus mindesiens zwei unabhéngigen Messungen; n.b. = nicht bestimmi

6.4 Kinetische Untersuchungen zur Pyruvat-Carboxylase

Zur Charakterisierung der Pyruvat-Carboxyase-Aktivitdt in permeabilisierten Zellen von
C. glutamicum wurden Lactat-geziichtete Zellen verwendet, da hier die spezifische
Aktivitast am hochsten war. Zur Bestimmung der Affinitdt der Pyruvat-Carboxylase-
Aktivitat beziiglich des Substrates Pyruvat wurde eine Kinetk mit Pyruvat-Kenzen-
irationen von O bis 20 mM erstellt. Die Abhangigkeit der spezifischen Akfivitat vom
Substrat Pyruvat entsprach einer Michaelis-Menten-Kinetik (Abbildung 19 A). Der aus
der Lineweaver-Burk Aufiragung (Abbildung 19 B) emmitteite Kn-Wert betrug 1,3 mii
und Ve betrug 55 mU/mg TG. Bei der Bestimmung der kinetischen Parameter der
Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat fur das Substrat ATP konnte ein K.~Wert von 0,2 mivi und
ein VmarWert von 50 mU/mg TG ermittelt werden.

€.5 | Untersuchungen zur Regulation der Pyruvat-Carboxylase
Die meisten Pyruvat-Carboxylasen werden durch Aspartat inhibiert und durch Acetyl-CoA
aktiviert (Attwood, 1995; Cazzulo & Stoppani, 1968). Weiterhin kann die Energieladung,
in Form einer Inaktivierung durch ADP und AMP einen Einflul auf die Akiivitat austiben
(Miller & Atkinson, 1872). Auch a-Ketogiutarat (Modak & Kelly, 1995) wurde als Inhibitor
der Pyruvat-Carboxylase beschrieben. Im folgenden wurden diese Effekioren bezlglich
ihres Einflusses auf die Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat in permeabilisierten Zellen von C.
- glutamicum untersucht. _
|  : '_'_-Da Aspartat .ij_as Endprodukt des verwendeten Pyruvat-Carboxylase-Tests darstellte,
. -_'konnte_'es nur bis 300 UM in die Hemmstudien eingesetzt werden, da dartberhinaus
- keine Unterscheidung zwischen eingesetzter Aspartat-Menge und derim Pyruvat-Carb-
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Abbildung 19: Abhéangigkeit der Pyruvat-Camboxylase vom Substrat Pyruvat (A)
Michaelis-Menten-Darstellung. (B) Linewaever-Burk-Darstellung. ' '

oxylase gebildeten Aspartat-Menge moglich war. Bis zu einer Konzentration von 300 uM
konnte jedoch kein Einflul durch Aspartat auf die spezifische Akiivitét gemessen werden
(Tabells 18). Auch o-Ketogluiarat ist ein Bestandteil des Testsysiems, da es das zweite
Produkt der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase-Hilfsreaktion ist. Die Zugabe von 10 mM
o-Ketoglutarat zu einem Testansatz, bei dem die Reaktion durch Oxalacetat éestarte_t
'wurde, hatte ‘zur Folge, daR keine Glutamat-Oxalacetat-Transaminase-Akfivitat .in
Ricntung Aspaﬁat—Biidung nachzuweisen war. Die Zugabe von 1 mi o-Ketoglutarat re-
duzierie die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase-Aktivitét um 50 %. Dadurch eignete Sich
auch dieser potentielie Inhibitor hi_cht fur - Effektorstudien in dem verwendeten Test-
system. Dagegen konnten AMP, ADP und TP als Inhibitoren der Pyruvat-Carboxylase
‘identifiziert werden. Die aus den entsprechenden Auftragungen “hach  Dixon
(1/spezifische Aktivitét gegen Inhibitor-Konzentration; Abbkildung 20) ermittelten Ki-Werte

- sind in Tabelle 18 zusammengefali. Wahrend [TP einen relativ unphysnoioglschen

)  KeWert von. 15 mM aufwies, lagen die ‘KrWerte von ADP mit 26 mM und AMP mit
' 0 Tb mnn bel p‘wyam.ogtach relev nten Komentratlonen R, :
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0.10

1/spez. Aktivitat

ADP fraM]

Abbildung 20: Bestimmung des K-Werts der Pyruvat-Carboxylase fir den Effektor ADP
aus einer Aufiragung nach Dixon. Der Ki-Wert wird durch den Schnittpunkt mit der
X-Achse bestimmt.

Da Acetyl-CoA bei vielen Pyruvai-Carboxylasen als Aktivator fungiert, wurde der
EinfluR verschiedener Konzentrationen dieses Metaboliten ebenfalls getesiet. Es zesigte
sich, daR die Zugabe von 0,5 mM Acsetyl-CoA eine 80 %ige Hemmung der Pyruvat-
Carboxylase hervorruft. Der K-Wert betrug 110 puM (Tabelle 18). Dieser Befund zeigt,
daf Acetyl-CoA ein Inhibitor der Pyruvat-Carboxyiase ist und liefert eine mdgiiche
Erkldrung dafir, warum die Aktivitst in Rohexirakien mit dem Citrat- -Svnthase
gekoppelten Test, in den Acetyl-CoA-Konzentrationen von 100 bis 200 uM eingesetzt
wurden, nicht gemessen werden konnte. ' | '

Tabelle 18: Emﬂuﬂs verschiedener Metabolite auf die spezifische. Pyruvat-Carboxylase—_
Aktav:tat in peﬁneabmszerten Zellen von C. glutamfcum : :

iv‘ietabaﬁt R © Einflus K-Werte
. Aspartat. | _ _ < 300 uM ohne Einflul
L L 7 - > 300 uM nicht bestimmbar
-a-Ketoglutarat . ' “nicht bestimmbar
. AMP REN Colno it e Hemmung 076mM vl
: ;_'ADP o e B ‘Hemmung - R 26 mM _
TP i B S '_'-Hemmung.': p 15,0 mM SO

~ Acetyl-CoA " 7 Hemmung O 0,11 .mM
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7. Einfiuft von Biotin auf das Wachstum und die Aminosiure-Produktion

von C. glutamicum

Alle bisher beschriebenen Pyruvat-Carboxylasen sind biotinabhangige Proteine, d.h. sie
verfligen Ober ein kovalent gebundenes Biotin-Molekil, das als Cosnzym flr die
Aldivierung des Hydrogencarbonatlons mitiels ATP verantwortlich ist. Der klassische
Nachweis von Biotin-Enzymen erfolgt Uber die Bindung von Avidin, einem Protein, das
gine hohe Affinitdt zu Biotin hat Diese Bindung fuhrt in der Regel zu siner Inaktivierung
des Enzyms (Moss & Lane, 1971). Da Avidin die Membranbarriere permeabilisierter
Zellen nicht passieren kann, konnte im Enzymtest nicht getestet werden, ob die Pyruvat-
Carboxylase-Aktivitdt von C. glutamicum ebenfalls durch Avidin inhibiert wird, und damit
biotinabhéngig ist. Im folgenden wurden Wachstumsexperimente unter Biotin-Limitierung
mii dem Wiidtyp und der PEP-Carbexylase-negativen Mutante WT-PP durchgefihrt, um
zu untersuchen, ob der Verlust der PEP-Carboxylase zu einer verdnderien Bioiin-
Bedlrftigkeit fOhrt. Darliberhinaus wurde getestet, welchen Einflu@ die Biotin-
Konzentration im Medium auf die Produktion der Aminosduren Lysin, Tyrosin und

Giutamat in C. glutamicum hat.

7.1 Vergleichende Wachstumsexperimente mit dem Wildtyp und der PEP-
Carb@xyﬁase—negativen Mutante von C. giutamicum unter Biotin-Limitierung
C. glutamicum ist Biotin-auxotroph, ¢.h. das Nanrmedium mu mit Biolin supplementien
werden. Wenn die PEP-Carboxylase-nagative Mutante WT-PP auf eine biotinabhéngigs
Pyruvai-Carboxylase als anaplerotisches Enzym angewiesen ist, sollte sich unter Biotin-
limitierung ein Unterschied in ihrem Wachstumsverhalten im Vergleich zum Wildtyp
zeigen. Um das zu untersuchen, wurden die C. glufamicurn Stamme WT und WT-PP in
Minimalmedium mit Glucose (4 %; wiv), Lactat (2 %; v/v) bzw. Acetat (2 %; w/iv) una ver-
schiedenen Bictin-Konzentrationen von 0 bis 100 pg/l gezilichtet und das Wachstum
wurde anhand. der optischen Dichte verfolgt (Abbildung 21 A bis F). Bei Wachstum auf
Gi&cese zeigte sich, dal die Mutante WT-PP durch Biotin-Mangel wesentlich stérker
Wachstumslimitiert war als der Wildtyp (Abbildung 21 A, B). Wéhrend aer Wildtyp ohne
Biotin noch ‘ungeféhr bis zur Hélfte der unter Biotin-Uberschul erreichten optischen
Dichie wuchs, zeigte die Mutante WT-PP 6hne Biotin Uberhaupt kein Wachstum mehr.
Das Wachstum der PEP-Carboxylase-negativen Mutante korrelierte jedoch direkt mit der
.. zugegebenen Bictin-Konzentration, d.h. je meir Biotin im Medium war umso besser
_'..wuchs der Stamm. Mit der héchsten Biotin-Konzeniration wuchsen Wildtyp und Mutante
“nzhezu gleich. Bei Wachstum auf Lactat war der Wildtyp stérker biotinbedUrflig als bei
Wachstum auf Glucose. Das zeigte sich darin, daf3 der Wildtyp mit 5 bis 10 pg Biotin/l
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nur ca. zweidrittel der maximalen optischen Dichte erreichte, wéhrend bei Wachstum auf
Glucose unter diesen Bedingungen keine signifikante Wachstumseinschrankung
beobachtet wurde. Die Mutante zeigte eine &hnliche Biotin-Bedlrftigkeit wie bei
Wachstum auf Glucose, d.h. auch hier ist das Wachstum direkt abh&ngig von der Biotin-
Konzentrationn (Abbiidung 21 C, D). Wurden die Stdmme auf Acetat gezlichtet zeigten
Wildtyp und Mutante gleiche, sehr geringe Biotin-Bed(Urftigkeit (Abbildung 21 E, F).

Der Befund, daR der Verlust der PEP-Carboxylase i Stamm WT-PP zu einer
erhéhten Biotin-Bedirftigkeit bei Wachstum auf Glucose fuhrte, legte den Schiull nahe,
dal die Pyruvat-Carboxylase, die hier wahrscheinlich die anaplerotische Funktion
Ubernirmmt, tatsachlich ein biotinabhédngiges Enzym ist. Darliberhinaus deutete das
Wachstumsverhalien des Wildtyps auf Lactat unter Biotin-Limitierung darauf hin, dal die
Pyruvat-Carboxylase auf Lactat stérker bendtigt wird als auf Glucose. Bel Wachstum auf
Acetat scheinen jedoch weder die PEP-Carboxylase noch die Pyruvat-Carboxylase als
anapierotische Seqguenz notwendig zu sein. Dieses Ergebnis paldt zu dem Befund von
Reinscheid ef al. (1994b/c), die zeigen konnten, daR bei Wachstum auf Acetat der
Glyoxylat-Zykius fur die Oxalacetat-Synthese in C. glutamicum essentiell ist.

Um die Bedeutung der Pyruvat-Carboxylase bei Wachstum auf Lactat weiter zu
untersuchen, wurden der Wildiyp und die PEP-Carboxylase negative Mutante WT-PP in
Minimalmedium mit 2 % Lactat und Biotin-Uberschul (200 ug Biotin/l), sowie Biotin-Mangel

(2 ug Bictin/) mit und chne Fumarat—Su:cpEemeﬂEatscn (235 mM) gez{ichiet (Abbildung 22
A, B), Durch die Zugabe von Fumarat als Intermediat des Tricarbonsdure-Zyklus sollte

das Fehlen der anaplerotischen Reaktion aufgehoben werden. Als Kontrolle wurden die
Stamme auf Fumarat in Abwesenheit von Lactat unter Biotin-Uberschull gezichtet. Es
zeigte sich, daR die Stdmme auf Fumarat als einziger C-Quelle nicht wuchsen. Auf
Lactat unter Biotin-Uberschuf wuchsen Wildtyp und Mutante gleich gut mit Wachstums-
raten von ca. 0,19 h™', ohne Biotin jedoch deutlich schlechter. Hier erreichten beide
Stamme nur ca. die Haifte der maximalen optischen Dichte und das Wachstum war mit
Wachstumsraten von 0,12 h! deutlich verlangsamt gegen(iber Biotin-Uberschu®. Wurde
das biotinlimitierte Medium durch Fumnarat supplementiert, wuchsen Wildiyp und Mutante
wieder mit gieicher Wachstumsrate und zu gieichen optischen Dichten in der stationaren
Phase wie unter Biotin-Uberschuf. Das Ergebnis bestérkt die Vermutung, daR die biotin-
abhangige. Wachstumslimitierung auf Lactat auf den Verjust der énaplerotischen
‘Reaktion zurtckzuflhren ist, und daR die biotinabhéngige Pyruvat-Carboxylase in
:C. ‘glutamicum fur die Auffillung des Tricarbonséure-Zykius bef Wachstum auf Lactat

- gine entscheidende Rolle spielt. .
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%bbiieﬁung 2. Wachstum des [ glutamicum Wildtyps auf Minimalmedium mit
- Glucose (A), Lactat (C) oder Acetat (E) im Vergleich zum Wachstum der PEP-

- '_'Carboxyiase-negativen Mutante WT-PP auf Minimalmedium mit Glucose (B), Lactat (D)

oder Acetat (F) unter verschiedenen Bictin-Konzenirationen: 1100 pg Biotin/i "(@);
B0 ug Biotin/l (&); 25 ug Biotin/l (%); 15 Hg Biotin/ (©);.10 ug Biotin/l (¥); 5 ug Biotin/i - . '
(&) und ohne Biotin (&). . x : o
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Abbildung 22: Wachstum des C. glutamicum Wildtyps (A) und der PERP-Carboxylase-
negativen Mutante WT-PP (B) auf Lactat unter Bictinlimitierung mit 35 miM Fumarat (8),
unter Biotinlimitierung ohne Fumarat (4), unter Biotinitberschul? (B) und auf Fumarat als
alleiniger C-Quelie (&).

7.2  Vergleichende Untersushungen zur Froduktion von Glutamat, Lysin

und Tyrosin unter Biotin-Limitlerung

Giutamat-Produktion unier Biolinlimitierung. Da die PEP-Carboxylase-negative
Mutante WT-PP bei Wachstum auf Glucose wesentlich stérker biotinbedlrftig war als der
Wildtyp, wurde untersucht, ob es Unterschiede in der Glutamat-Sekretion der beiden
Stdmme gibt. Daflr wurden sie auf Minimalmedium mit 4 % Glucose, 2 % Lactat oder
2 % Acetat unter Biotin-Mange! (ohne Biotin) und Biotin-Uberschuf (100 pg Biotin/)
gezichtet. Bei Wachstum auf Glucose bzw. Lactat wurde die Glutamat-Produktion
zusdizlich mit 10 pg Biotin/l getestet. Da weder der Wildtyp noch die Mutante bei Wachs-
tum auf Acetat unier den gewahlien Bedingungen wachstumslimitiert waren (s. Kapite!
7.1), wurden die enisprechenden Kulturen mit ¢ und 100 pg Biotin/l nochmal in das
gleiche Medium mit 2 % Acetat und 0 bzw. 100 pg Biotin/i Uberimpft, sodal sie schliel-
lich auch mit der fﬁr die Glutamat—Prociuktion notwendigen Limitaﬁon wuchsen. Nach 30

“bis 40 Stunden Wachstum . wurde-in -allen Kulturen die Gtutamat Menge im: Medlum R

: bestxmmt Das Ergebnls :st in Tabeile 18 zusammengefalst
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Tabelle 19: Glutamat-Produktion der Stdmme WT und WT-PP nach Wachsium auf
verschiedenen Kohlenstoffquellen und verschiedenen Biotin-Konzentrationen

C-Quelle Stamm  Biotin [ug/l] optische Dichte [ODego} Glutamat eqem [MM]

Glucose WT 0] 275 455
10 543 08

100 486 0,1

WT-PP 0 2.8 0.1

10 12,5 0,2

100 54,9 0,1
Acetat WT 0 8,5 19,3
400 17,7 < {1
WT-PP G 93 24 5

100 16,3 0,3
Lactat WT 0 50 < 0,1
10 12,5 < 0,1
100 15,3 < 0,1
WT-PP 0 34 < 0,1
10 8,7 < 0,1
100 145 <01

[ )

Es zeigte sich, dal die Mutante WT-PP bei Wachstum auf Glucose unabhéngig von
der Biotin-Konzeniration kein Glutamat sezernierte, wahrend der Wildtyp unter Biotin-
Limitierung ca. 45 mM Glutamat ins Medium ausschied. Bei Wachstum auf Acetat
sezemierten Wildtyp und Mutante mit ca. 20 mM dagegen gleich viel Glutamat ins
Medium. Bei Wachstum auf Lactat schieden jedoch weder die Mutante noch der Wildtyp
Glutamat in den Kulturiiberstand aus. Diese Ergebnisse kdénnten darauf hindauten, dal
die PEP-Carboxyiase fur die Glutamat-Produktion unter Biotin-Mange! bendtigt wird, da
die biotinabhéngige Pyruvat-Carboxyiase nicht akiiv ist.

im foigenden wurden die =zellinternen Glutamat-Konzentrationen in der PEP-
Carboxylase-negativen. Mutante WT-PP und im_'_Wild_typ unter Biotin-Limitierung bei
‘Wachstum auf Glucose bestimmt. Als Kontrbl!e wurde die PEP-Carboxylase- / Isocitrat-
~ Lyase-negative Doppelmutante WT-PPW und die isocitrat-Lyase-negative Mutante

- "ASK1 verwendet. --'D_ie Stamme wurden auf Glucose-Minimalmedium mit 10 ug. Biotiryl

_gezlichtet und die interne Glutamat-Konzentration im Verlauf des Wachstums bestimmt. - -
Das Ergebnis ist in Abbildung 23 dargestellt. S
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Abbildung 23: Vergleich des Wachstums (A) und der internen Glutamat-
Konzentrationen (B) des C. glufamicum Wildtyps (8/0), der PEP-Carboxylase negativen
Mutante WT-PP (8/0), der PEP-Carboxylase- / Isocitrat-Lyase-negative Doppelmutante
WT-PPW (¥/V) und der Isocitrat-Lyase-negativen Mutante ASK1 (€/0) auf Glucose-

Minimalmedium unter Biotin-Limitierung (10 ug Biotin/i).

.. Die PEP-Carboxylase-negative Mutante WT-PP und die PEP-Carboxylase- / isocitrat—
Lyase-negative Doppelmutante WT-PPW wuchsen deutlich schlechter als der Wildtyp
und _die_ Isocitrai-Lyase-negative Mutante ASK1. Der alleinige Verlust der Isocitrat-lyase
in der. 'Mutante ASK1 fuhrie 2u_ ‘keinem gesteigerten Bedarf an Biotin. Die -fnaximaie
inteme Glutamat-Konzentration war in allen Stammen mit 200 bis 250 mi nahezu gleich
‘hoch. Im Wildtyp und der Mutante ASK‘I War dieser Wert in der Mitte des exponéntiel!en
"Wachstums “emeicht und die Konzentraion sank am Ende des “exponentielien - '
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Wachstums auf ca. 100 mi ab. In den Mutanten mit fehlender PEP-Carboxylase fiel der
Glutamat-Spiegel deutiich frither ab und sank in beiden Stdmmen auf einen fast 50 %
niedrigeren Wert als im Wildtyp und in der Mutante mit fehlender Isocitrat-Lyase. Da die
Wachstumsiimitierung der Mutanten WT-FP und WT-PPW wahrscheinlich auf die, durch
Biotin-Mangel reduzierte Pyruvat-Carboxylase-Aktivitdt zurlckzuflhren ist, kann aus
diesen Experimenten geschlossen werden, daft die Pyruvat-Carboxylase als anaplero-
tisches Enzym bei Verlust der PEP-Carboxylase am Aufbau des intrazelluldren

Glutamat-Pools beteiligt ist.

Lysin- bzw. Tyrosin-Produktion unter Biotinlimitierung. Nachdem gezeigt wurde, daf
bictinlimitiertes Wachstum in der PEP-Carboxylase-negativen Mutante zu einer
Verminderung der Glutamat-Produktion fiinrte, wurde untersucht, ob sich auch ein
Einflu von Biotin auf die Lysin- und Tyrosin-Produktion zeigen leB. Wahrend Lysin &in
indirekies Produkt der anapierctischen Reakiion ist, stellt die Bildung von aromatischen
Aminosduren eine Konkurrenz-Reakiion zur Anaplerotik ausgehend von PEP oder
Pyruvat dar, da das SchiUsselenzym der Biosynthese aromatischer Aminosduren, die 3-
Desoxy-a-Arabinoheptonat-7-Phosphat-Synthase, neben Erythrose-4-Phosphat auch
PEP als Subsirat hat (vergl. Abbildung 1). Der Lysin-Produktionsstamm #HZ0-22B und
der Tyrosin-Produktionsstamm ATCC 21573, die beide PEP-Carboxylase-Akiivitdt auf-
wiesen, wurden daher in Bezug auf ihre Fahigkeit unter Biotin-Limitierung Lysin bzw.
Tyrosin zu produzieren uniersucht. Die Stdmme wurden in Minimalmedium mit Glucose
unter Bictin-Mange! und Biotin-Uberschul geziichtet und die ausgeschiedenen Lysin-
bzw. Tyrosin-Konzentrationen in der stationdren Wachstumsphase bestimmt. Im Fall des
Stammes MH20-22B wurden zuséizlich die internen Lysin-Konzentrationen ermitieit
(Tabelie 20). Sowohl extern als auch intern bildete der Stamm MH20-22B unter Biotin-
Mangel 60 bis 80 % weniger Lysin als unter Biotin-UberschuR, obwohl das Wachstumn
nicht signifikant beeintréchtigt war (Tabeile 20) und unter diesen Bedingungen kein
Glutamat produziert wurde. Der Stamm ATCC 21573 verhielt sich bezliglich seiner
Tyrosin-Produktion genau umgekehrt. Unter Biotin-Mangel produzierte er fast viermal
mehr Tyrosin als unter Biotin-Uberschufl {Tabelle 20). Unter der Annahme, daR der
Biotin-Mangel zu einer Reduktion der Pyruvat-Carboxylase-Akiivitét in den Zeillen fiiirte,
legt das Ergebnis den SchiuR nahe, daR die Pyruvat-Carboxylase tatséchlich einen
starken EinfluR auf die Produktion von Aminoséuren in C. glufamicum hat, d.h. einerseits
fihrt die Verminderung der Pyruvat-Carboxylase-Aktivitat zu einer verminderten Lysin-
Biosynthese und andererseits steht nun trotz Vorhandensein der PEP-Carboxylase
' "ge_n&gend PEP {ur eine erhdhte Tyrosin-Produkiion zur Verfigung.
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Tabelle 20: Extrazeliuldre und intrazelluldre Aminoséure-Konzenirationen der
Produktionsstamme MH20-22B und ATCC 21573 nach Wachstum auf Glucose unter
Biotin-Limitierung und Biotin-Uberschuf.

Stamm Glc  Biotin optische Dichte Lysin Tyrosin
% Iug/l] [ODscol [mid] [mM]
intern extern extern
MH20-22B 10 200 38 80 100 n.b.
1 30 15 40 n.b.
ATCC 21573 4 200 33 n.b. n.b. 1.8
2 29 n.b. n.b. 8,0

n.b. = nicht bestimmt

8. Nachweis und Identifizierung von biotinhaltigen Proteinen in

C. glutamicum

8.1 NMNachweis biotinhaltiger Proteine in Rohextrakten
Die bisherigen Experimente iegten den Schiul nahe, dail
biotinabhangige Pyruvai-Carboxylase gibt. Deshalb wurde untersucht ob in Roh-
extrakien von C. glutamicum Pyruvat-Carboxylase als Protein mit kovalent gebundenem
Biotin als Coenzym nachweisbar ist. Die biotinhaltigen Proteine aus Rohexirakien vom
Wildiyp und der PEP-Carboxylase-negativen Mutante WT-PP wurden nach SDS-Poly-
acrvlamidgelektrophorese und Immobilisierung auf einer Membran durch die Bindung
ven Streptavidin gekoppelt an alkalische-Phosphatase spezifisch detektiert. Wie in
Abbildung 24 dargestellt, konnten sowohl im Wildtyp als auch in der PEP-Carboxylase-
negativen Mutanten zwei Proteine mit Groken von ca. 70 kDa und ca. 120 bis 130 kDa
'hach_gewiesen werden, die spezifisch mit Streptavidin interagieren.

;C."g.’ufamicum verfiigt also {iber zwei biotinhaltige Proteine, die entsprechend ihrer
Grofe ;570 und pi25 genannt wurden. Im relativen Vergleich der Bandenintensitaten

erschien mehr p70 ais p125 im Rohextrakt vorhanden zu sein.
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Abbildung 24: Westemn-Blot Analyse zum Nachweis von bictinhaltigen Proteinen in
Rohextrakien von C. glutamicum WT (Spur 1) und WT-PP (Spur 2) durch Detektion mit
Sireptawdm aikaiasche Phosphatase-Konjugat. e oo

S 2 %-’aﬁaeéie Ami’esﬁegéﬁg und Aﬁsac;s.e?z@m% dger bmﬁsﬁhagtmen Pmi&ma L
7 pro a.;mé pi2s B

D:e bemen bsciznhai‘ugen Proteine | p?O und p125 wurden paﬁteli gere:nzgt und
_ansec;uenaert, um di_e N-{erminale Amancsauresequenz zu ermitteln, Far die spezifische
Aufreinigung wurden Avidin-Affinitéischromatographien durchge_ﬁ}hrt._ Rohexir_a_k_t von auf
Lactat gezﬁchteien Zelten von C. glutamicum Wiidtyp (ca. 20 mg Protein) wurde mit an
ein Trégermaterial immobilisiertem monomerem Avidin inkubiert und die biotinhaltigen
Proteine anschliefend eluiert. Ein Auquct des Eluats wurde fUr ezne Westermn- B]oi-

o A_nalyse_ yemendet (besiét&_ng 25). -
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Eoisiasiate

Abbilldung 25: Westemn-Blot-Analyse biotinhaltiger Proleine nach Avidin-Affinitats-

chromatographie. Rohexirakt (Spur 1), Aliguot der Protein-Frakiion nach Chromatogra-
phis (Spur 2).

Es zeigte sich, dall beide biotinhalligen Proteine in der eluierten Fraktion mit geringer
Ausbeute vorhanden waren. Die N-terminalen Aminosauren der Proteine wurden Gber

dman-Abbau bestimmt (Edman & Begg, 1887). Die Menge an p125 reichie fir die
Sequenzierung nicht aus, jedoch HeRen sich von p70 die ersten flinfzehn Aminosduren
ermittein. Das Ergebnis ist in Abbiidung 26 A dargestelll, Ein Vergleich mit der Protein-
Datenbank (SWISSPIR) ergab, dafl diese Seguenz 81 % dhnliche Aminosduren zum N-
Terminus des Biotin-Carboxyl-Carrier-Proteins, d.h. der bictinvlierien Untersinheit einar
Acyl-CoA-Carboxylase aus Mycobacterium leprae aufwiss (Abbildung 28 B), die im
SDS-PAGE wie p70 ca. 65 bis 70 kDa grok ist {(Norman ef &/, 1 994). DarGberhinaus
zeigte die Seguenz 78 % ahnliche Aminosduren zum N-Terminus der F’yruva‘t-Carboxy-
lase aus Maus (hi‘sbikﬁ&ﬁg 26 C). Dieses Protein ist mit 130 kDa im denawner‘an
Zustand jedoch wesentlich grofier {Zhang et al., 1993) Aufgrund der Sequenzahni;chkeﬁ
‘und der tbereinstimmenden Proteingrdfen lag der Schiult nahe, dalb es sich bei p70 um
die biotinylierte Untereinheit der Acyl-CoA-Carboxylase von C. glutamicum handelt. _
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(A)

(B) GEIAVRVI
(C) GEIAVRVI
(D) GEIALRIL

(E) GEIAIRAF
(F) MSSSKKLAGLRDNFCLLGEK GEIPIRIF...

(G)MLKFQTVRGGLRLLGVRRSSSAPVASPNVRRLE YKE RGEIAIRVE.

Abblidung 26: N-terminale Seqguenz des bictinhaltigen Proteins p70 (A) im Vergleich zu
den N-Termini anderer biotinhaltigen Proteine: (B) biotinylierte Untereinheit der Acyl-
CoA-Carboxylase aus M. leprae; (C) biotinylierte Untereinheit der Acyl-CoA-Carboxylase
aus M. tuberculosis; (D) Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein aus E. coli; (E) Pyruvat-
Carboxylase aus M. fuberculosis; (F) Pyruval-Carboxylase 2 aus Saccharomyvces
cerevisiae; (G) Pyruvat-Carboxylase aus Maus.

Im felgenden wurde 0125 aus Rohextrakten mit einem Gesamtproteingehalt von 80 mg
zundchst Uber praparative SDS-PAGE von p70 getrennt. Die Proteine die grofier als
100 kDa waren, wurden aus dem CGel isoliert und Obsr Avidin-Affinitdtschromatographie
weiterbehandelt (s. Material und Methoden). Die Haifte des erhaltenen Eluats wurde Uber
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Durch Anfarbung mit
Amidoschwarz el sich sine Proteinbande bei 120 bis 130 kDa nachweisen. Allerdings
zeigte sich, daR p125 im Gegensatz zu p70 nur mit sehr geringer Effizienz Uber Avidin-
Affinitétschromatographie aufzureinigen war. Trotzdem wurde mit insgesamt drei
verschiedenen Ansétzen versucht, den N-Terminus des Proteins anzuseguenzieren. Die
Seqguenzierung war nur mit einer Probe méglich und ergab zehn N-terminale Amino-
s@uren: - TE S KNLFNAE - Das Ergebnis ist jedoch aufgrund der geringen
Ausbeute und der ineffektiven Sequenzierung vorsichiig zu interpretieren. Dariberhinaus
ergab ein Sequenzvergleich des Peptids mit bekannien biotinhaltigen Proteinen keine
 signifikante Ahnlichkeit zu anderen biotinhaltigen Proteinen.

7 8.3 Vergleichende Unfersuchungen zum Auftreten von p128
Es wurde weiterhin der Frage nachgegangen, ob die beobachtete Wachstums-
_iimitierung bei geringen Biotin-Konzentrationen (vergl. Kapitel 7.1) mit einer Abnahr‘ie

| :'._"elnes der beiden. biotlnhaitlgen Proteine in den Zellen einhergeht. Das Expenment solite

_'Hlnwe[se darauf geben, weiches der beiden biot inhaltigen Proteine fur die mit der -
o '_3 :_anapleroilsc_:hen: Fun}g‘txon_yerknupﬁg, bz_otmabhéngige_ Wachstumslimitierung verantwort- _'
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fich sein kénnie, und damit der Pyruvai-Carboxylase von C. glufamicurm zuzuordnen ist.
Hierzu wurde der C. glufamicum-Wildlyp auf Minimalmedium mit Glucose, Lactat oder
Acetat unter Biotin-Mange! {5 ug Biotin) und unter Biotin-Uberschul {100 ug Biotin/)
geziichiet. in der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Zellen geemntet und
Rohextrakie hergestelit. Nach GroRenfraklionierung der Proteine ber SDS-PAGE, und
anschiieBender immobilisierung auf einer PVDF-Membran wurden die bictinabhingigen

tttttt

C-Quelis:  Glucose Acelat {actat
Biotin [ug/il: 100 5 100 & 100 5
Wachstum:  +  + S +  H-

piZs —»

B70 —»

Abbildung 27, Westem-Blot-Analyse zum Nachwels von biotinhaltigen Profeinen in
Rohextrakien von C. glutamicum nach Wachsitum auf Glucose, Acetat oder Lactat unter
E_ioiin-_ﬁber_schufs {100 ug Biotiryl) und Biolin-Mange! (5 ug Biotin/l).

Es zeigte sich, dal unter allen Wachstumsbedingungen p70 mit nahezu konstanter
Menge vorhanden war, wahrend das Aufireten von p125 stark von der Biotin-Konzen-
tration im Medium abhing. Bei Wachstum auf Glucose oder Acetat mit 5 ug Biotin/l war
_ kein p125 nachzuweisen, wohingegen auf Lactat trotz vermindertem Wachstum p125
_ _ﬁ_r_:och_ vorhanden war. Aus diesem Experiment wurde der Schiuft gezogen, dal das Biotin
énthaliende_ Protein p125 fir die in der anapierotischen Funkiion begrindeten biotin-

R m_':::abhéagigen Wachstumslimitierung der PEP-Carboxylase-negativen Mutante auf Glucose

_ ..'.uﬂ_d Lactat und des. Wildiyps auf Lactat verantworllich ist. Damit sieiif p125 wahr-
o écheiniich ‘die Pyruvat-Carboxylase von C. glufamicum dar. Passend dazu, daB die
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spezifische Aktivitat der Pyruvat-Carboxylase bei Wachstum auf Lactat hoher war als bei
Wachstum auf Glucose oder Acetat, scheint dartiberhinaus mehr Pyruvat-Carboxylase-
Protein bei Wachstum auf Lactat als bei Wachstum auf den anderen C-Quellen gebildet

zU werden.

Nachdem gezeigt werden konnte, dak eine Korrelation zwischen der biotinabh&ngigen
Wachstumslimitierung und der Abnahme des biotinhaltigen Proteins p125 bestand,
wurde untersucht, ob die spezifische Pyruvat-Carboxylase Aktivitdt ebenfalls mit dem
Auftreten von p125 korreliert. Der Wildtyp von C. glutamicum wurde in Minimaimeaium
mit Lactat oder Glucose als C-Queile, sowie Biotin-Uberschull (200 pg Biotin/l) und
Biotin-Mangel (2 ug Biotin/l) geziichiet. Einerseits wurde im Veriauf des Wachsiums die
spezifische Pyruvat-Carboxylase-Akiivitdt und andererseits zu vier verschiedenen
Zeitpunkien die reiative Menge von p125 durch Western-Blot Analyse bestimmt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 28 dargestelit. Erwartungsgemall war das Wachstum auf
Lactat (Abbildung 28 A) unter Biotin-Mangel deutlich schlechier als auf biotinlimitiertern
Glucose-Medium (Abbildung 28 B). Auf beiden C-Quellen zeigte sich, dal immer dann,
wenn Biotin im Uberschuf angeboten wurde, sowohi Pyruvat-Carboxylase-Aktivitét als
auch das Protein p125 nachgewiesen werden konnte. Unter Biotin-Mange! war die
spezifische Pyruvat-Carboxylase-Aktivitdt auf Lactat und auf Glucose drastisch reduziert
und p125 war kaum noch nachzuweisen, Ein ahnliches Ergebnis konnte auch bei

Wachistum auf Acetat erhalten werden {(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 28: Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der Pyruvat-Carboxylase und

Quantifizierung von p125 in C. glutamicum, im Verlauf des Wachstum unter Biotin-
Uberschuft (200 pg/l; /@) und Biotin-Mangel (2 ug/; 0/O) auf Lactat (A1 und AZ) und
auf Glucose (B1 und B2). Die Proben filr die Enzym-Bestimmung und die Western-Blot-
Analyse wurden zu den in A1 und B1 angegebenen vier Zeitpunkien im Wachstum

_'-'._entmmmen. M = Molekulargewichisstandard.
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8. lIsolierung und Charakierisierung siner Pyruvat-Carboxylase-negativen

Mutante von C. glutamicum

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, da® C. glufamicum Uber eine Pyruvat-Carboxylase
verfigt. Wenn das Enzym fir das Wachstum auf Lactat tatsachlich benétigt wird, sollie
gine Pyruvat-Carboxyiase-negative Mutante nicht mehr auf dieser C-Queile wachsen.
Dagegen diarfte das Wachstum einer solchen Mutante auf Glucose oder Acetat als
C-Quellen nicht beeintrachtigt sein. Allerdings kénnte dieser Phéanotyp nicht nur durch
das Ausschalten der Pyruvat-Carboxylase, sondern auch durch einen Verlust der Lactat-
Dehydrogenase hervorgerufen werden. Um auszuschlieBen, daf solche Mutanten
isoliert werden, wurde zundchst das Wachstum von C. glufarnicum auf Pyruvat als
C-Quelle unter Biotinlimitierung untersucht. Da Lactat Uber Pyruvat in den Stoffwechsel
eingeschleust wird, war zu erwarten, daB die Pyruvat-Carboxylase auch fir das
Wachstum auf Pyruvat bendtigt wird. Es zeigte sich, dal’ die getesteten Stadmme Wiidtyp
und R127 genau wie auf Lactat unter Biotin-Mangel deutlich schlechter wuchsen als
unter Biotin-Uberschul (Daten nicht gezeigt). Daher wurde bei der Suche nach einer
Pyruvat-Carboxylase-negativen Mutante von C. glufamicum auf den Phanotyp
Wachstum bzw. Nicht-Wachstum auf Pyruvat selektioniert.

Als Ausgangssiamm fir die Isolierung einer Pyruvat-Carboxylase-negativen Mutante
wurde der restriktionsnegative C. glutamicum Stamm R127 (Liebl & Schein, 1980) ver-
wendet. Ausgehend von einer mit N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin (NNG) mutagen-
isierten Kultur (Vrjic et al, 1995) wurden 40000 Kolonien (iber Replikaplattierung v
Volimedium auf Minimaimedium mit Pyruvat als C-Quelle Ubertragen. Es konnten zu-
nédchnst 1100 Kolonien erhalten werden, die nicht auf Pyruvat-Medium wuchsen. Daven
zeigten 15 Kolonien Wachstum auf Glucose oder Aceial, jedoch kein Wachstum auf
Lactat bzw. Pyruvat Diese 15 Stdmme, wurden auf ihre Pyruvat-Carboxylase-Aklivitat
untersucht. 13 Mutanten zeigten 50 bis 100 % Pyruvat-Carboxylase Akiivitdt im Vergieich
zum Ausgangsstamm R127. Es handelt sich méglicherweise um Mutanten mit einem
Defekt im Pyruvat/Lactat-Aufnahmesystem, Uber das in C. gluiamicum nichts bekannt ist.
Es konnten zwei Mutanten isoliert werden, die keing bzw. um 80 % reduzierte Pyruvat-
Carboxylase-Aktivitdt im Vergleich zum Ausgangsstamme R127 zeigten (Tabelie 21).
Diese Mutanten, SP733 (< 1 mU/mg Protein) und SP078 (2 mU/mg Protein), wurden
néher charakierisiert. Die spezifischen Aktivitdten anderer am PEP- bzw. Pyruvat-Ver-
zweigungspunkt beteiligter Enzyme, der PEP-Carboxylase, der PEP-Carboxykinase und
- der Pyruvat—Kmase unterschieden sich nicht signifikant von der des Ausgangsstammes
- .R‘127 (Tabelle 21) Damit war gezeigt, da® der Phénotyp der Mutanten nicht auf einen .-

'-Defekt in. diesen Reaktionen zurlckzufihren ist
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Tabelle 21: Spezifische Aktivitdten der Pyruvat-Carboxylase (PCx), PEP-Carboxylase
(PEPCx), PEP-Carboxykinase (PEPCK) und Pyruvat-Kinase (PK) in den St&mmen C.
glutarnicum R127, SP733 und SP078 nach Wachstum auf Glucose-Minimalmedium

spezifische Aktivitdt [mU/mg Proteinj

Stamm PCx PEPCx PEPCk PK

R1427 20 211 185 402
SP733 <1 258 159 318
SP0O78 2 262 228 556

Zur weiteren Uberpriifung des Phénotyps der Mutanten SP733 und SP078 wurden

diese im Vergleich zum R127 in Flissigmedium mit verschiedenen C-Quellen untersucht.
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Es zeigite sich, daR die Mutanten sowohi auf Glucose als au
Ausgangsstamm wuchsen. Auf Pyruvat oder auf Lactat als C-Quelle konnten beide
Mutanten wie erwartet nicht wachsen (Abbiidung 29 A). £s war jedoch moglich, die
Wachstumslimitierung auf Lactat durch Supplementation von 35 miM Fumarat nahezu
aufzuheben. Die Mutanten wuchsen in Anwesenheit von Fumarat auf Lactat wieder

el
au

genasuso schnell wie der Ausgangsstamm R127, erzielten jedoch nicht die gleiche
optische Dichte in der stationdren Wachstumsphase (Abbildung 28 B). Das deutet

daraufhin, daf der becbachiete Phinotyp tatsdchiich auf sine mangelnde anaplerotische
Reaktion, und damit auf einen Defekt in der Pyruvat-Carboxylase zurlickzufihren ist.
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--Abbiidung 28:  Wachstum der C. glutamicum-Stdmme R127 (&), SP733 (&) und
8P078 (V) auf Lactat-Minimalmedium allein (A) und bei Supplementation mit 35 mivi

o Fumarat (8).
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Es konnten somit zwel Pyruvat-Carboxylase negative Mutanten des C. glutamicum
Stammes R127 isoliert werden, die nicht In der Lage waren auf Laciat oder Pyruvat alg
einziger C-Quelle zu wachsen, deren Wachstum aber durch die Supplementation von
Fumarat wieder hergesieilt werden konnte, Damit wurde der Befund bestdligt, dalk die
Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum eine wichiige Bedeulung als anaplerotische
Raegzktion bei Wachsium auf Lactat hat.

Es wurde eine Wastern-Biot-Analyse mit Rohextrakien der Pyruvat-Carboxylase-
negativen Mutanten SP733 und SP078 sowle des Ausgangsstamms R127 mit Detektion
der bictinhaltigen Proteine p125 und p70 durchgefihnt. Die Mutante SP733, die Gber
keine nachweisbare Pyruvat-Carboxyiase-Aklivitdt verfligte, wies eine deutlich geringere
Menge an p125 auf, als die beiden anderen Stémme (Abbildung 30). Der Gehalt an p70
war in allen Falie vergieichbar, Das Ergsbnis deutet darauthin, daf der vollstindige
Funklionsveriust der Pyruvat-Carboxylase in der Mutante SP733 zu einem verstérkien

Abbau des Proteins fUhrl. Darlberhinaus kann p125 nun istsdichiich der Pyruval
Carboxylase zugeordnet werder.
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Abbildung 30; Weasismn-Blot Analyse zum Nachweis von biotinvliertien Protsinen in
Rohexiraken von C. glufamicumn R127 (Spur 1), SP733 (Spur 2) und SPO78 (Bpur 3}

durch Detektion mit Streptavidin-alkalische ?hcsghai@s@ﬁamugaﬁ.

%0, isollerung des Gens iy die Pyruvat-Carboxyiase aus ©. glufamicum

Ausgehend von sinem DNA-Fragment aus C. glutamicum, das hohe Sequenzéhnlichkeit
zu . bekannten Pyruvat-Carboxylasen aufwies (s. Material und Methoden), wurden
 folgende homoioge Oligonukisotide hergestelit | o

Copyet 8§ - CGTCTTCATCGAAATGRAAC - &
pyece 3 - ACGGTGGTGATCCGEGCACT - 3




84 Ergebnisse

Diese Oligonukieotide wurden als PCR-Primer zur Isolierung einer Sonde fir das Gen
der Pyruvat-Carboxylase {pyc) aus C. glufamicum verwendet, Die Primer wurden in eine
PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA von €. giufamicum und Digoxigenin-markierten
Nukleotiden eingesetzt. Mit diesem Ansatz konnte ein Digoxigenin-markiertes Fragment
amplifiziert werden, das der erwarieten Gréfde von ca. 200 bp enisprach. Die so herge-
stelie pyc-Sonde wurde dann eingesetzi, um Gber Southemn-Biot-Hybridisierung ein
DNA-Fragment in der chromosomalen DNA von C. glutamicurn zu identifizieren, auf dem
das pyc-Gen lokalisiert ist. Hierzu wurde chromosomale DNA von L. ghufamicum WT mit
den Restriktionsenzymen Hindiil, Sphi, Safi, Dral, FeoRl und Bamiil geschnitien, die
ernaltenen DNA-Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf einer Nylon-
Membran immobilisiert. AnschiieBend wurde die chromosomale DNA gagen die pve-
Sonde hybridisiert. In Abbildung 31 ist das Ergebnis der Southem-Bioct-Analyse
dargestellt, Es konnten folgende hybridisierende Fragmente nachgewiesen werden: ain
17 kb Hindlil-Fragment (Spur 1), ein 11 kb Sphal-Fragment (Spur 8), ein 7 kb Safl-
Fragment (Spur 4), ein 5 kb Dral-Fragment (Spur 5), ein 1,4 kb EcoRl-Fragment (Spur 3)
und ein 1,0 kb BamHi-Fragment (Spur 2). In allen Fallen handelte es sich um einzelne

distinkie Bandean.

1 23 456

Tkb & e “— 1Zkb
o -+ < 10kb
— 8kb
7kb - it e  6kb
5kb - e <+ 5k
g 4 kb
<= 3kb
< 2kb

1.4kb = T
1,0kb -5 - < G kb
o 05kb

- - Abbildung 31:  Southern-Biot Analyse von chromosomaler DNA aus C. glufamicum
‘Wildtyp nach Restriktion mit Hindlil (Spur 1), BamHi (Spur2), £coRl (Spur 3),

_ _' Saft {Spur 4), Dral (Spur 5) und Sphl (Spur 8) geschnitten. Die Hybridisierung erfoigte
- bei 80°C mit einer Digoxigenin-markierien Sonde eines Uber PCR aus C. glufarmicum

" ‘isolierien pyo-Fragmeniss.
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Das 17 kb Hindill-Fragment wurde isoliert und subkloniert, Dazu wurde eine Cosmid-
Genbark aus chromosomaler DNA von C. glufarnicum im Cosmid pHCT79 verwendet, die
das Genom von C. glufamicum zu 99 % représentiert (Bbrmann ef al, 1992). Der £. col-
Stamm DHBe wurde mit dieser Genbank transformiert und anschiiefend wurden die
erhaltensn Transformanden Uber Kolonie-Hybridisisrung weiter analysiert. Als Sonde fiir
die Hybridisierung wurde wisder die pye-Sonde verwendet. Es wurden 3 Transformanten
identifiziert, die gegen die pyc-Sonde hybridisierten. Aus diesen Transformanten wurds
die Cosmid-DNA isoliert und anschiieBend Gber Restriktion und Southermn-Biot Analyse
auf das Vorhandensein des Hindil-Fragmenis getestet. Das Cosmid pHC78-10, das ein
40 Kb Insert enthielt, trug das 17 kb Hindii-Fragment volisténdig (Abbildung 32) und
wurde weiter analysiert. Es zeigte sich, deff auch nach Resbiktion mit den
Endonukleasen Safl und EccRl die gleichen hybridisierenden Fragmente wie in der
chromosomalen DNA, d.h. ein 7 kb Safi- und ein 1,4 kb EcoRi-Fragment erhalien wurgen

{&bbildung 32).

ﬁ%@iééaﬁgs& - Southern-Biot-Analyse von chromosomaler DNA aus C. glufamicum

S (Spur 1.3 5?_‘3‘ 25} im Vergleich zum Cosmid pHC79-10 (Spur 2,4 und 8) nach Restriktion

it Hindill (Spwr 1 und 2), Saft (Spur 3 und 4) und EcoR!l (Spur 5 und 6). Die
© - Hybridisierung erfolgte bei 80°C mit siner Digoxigenin-markierten Sonde eines (ber PCR
aus C. giutamicum isclierten pyc-Fragmentss.
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Das 17 kb Hinglll-Fragment wurde aus dem Cosmid isoliert und in den E. cofi-Vekior
pUC18 ligiert. In weiteren Subklonierungsschritten wurde aus dem resuliierenden Vekior
pUC-CP17 das 1,4 kb EcoRI-Fragment isoliert, in den Vektor pUC18 kloniert und
anschlieRend nach Sanger ef al. (1977) sequenziert. Es wurde eine Nukleotid-Sequenz
von 1353 bp erhalten, die ein durchgehendes offenes Leseraster zeigte. Die daven
abgeleitete Proteinsequenz ergab 451 Aminosauren (Abbildung 33).

10 20 30 40 50 60

1 GAATTCTTGGTCGATGAANMAGGGCAACCACGTCTTCATCCAAATGARCCCACGTATCCAG
E F L VvV b E K G N HV F I EMUN P R I Q

61 GTTGAGCACACCGTGACTGAAGAAGTCACCGAGGTGGACCTGEGTGAAGGCGCAGATGCGC
vV E H T V T E E V T E vV o L VvV K A QQ M R

121 TTGGCTGCTGETGCAACCTTGAAGGAATTGGGETCTGACCCAAGATAAGATCAAGACCCAC
L A A GA T L K E L G L T g P K I K T H

131 GGTGCAGCACTGCAGTGCCGCATCACCACGGAAGATCCAAACAACGGCTTCCGCCCAGAT
G A A L Q ¢ R I T T E D P N N G F R P D

241 ACCGGAACTATCACCGCETACCGCTCACCAGGCGGAGCTGGECGTTCGTCTTGACGGTGCA
T 66 T I T A Y R 8 P G G A ¢V R L D G A

301 GCTCAGCTCGGTGGCGAAATCACCCCACACTTTGACTCCATGCTGGTGAARATGACCTGC
A Qg L 6 6 E I T A # F P S M L V KM T C

361 CGTGETTCCGACTTTGARACTGCTGTTGCTCGTGCACAGCGCGLCGTTGECTGAGTTCACC
R 6 5 D F ET AV A RAQRAL AEVFT

T

[

CGGCAAGRCCACT

R BE E D F

481 ACTTCCAAGCGCATCGECCACCGGATTCATTGCCGATCACCCGCACCTCCTTCAGGCTCCA
T § K R I A~ T G ¥ I A D H P H L L @ A P

.

541 CCTGCTGATGATGAGCAGGGACGCATCCTGGATTACTTGCCAGATGTCACCGTGAACAAG
P A DD E ¢ ¢ R I L DY L A DV T V K K

601 CCTCATGGTGTGCGTCCARAGGAT GTTGCAGCTCCTATCGATAAGCTGCCTAACATCAAG
P H GV R P K DV A A P I D K L P N I K

661 GATCTGCCACTGCCACGCGETTCCCGTGACCGCCTGAAGCAGLCTTGGCCCAGCCECETTT

o

p L. P L P R G. 3 R B R L K ¢ L & P A A F

21 GCTCGTGATCTCCGTGAGCAGCACGCACTGGCAGTTACTGATACCACCTTCCGCGATGCA
A R DL R E ¢ DAL AV T D T T F R D A

781 CACCAGTCTTTGCTTGCGACCCGAGTCCGCTCATTCGCACTGAAGCCTGCGECAGAGGCC
H ¢ 5 L L A T R V R 8 F A L K P A A E A

841 GTCGCARAGCTGACTCCTGAGCTTTTGTCCGTGGAGGCCTGGGGCGECGCGACCTACGAT
VA KL T P EL L S V E AW G G A T Y D

801 GTGGCGATGCGTTTCCTCTTTGAGGATCCET GGGACAGGLTCGACGAGCTGCGCGRAGECE
e VIAOCM R F-L O FE D P WD RUL D E L R E A

961 ATGCCGAATGTAAACATTCAGATGCTGCTTCGCGGCCGCAACACCETGGGATACACCCCE
Y MUPONSV NI QML L RGRNTV G Y T P

f21021 f TTACCCAGACTCCGTCTGCCGCGCGTTTGTTAAGGAAGCTGCCAGCTCCGGCGTGGACATC
‘Y P D S V C R A FV K E A A 3 8 G V D I
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1081 TTCCGCATCTTCGACGCGCTTAACGACGTCTCCCAGATGCGTCCAGCAATCGACGCAGTC
F R I F D A L N b VvV s g M R P A I D AV

1141 CTGGAGARCCAACACCGCGGTAGCCGAGGTGGCTATGGCTTATTCTGETCGATCTCTCTGAT
L & T N T A V A E V A M AY & G 2 L S5 D

1201 CCAAATGARAAGCTCTACACCCTGGATTACTACCTAAAGATGCGCAGAGGAGATCGTCAAG
P N E K L ¥ T L D Y Y L KM A E E I V K

126l TCTGGCGECTCACATCTTGGCCATTARGGATATGCCTGGTCTEGCTTCGCCCAGCTGCGETA
s 6 A H I L A I K b MA G L L R P A A V

1321 ACCAAGCTGGTCACCGCACTGCGCCGETGAATTC

T K L v T A L. R R E F -

Abbiidung 33: Nukleotid-Sequenz und die davon abgeleitete Aminosdure-Sequenz
des 1,4 kb EcoR|-Fragments aus C. glutamicum das in der Southern-Blot-Analyse mit
giner pyc-spezifischen DNA-Sonde hybridisierte.

Ein computergestitzier Sequenzvergieich mit Protein-Datenbanken (SWISSPIR; Heidel-
berg Unix Seguence Analysis Resources) ergab hohe Ahnlichkeiten zu biotinhaltigen
Proteinen. Die groite Ubereinstimmung ergab sich zu den Pyruvat-Carboxylasen aus
M. tuberculosis mit 74 % Zhnlichen und 60 % identischen Aminosdauren (EMBL-
Genbank-Accession Nr. (AC) U00024), aus Maus (AC L09192), Ratte (AC U32314) und
Mensch (AC UQ4841) mit jeweils 68 % &hnlichen und 52 % identischen Aminosauren,

YR ey pEem e

sowie aus Aedes aegypiis mit 67 % &hnlichen und 48 % identischen Aminos&uren
(AC L36530). Zu den beiden Isoenzymen der Pyruvat-Caiboxylase aus S. cersvisize
wurden 87 % ahnliche Aminoséuren gefunden, wobeil PYC1 (AC P11154) 51 % und
PYC2 (AC X58880) 50 % identische Aminosduren zu dem Proteinfragment aus C.
glutamicum aufwiesen. Darliber hinaus konnten in Teilbereichen des Proteinfragments
auch Ahnlichkeiten zur a-Untereinheit der biotinabhangigen Oxalacetat-Decarboxylase
aus Klebsiella pneumoniae (AC P13187) sowie zu Biotin-Carboxylase-Untereinheiten
verschi_édener-Acyl-CoA-Carboxylasen gefunden werden. In Abbildung 34 ist exem-
plarisch ein Sequenzvergleich der von dem EcoRI-Fragment abgeleiteten Peptidsequenz
mit den Aminosdure-Sequenzen der Pyruvat-Carboxylasen von M. tuberculosis und
S. cerevisize (PYCZ) dargesteill. Das corynebakierielie Poiypeptid zeigt hohe Ahnlichkeit
zum mittleren Abschnitt der Pyruvai-Carboxylasen. Es beginnt bei den Aminoséuren 275
‘bzw. 294 und endet bei den Aminosauren 705 bzw. 758 der Pyruvat-Carboxylasen von
M. tuberculosis und S. cerevisiae. Dieser Abschnitt des Proteins beinhaltet sowoh! ginen
Teil der ATP-Bindedomane als auch einen Teil der Pyruvat-Bindedomane (Lim et al,
- 1988). Dazwischen befindet sich in allen drei Sequenzen ein Bereich, der den Doménen-
Ubergang. énzeigt. Die hohe Sequenzéhnlichkeit zu allen bekannten Pyruvat-Carboxy-

- lasen, insbesondere zu der fir das Substrat Pyruvat spezifischen Bindedomane fuhrte, S



88 Ergebnisse

2u dem SchiuR, daR es sich bei dem isolierien EcoRI-Fragment eindeutig um einen Teil
des pyc-Gens aus C. glutamicum handelt. Die Sequenz des gesamten pyec-Gens wird zur

Zeit ermittelt. :

10 20 30 40 30 23] 70 80
] e VESKVLVANRGE IATRAFRAAYELGVGTVAVY PYEDRNSQHRLKADESYQIGDIGH~-PVHA MU
LKADEAYVIGEEGQYTEPVGEA Sc

1 MSSSKKLAGLRONFCLLGEKNKILVANRGEIPIRIFRSAHELSMRTIATYSHEDRLSMHR

Mt
Sc

pyci

25

Cg
Mt
Sc

Cyg
Mt
Sc

105 & HPHLLQAPEADD  Cg

380 RPQLLTARASAD Mt

401 TPOLEQMVSSON  Se

* % .

185 EQGRILDYLADVIVNKPHGVRPKDVAAPT ———=wm=—==n= DKL PNIKDLPLPRGSRDRLKOLGE. cg

458 RGTKILNFLADVTVHNP-~-——————==n YGSRPSTIYPDDKLPDLDLRAAPPAGSKORLVKLEP Mt

481 RAQKLLHYLADLAVNGSSIKGQIGLPKLKSNPSVPHLEDAQGNVINVTKSAPPSGRROVLLEKED Sc
el X _.__*'k*._ﬁ'k . . .. ¥ #___-1': LwX - -
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PTSKVVGDLALALVGAGYSADEFASDPARFGIPESVLGELRGELGDPEGGWPEPLRTA Mt
PTSKVVGDLAQEMYSNKLTSDDIRREANSLDFPDSVMDEFEGLIGQPYSEFPEPLRSD Sc

845 }
878 ¥

225 ALAGRGAARPTAQLAADDEIALISVGAXROATLNRL-——==—=--= LEPSPTKEENEHREAYGDTSQLSANQFEYGLRQGE Mt
958 VLRNKRRKLTCRPGLELEPFDLEKIREDLONREGDI DECOVASNNMY PRVYEDFOKIRETYGDLSVLPTKNFLAPREPDE Sc

99¢é EHRVKLERGVELLIGLEAISEPDER-GMRTVMCILNGQLRPVLVRDRSIASAVEAREKADRGN FGHIARPEAG-VVIVGY Mt
1038 EIEVTIEQGKTLIIKLOAVGDLNKKTGOREVY FELNGELRKIRVADKSONIQSVAKPKADVHDTHOIGAPMAGVIIEVEV Sc

1075 CVGERVGAGOTIATIEAMKMERPITAPVAGTVERVAVEDTAEWRAE TCHWWHY —— -~ o —w—— e m = Mt
1118 HKGSLVKKGESIAVLSAMKMEMYVSSPADGQVKDYFIRDGESYDASDLLVVLEEETLEPSPKKVIETR® Sc

Abbiidung 34 Aminosaure-Sequenzvergleich des aus einem 1,4 kb groRen £coRI-
Fragments abgeieiteien Polypeptids aus C. glutamicum {Cg) mit den Pyruvat-Carboxy-
lasen aus M. tubercufosis (Mt) und S. cerevisiae PYC2 (Sc). Die in allen drei Sequenzen
identischen Aminoséuren sind fett dargestellt und mit einem Stemn (*) gekennzeichnet,
&hnliche Aminosauren sind mit einem Punkt () gekennzeichnet. Die Pfeile geben die zur
lsolierung verwendeten PCR-Primer pyc1 und pyc2 an. Die Schattierungen markieren die
fur die Pyruvat-Carboxyiase aus S. cerevisiae beschriebenen ATP- und Pyiuvai-Binde-
doméanen (Lim ef al., 1588).
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IV. Diskussion

Anaplerotische Reaktionen sind von essentieller Bedeutung firr afle lebenden Zellen. Sie
fullen den Tricarbonsadure-Zyklus mit Intermediaten, die fur Biosynthesen der Zellbau-
steine, z.B. der Aminoséduren abgezogen werden, wieder auf und sorgen damit fiir eine
Aufrechterhaltung des Zyklus (Komberg, 1966). Es wurde lange Zeit angenommenn, daid
das Aminosaure-produzierende Bakterium C. glutamicum nur Uber die PEP-Carboxylase
als anaplerotisches Enzym bei Wachstum auf Glucose verfGgt. In der vorliegenden
Arbeit konnte bewiesen werden, dal die PEP-Carboxylase in C. glutarnicum nicht das
einzige Cs-carboxylierende anaplerotische Enzym ist. Anhand von physiologischen
Unterstichungen mit definierten PEP-Carboxylase-negativen Mutanten von C. gluta-
micum wurde gezeigt, daR der Organismus Uber mindestens eine weitere anaplerotische
Reaktion bei Wachstum auf Giucose verfligen muB. Die Markierungsexpernimente mit
H*COs ergaben dann, dak die Mutante mit der gleichen Rate CO; in Oxalacetat fixierie
wie der Wildtyp. Das Ergebnis beweist, daB in C. glufarnicum zusatzlich zur PEP-Carb-
oxylase ein weiteres PEP- oder Pyruvat-carboxylierendes Enzym vorhanden und in vivo
aktiv ist. Die Pyruvat-Carboxylase konnte eindeutig als dieses alternative anaplerotische
Enzym in C. glufamicum nachgewiesen und charakterisiert werden. Auerdem wurdsn
mit der PEP-Carboxykinase, dem Malat-Enzym und der Oxalacetat-Decarboxylase drei
potentieli giuconeogenetisch akiive Enzyme in C. glufamicum nachgewlesen.

Mit der PEP-Carboxylase und der Pyruvat-Carboxylase besitzt C. glufamicum also
zwei redundante anaplerotische Enzyme. Damit unterscheidet sich der Organismus von
E. coli, das nur iber die PEP-Carboxylase verflgt (Chac & Liao, 1993) und von
B. subtilis (Diesterhaft & Freese, 1973) und B. stearothermophifus (Sundaram, 1973), die
jeweils nur die Pyruvat-Carboxylase als anaplerotisches Enzym besitzen. in E. coli wurde
die PEP-Carboxylase gezieit durch gengerichiete Mutagenese ausgeschaltet und eine
solche Mutante konnte auf Glucose ohne Supplementation mit Succinat nicht wachsen
(Chao & Liao, 1993). Das zeigt, dai die PEP-Carboxylase in E. cofi im Gegensalz zu
C. glutamicum fir das Wachstum auf Glucose essentiell ist. Durch ungerichiete
Mutagenese erhaltene Pyruvat-Carboxylase-negative Mutanten von B. subfilis und
B. stearothermophilus zeigten ebenfalls nur Wachstum auf Glucose unter Supplemen-
tation mit [ntermediaten des Tricarbonséure-Zyklus (Diesterhaft & Freese, 1973;
Sundaram, 1973). Das zeigt, da in diesen Organismen die Pyruvat-Carboxylase als
einziges anaplerotisches Enzym flr die Verstoffwechselung von Glucose zur Verflgung
" steht. Bei P. citronellofis, P. fluorescens, A. vinefandii und T. novellus konnten genau wie
~ bei C. glutamicurmn sowohi PEP-Carboxylase als auch Pyruvat-Carboxylase nachge-
L wies_en werden (O’Brien et al., 1876; Mil;ad de Forchetti ef al, 1976; Scrutton & Taylor,
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1974; lizo & Atkinson, 1971; Charles & Willer, 1984). Bisher wurden jedoch keine
detaillierten Untersuchungen zur Bedeutung des gleichzeitigen Vorkommens von PEP-
Carboxylase und Pyruvat-Carboxylase in einem Organismus durchgefiihrt, soda unklar
ist, welche Rolle dem einen und/oder anderen Enzym bei der anaplerotischen Funktion

zukommt.

Enzyme der Stoffwechsel-Verzweigungspunkie PEP, Pyruvat und Oxalacetat in
L. ghtamicum

Die PEP-Carboxyiase: Die Untersuchungen zu den kinetischen Eigenschafien der PEP-
Carboxylase von C. glufamicum ergaben, dall sie mit dem fUr aliosterische Enzyme
typischen kooperativen Bindungsverhaliten (Monod ef al,, 1885) zum Substrat PEP, mit
einem Hill-Koeffizienten von 1,6 und einer halbmaximalen Substratkonstanie (Kos) von
3 mM PEP, ahnliche Charakteristika aufweist, wie das gereinigie Enzym aus C. glufa-
micum ssp. flavum (Ozaki & Shiio, 1869; Mori & Shiio, 1985a). Acetyl-CoA fungiert, wie
auch bei der PEP-Carboxylase von A. vinelandii (Liao & Atkinson, 1971} und
Nitrosoinionas europaea (Takahashi ef al, 1993) als allosterischer Aktivator, denn die
Zugabe dieses Effektors bewirkte eine Aufhebung der Kooperativitat zum Substrat PEP.
Aspartat wirkt mit einer inhibitionskonsiante von < 0,5 mh als Hemmstoff der coryne-
bakterieilen PEP-Carboxylase. Das wurde ebenfalls bei den PEP-Carboxylasen von
E. coli (Teraoka ef al., 1972; Teraoka ef &i., 1874), Streptomyces C5 (Dekleva & Strohi,
1988), P. fluorescens (tiga ef ai, 1878}, P. citronellclis (O'Brien ef al, 1977) und
A. vinelandii (Liao & Atkinson, 1871) nachgewiesen. Die Hemmung der PEP-Carboxy-
lase von C. glutamicum durch Aspartat entspricht einer typischen Feedback-Regulation,
da Aspartat direkt aus Oxalacetat, dem Produkt der anapierotischen Reaktion, enisteht.
Dagegen stellt Acatyl-CoA ein akiivieries Zwischenpredukt der katabolen Verstoffwech-
seiung vori C-Quellen dar, das, wenn es sich anstaut, sinen vermehiten anaplerctischen
Beda_rf signalisiert. Es ist daher versidndlich, daf¥ bei hohen Acetyl-CoA-Konzenirationen
'die-énapleroiische Reakiion akfiviert wird. Andererseits deutet ein Anstau an Aspariat
daraufhin, dafl genigend Aminosauren fir die Synthese von Biomasse vorhanden sind,
und somit keine weiteren Intermediate aus dem Tricarbonsaure-Zykius abgezogen
werden mussen. Es ist also sinnvoll, die anapierotische Reaktion zu inhibieren. Diese
"Regulation entspricht dem klassischen Prinzip der .Regulation einer anaplerotischen
Reaktion nach Komberg (1966). o

. E 'Die PEP-Carboxylase \)on C. glutamicumn zeigte, &hnlich wie das Enzym von E. coli
~(Teraoka et al,, 1970) die héchste spezifische Aktivitt bei Wachstum auf Glucose. In
_ '_ Northem-Blot-Analysen zur Ideniifizierung des Transkiipts des PEP-Carboxylase-Gens (ppo) )

- _konnte jedoch gezeigt werden, dag trotz der erhdhten Aktivitat der PEP-Carboxylase bei - |
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Wachsturn auf Minimalmedium mit Glucose gegenuber Voilmedium nicht mehr ppc-spe-
zifisches Transkript vorhanden ist (Schwinde ef al., 1993). Dieser Befund macht es un-
wahrscheinlich, daR die Regulation auf transkriptioneller Ebene statifindet. Ob die Regu-
lation der PEP-Carboxylase nun auf Translationsebene oder auf der Ebene einer post-
translationalen Modifikation des Proteins beruht, ist nicht geklart. in diesem Zusammenhang
ist jedoch interessant, daR PEP-Carboxyiasen der C4, und CAM-Ffianzen postiransia-

tional durch reversible Phoshorylierung reguliert werden (Nimmo, 1993: Jiac & Chollet, 1921).

Die Pyruvat-Carboxyiase: Seit Tosaka et al. (1979) das Vorhandensein einer Pyruvat-
Carboxylase in C. glutamicum ssp. lactofermentum postulierten, haben eine Reihe von
Autoren erfolglos versucht, das Enzym in Rohextrakten von C. glufamicum nachzu-
weisen (Gubler ef af., 1894b; Jetten ef al, 1994b; Cocaign-Bousquet & Lindley, 1995;
Jetien & Sinskey, 1995a). Auch im Rahmen dieser Arbeit gelang es nicht, Pyruvat-
Carboxylase im Rohextrakt von C. glutamicurn nachzuweisen. Da die Moglichkeit be-
stand, daR das Enzym sehr labil ist und in Rohexirakten durch die Ultraschali-Behand-
lung inaktiviert wird, wurde ein Test etabliert und optimiert, um die Pyruvat-Carboxylase
in situ, d.h. in permeabilisierten Zellen von C. glutamicum, zu messen. Bei anderen
Organismen konnte gezeigt werden, dal Pyruvat-Carboxylasen sehr instabil sein
kénnen. Die gereinigte Pyruvat-Carboxylase von A. niger ist z.B. kélteempfindlich und
verliert nach zwei Stunden im Eisbad ca. 70 % der Aktivitat (Feir & Suzuki, 1969). Auch
in Rohextrakten von A. globifomis war die Pyruvat-Carboxylase-Aktivitét bei 0°C
wesentlich instabiler als bei Raumtemnperatur (Gurr & Jones, 1977). AuRerdem gibt es
Falle, in denen die Aklivitét eines Enzyms in permeabilisierten Zellen wesentlich hioher ist
als in zelifreien Extrakien, wie es z.B. fUr die Alkohol-Dehydiogenase von Hefe gezeigt
werden konnte (Gowda ef al,, 1988).

Mit dem in dieser Arbeit entwickeiten Testsystem flr permeabilisierte Zellen gelang es
erstmals Pyruvat-Carboxylase reproduzierbar in C. glufamicum nachzuweisen. Die spezi-
fische Aktivitét betrug zwischen 15 und 50 mU/mg TG. Unter der Annahme, daB ca. 50 % der
Trockenmasse von C. glutamicum aus Protein besteht (Marx et al.,, 1895), wirde das einer
spezifischen Aktvitat von 20 bis 100 mU/mg Protein entsprechen. Diese Akfivitdten sind mit
denen der Pyruvat-Carboxylase von Rhizobium etfi mit 30 bis 50 mU/mg Protein vergleichbar
.'(Encamacién ef al,, 1995) und liegen etwas hoher als in B. subtilis mit 11 bis 20 mU/mg
—Protein (Fisher & Magasanik, 1984; Diesterhaft & Freese, 1873). - |
.. Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum ist strikt abhanglg von Mg -lonen, wie es
. -fur die entsprechenden Enzyme aus P. fluorescens, A. vinelandii, B. stearothermophilus,

"_R. 'éapsul_atus. und Hefe beschrieben wurde (Milrad de Forchetti & Cazzulo, 1976; Scruiton
& Taylor, 1874; Cazzulo et al.,, 1970; Modak & Kelly, 1995; Cazzulo & Stoppani, 19689). Die
Pyruvat-Carboxylasen der Vertebraten bevorzugen dagegen Mn**-lonen (Attwood, 1995).
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Der Kp-Wert der Pyruvat-Carboxylase aus C. glutamicum fir das Substrat Pyruvat
betrug 1,3 mM und kommt damit den K,-Werlen der entsprechenden Enzyme von
A. globiformis und Hefe, mit 1,9 mM bzw. 0,8 mM Pyruvat am nachsten (Gur & Jones,
1977; Ruiz-Amil ef al, 1965). Der Ky-Wert fir ATP ist mit 0,2 miM mit denen der meisten
anderen Pyruvat-Carboxylasen zu vergleichen, die zwischen 0,05 und 0,4 mM liegen
(Milrad de Forchetti & Cazzulo, 1878; Scrutton & Taylor, 1874; Cazzulo et al., 1970; Charies
& Willer, 1984; Modak & Kelly, 1995; Osmani ef af, 1981; Feir & Suzuki, 1969; Keech &
Utter, 1963).

Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum wird durch ADP und AMP gehemmt,
wobei AMP mit einem K-Wert von ca. 0,8 mM wesentlich effektiver hemmt als ADP mit
einem K-Wert von 2,6 miM. Ein analoger EinfluR von ADP und AMP konnte auch {Ur die
Pyruvat-Carboxylasen von R. capsulatus (Modak & Kelly, 1985), P. fluorescens (Milrad
de Forchetti & Cazzulo, 18€78), B. stearofhermophilus (Scrution & Taylor, 1874),
S. cerevisiae (Cazzulo & Stoppani, 1969) und aus der Schweineleber (Warren & Tripton,
1974) gezeigt werden. Damit wird die Akiivitat der Pyruvat-Carboxylase durch eine
niedrige Energieladung (Atkinson, 1977) der Zelle gehemmt.

Ein wesentlicher Unterschied der Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum zu anderen
bekannten Pyruvat-Carboxylasen ist die Hemmung durch Acetyi-CoA. Pyruvat-
Carboxylasen kénnen aufgrund des EinfluBes von Acetyl-CoA auf die Aktivitat in drei
Klassen unterieilt werden (Scrutton & Young, 1972): (1) strikt Acetyl-CoA-abhéngige
Pvruvat-Carboxylasen (Modak & Kelly, 1995; Scrution & Young, 1972), (2) Pyruvat-
Carboxylasen, deren Grundaktivitat durch Acetyl-CoA gesteigert werden kann (Scrution
& Young, 1972) und (3) Pyruvat-Carboxyiasen, auf die Acetyl-CoA keinen Einflul hat
(Feir & Suzuki, 1969; Milrad de Forchetti & Cazzulo, 1876; Scrutton & Taylor, 1874). Es
konnte bisher jedoch flr keine Pyruvat-Carboxylase gezeigt werden, daf Acetyl-CoA das
Enzyim hemmt Interessanterweise werden in den meisten Organismen, in denen PEP-
Carboxylase und Pyruvat-Carboxylase gemeinsam vorkommen, die PEP-Carboxylasen
klassisch durch Acetyl-CoA aktiviert, die Pyruvat-Carboxylasen jedoch durch Acetyl-CoA
nicht beeinflult (Higa ef al, 1976; O 'Brien ef al, 1978; Milrad de Forchetli af al, 1976,
Scrution & Taylor, 1974; Liao & Atkinson, 1871). Die mdéglichen Einflisse von Aspariat
oder a-Ketoglutarat auf die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum, wie sie fir R. capsu-
latus (Modak & Kelly, 1995), A. globiformis (Gurr & Jones, 1877) und S. cerevisiae
(Cazzulo & Stoppani, 1968) beschrieben wurden, konnten in dieser Arbeit nicht bestimmi
werden, éia beide Metabolite nicht als Effekioren in den hier verwendeten Test eingesetzt

: "\a%_!erden konnten.
- = Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum ist wie alle bisher bekannten Pyruvat-

" Carboxylasen ein Biotin enthaltendes Enzym. Da C. glutamicum Biotin-auxotroph ist

‘(Kinoshita ef &l., 1857), ist es wahrscheinlich, dal der Organismus Uber biotinabhéngige
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Proteine verfiigt. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, daf® C. glutamicum
zwei Proteine besitzt, die Uber Biotin als kovalent gebundenes Coenzym verfligen. Sie
weisen im denaturierten Zustand Grolen von ca. 70 kDa (p70) und ca. 120 bis 130 kKDa
(p125) auf. Darlberhinaus konnten gute Hinweise daflr gefunden werden, dal es sich
bei p125 um die Pyruvat-Carboxylase handelt. Einerseits entspricht die Grofke des
Proteins mit 120 bis 130 kDa der GroRe der Untereinheiten der meisten Pyruvat-
Carboxylasen, die als Homotetramere aus Untereinheiten von 110 bis 140 kDa vorliegen
und sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten gefunden werden (Barden et al., 1975;
Zhang ef al, 1993; MacKay ef al,, 1994; Lim ef al, 1988; Osmani ef al, 1984 Libor et af,
1675; Libor ef al., 1979; Samols ef al., 1988; Toh ef af.,, 1883). Ausnahmen hilden allerdings
die Pyruvat-Carboxylasen von P. cifroneflolis und A. vinelandii, die als Heterodimere aktiv
sind (Tavior ef al., 1972; Goss ef al., 1981; Fuchs et al., 1988: Scrutton & Tavior, 1974)
und aus siner biotinhaliigen Untereinheit von 85 kDa und einer nicht-biotinhaltigen
Untereinheit von 55 kDa bestehen (Goss ef al., 1981). Desweiteren weisen folgende
Befunde darauf hin, dal es sich bei p125 von C. glutamicum um die Pyruvat-
Carboxylase handelt: Der Gehalt an p125 in Rohextrakten von C. glutamicum-Zellen, die
unter Biotin-Mangel kultiviert wurden, nahm im Verlauf des Wachstums viel eher ab ais
der Gehalt an p70 und zusétzlich konnte unter diesen Wachstumsbedingungen keine
signifikante Pyruvai-Carboxylase-Aktivitdt mehr nachgewiesen werdan. Weiterhin wies
die Pyruvat-Carboxylase-negative C. glufamicurn Mutante SP733 eine deutlich
verringerte Menge an p125 im Rohextrakt gegenliber dem Wildtyp auf, wohingegen der
Gehalt an p70 vergleichbar war. AuBerdem zeigte das sequenzierte DNA-Fragment, das
aus C. glutamicum isoliert werden konnte, grofle Ahnlichkeit zu bekannten pyc-Genen.
Diese pyc-Gene kodieren alle flir Proteine, die ca. 130 kDa grof sind (Lim et al., 1988,
Brewster ef al., 1994: Wexler ef al., 1984; MacKay et al., 1994; Zhang ei al., 1993).

Ein Randaspekt der vorliegenden Arbeit lag in der identifizierung des iotinhaltigen
Proteins p70. Die funfzehn N-terminalen Aminoséuren von p70 zeigten die gréfiite Uber-
einstimmung zu dem N-terminalen Bereich der Acyl-CoA-Carboxylase von M. lepras
{Noimnan ot al., 1994) mit 91 % Ahnlichkeit und 66 % Identitdt. Das Protein wurde in
Zusammenarbeit mit W. Jager (Universitét Bielefeld) weiter analysiert und J&ger of al.
(1996) gelang die isolierung des Gens fir p70 aus C. glutamicum. Das gesamie Protein,
das von einem offenen Leseraster mit 1773 bp abgeleitet wurde, zeigte Gber 70 %
|dentitdt zu der biotintragenden Untereinheit der Acyl-CoA-Carboxylase von M. feprae.
Sequenzvergleiche mit anderen Biotin enthaltenden Proteinen ergaben, dal das
corynebakterielle und das mycobakierielle Protein die grofite Ahnlichkeit zu Acetyl-CoA-
: 'Carbox_ylasen aufweisen (Norman et &/, 1904; Jager ef al., 1996; Li & Cronan, 1992). Es
kann ‘daher davon ausgegangen werden, daR p70 tatsachlich der biotintragenden

: '-_'Qn_te_reinheit der Acetyl-CoA-Carboxylase entspricht.
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Die PEP-Carboxykinase: Die PEP-Carboxykinase von C. glufamicum kann in vifro die
Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat unter Verwendung von IDP bzw. GDP kate-
lysieren und Kam damit zunZchst als zur PEP-Carboxylase alternatives anaplerotisches
Enzym in Frage. Die Abhéangigkeit von IDP/GDP unterscheidet die corynebakierielie
PEP-Carboxykinase von den ADP-abhédngigen PEP-Carboxykinasen aus E. cofi und den
meisten anderen Prokaryoten (Medina et al, 1990; Utter & Kolenbrander, 1872). Fur
Alcaligenes eutrophus wurde ebenfalls eine GDP-abhdngige PEP-Carboxykinase
beschiieben, die sowohl sine gluconeogenetische, als auch eine anaplerotische
Funktion hat (Schoberi & Bowien, 1984). Die Affinitdt der PEP-Carboxykinase zu IDP in
Rohexirakten von C. glutamicum war mit einem K,-Wert von 0,5 mM um Faktor 10
niedriger ais zu GDP (K.-Wert = 0,05 mM). Ahnliches konnte auch fir die PEP-
Carboxykinase von Ascaris suum gezeigt werden (Rohrer ef al, 1988). Gleichzeitig zu
den hier vorgestellten Arbeiten konnten Jetten und Sinskey (1993) die PEP-Carboxy-
kinase aus C. giutamicum aufreinigen und charakterisieren. Der Kn-Wert der gereinigten
PEP-Carboxykinase aus C. glutamicum fir IDP lag ebenfalls bei 0,5 mM, doch konnte fur
die gereinigte PEP-Carboxykinase keine Aktivitdt mit GDP als Substrat gefunden werden
(Jetten & Sinskey, 1993). Die im Rohexirakt ermittelien K -Werte fir PEP und HCOy
lagen bei 0,15 mM bzw. 30 mM, und entsprachen in der GréRenordnung denen des
gereinigten Enzyms von 0,7 miM bzw. 12 mM (Jelten & Sinskey, 1883). Die weitere
Charakterisierung ergab, dall die PEP-Carboxykinase aus C. glufamicum, wie die aus
anderen Organismen, strikt von Mn*-lonen abhangig ist (Urbina, 1987; Rohrer et al.,
1986; Hebda & Nowak, 1982). Die Akiivitat konnte durch Zugabe von Mg -lonen gesteigert
werden, wie es auch bei der PEP-Carboxykinase von Anaerobiospiriflur succinici-
producens gefunden wurde (Podkovyrov & Zeikus, 1993).

Ein wichtiger Befund ist, daR die PEP-Carboxykinase durch ADP und ATP gehemmt
wurde. 1 mM ADP hemmte das Enzvm im Rohexiraki zu 50 %. Der K-Weit fir ATP lag
im Rohextrakt bei 7,8 mM wohingegen das gereinigte Enzym schon durch 100 uivi ATP
zu 80 % gehemmt wurde (Jetten & Sinskey, 1993). Die Diskrepanz zwischen diesen
beiden Ergebnissen kénnte durch das Vorhandensein eines Akiivators der PEP-
Carboxykinase im Rohexirakt, der bisher nicht identifiziert wurde, erklart werden. Ein
éhnlicher Effekt konnte auch bei kinetischen Unfersuchungen zur Isocitrat-Lyase von
C. glutamicum beobachtet werden. Hier hemmte PEP die gereinigte Isocitrat-Lyase signi-
fikant, obwoh! im Rohexirakt kein EinfluR dieses Metaboliten gemessen werden konnte
(Reinscheid, 1994; Reinscheid ef al, 11994b; Ozaki & Shiio, 1968). Aufgrund der
- Hemmung der PEP-Carboxykinase durch ATP ist es unwahrscheinlich, dal die PEP-

| Carboxykinase bei physiologischen ATP-Konzentrationen von 2 bis 10 mM in C. gluta-
- micum (Liebl, 1991; Guimann, 19983) tatsachlich anaplerotisch aktiv ist. Der zusatzliche
-'Befund, dal} die decarboxylierende Reaktion der PEP-Carboxykinase mehr als zehnmal
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aktiver ist als die carboxylierende Richtung bestérkt die These, dal es sich bei der PEP-
Carboxykinase von C. glutamicum um ein gluconeogenetisches Enzym handeit (Jetten &
Sinskey, 1993; Gubler ef al., 1894b; Jetten & Sinskey, 1995b).

Das Malai-Enzym: In C. glutamicum wurde eine NADP™-abhéngige, decarboxylierende
Malat-Dehydrogenase (Malat-Enzym) nachgewiesen, die irreversibel Malat zu Pyruvat
umsetzt. Eine Malat-bildende Aktivitdt konnte selbst am partiell gereinigten Enzym mit
einem drastischen Uberschul der Substrate Pyruvat (20 mifl) und Bicarbonat (100 mM)
nur mit 2 % der decarboxylierenden Aktivitdt gemessen werden. Damit verhélt sich das
Enzym &hnlich wie das Malat-Enzym von T. cruzi, daR in der carboxylierenden Reaktion
nur ca. 2,5 % der decarboxylierenden Aktivitdt aufwies und als nicht-carboxylierendes
Enzym beschrieben wurde (Cazzulo ef al, 1977).

Das Malat-Enzym von C. glutamicum ist, genau wie die entsprechenden Enzyme von
E. coli (Sanwal ef al., 1868) und Neurospora crassa (Zink, 1967) strikt NADP -abhéngig
und gehodrt damit zum Malat-Enzym-Typ EC 1.1.1.40 (Outlaw & Springer, 1983). Da-
ruberhinaus weist das Malai-Enzvin von C. glufamicum ein Kooperatives Bindungsver-
halten zum Subsfrat Malat auf, was auf eine allosterische Regulation des Enzyms hin-
deutet. Ahnliches wurde auch fir das Malat-Enzym von E. coli beschrieben, das aller-
dings erst in Anwesenheit des Inhibitors Acetyl-CoA eine sigmoide Abhé&ngigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Malat-Konzeniration aufwies (Sanwal ef al., 1988). Bei
Wachstum auf Acetat konnte in Rohextrakten von C. glutamicum keine Malat-Enzym-
Aktivitdt nachgewiesen werden, was den Schiul nahe legt, daf die Funktion des
Enzyms, zumindest bei Wachstum auf Acetat, wahrscheinlich nicht in der Gluconeo-
genese liegt. Ahnliches konnte auch fir die Malat-Enzyme von N. crassa (Zink, 1967)
und P. pufida (Jacobson ef al., 1966) gezeigt werden. Die Funkiion des Malat-Enzyms
von C. giufarnicum kdnnie darin liegen, in Kombination mit der Pyruvat-Carboxylase und
der Malat-Dehydrogenase aus NADH, das in der Umsetzung von Oxalacetat zu Malat
verbraucht wird, znabol verwertbares NADPH zu bilden. Die Regenerierung des
' Oxa!ace’iats kann dann direkt lber die Pyruvat-Carboxylase-Reaktion unter Verbrauch
von ATP erfoigen (Abblidung 38). Dieser Zykius erscheint sinnvoil unter dem Aspeki,
daB C. glutamicum vermutlich keine Transhydrogenase-Aktivitat besitzt, die die Bildung
von NADPH ‘aus NADH direkt katalysiert (D Molenaar, pers. M|ﬁe:iung, Cocaign-
_Bousquet&Lmdley, 1995) ' - e
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Abbildung 35: Moglicher Reaktionsverlauf zur Regenerierung von NADPH aus
NADH und ATP {ber die Reaktionen der Pyruvat-Carboxylase, der Malai-Dehydro-
genase und des Malat-Enzyms in C. giutamicum.

Die Oxalacetat-Decarboxviase: Auch die in dieser Arbeit nachgewiesene Oxalacetat-
Decarboxylase konnte nur in der decarboxylierenden Richtung gemessen werden.
Gleichzeitig zu den Untersuchungen im Rohexirakt gelang Jetten und Sinskey (1995a)
die Aufreinigung der Oxalacetat-Decarboxylase aus C. glufamicum, und sie konnten
ebenfalls zeigen, dall das Enzym nur die Bildung von Pyruvat aus Oxalacetat kKata-
lysieren kann. Damit war nachgewiesen, daR C. glutamicum Uber eine irreversible Oxai-
acetat-Decarboxylase verflgt, wie es auch fiir die Oxalaceiat-Decarboxylase der
Hithnerlieber gezeigt wurde (Utter & Kurahashi, 1955}). Damit stellt das Enzym wie die
PEP-Carboxykinase und das Mafat-Enzym kein anaplerctisches Enzym dar. Da aufgiund
der [Ergebnisse der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen werden kanp, daf
C. -.:g'f!utamicum nicht Uber -eine PEP-Synthetase-Reaktion Verf&gt, ist es unwahr-
scheinlich, dai die Oxalacetat-Decarboxylase eine Rolle bei der Gluconeogenese s'pieli.
Das Vorhandensein einer PEP-Synthetase wurde zwar fir C gilutamicurn vorgeschiagen
(Jetten et -al., 1994b), jedoch deutet der Befund, daR die Pyruvat-Carboxylase-negative
‘Mutante SP733 nicht in der Lage war auf Lactat oder Pyruvat als C-Quelle zu wachsen,
- ~darauf hin, daR das Enzym.in C. glutamicurm nicht akiiv, oder nicht vorhanden ist Da d_er
- gleiche Wachstumseffekt auch durch Biotin-Mangel im Wildtyp erzeugt werden kann, ist
_ ' es unwahrscheinlich, da® in der Pyruvat-Carboxylase-negativen Mutante auch ein Defekt

in der PEP-Synthetase vorliegt. Die Funktion der Oxalacetat-Decarboxylase ist demnach

”"'*"}ar. Das Enzym wird im Gegensatz. 2u -allen- énde_ren_ Oxalacetat-Decarboxylasen
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nicht durch Acetyl-CoA, sondern durch Coenzym A und ADP inhibiert (Jetten & Sinskey,
1995a/b). Das Enzym kénnte die Kiirzlich in C. glutamicum anhand von “C-Markierungs-
experimenten und KohlenstofffluR-Analysen unter normalen Wachstumsbedingungen
auf Glucose nachgewiesenen futife cycles am PEP- und Pyruvat-Verzweigungspunkt er-
kidren (V. Wendisch, A. Marx, pers. Mitteilungen). Daher erscheint es sinnvoll, dal die
Oxalacetat-Decarboxylase durch Metabolite wie Coenzym A und ADP gehemmt wird, um

die Bildung von Pyruvat, und damit den Veriust von C,-Metaboliten unter Energiernangel

zu verhindem.

Die Bedeutung der PEP-Carboxylase von C. giutamicum fir das Wachstum

und die Aminosdure-Produktion

Die Charakterisierung des Wachstums der definierien PEP-Carboxylase-negativen
Mutanten von C. glutaricum ergab, daR sie genauso out wie die Ausgangsstamme auf

(L2318 =1 1§ ¥Arsl

Glucose, Lactat oder Acetat als C-Quelle wuchsen. Identisch verhielt sich auch eine
definierte PEP-Carboxylase- / Isccitrat-Lyase-Doppelmutante von C. glutamicum. Diese
Ergebnisse zeigen erstimals eindeutig, dal die PEP-Carboxylase von C. glutamicum
nicht essentiell fir das Wachsium ist. Mit dem “CO-Markierungsexperiment konnte
gezeigt werden, daR auch ohne PEP-Carboxylase Carboxylierung von PEP oder Pyruvat
wie im Wildtyp stattfindet, und dal somit die Pyruvat-Carboxylase die anapierctische
Funktion voll ersetzen kann. Damit verhalien sich die hier konstruierten PEP-
Carboxylase-negativen Mutanten von C. glutamicum anders als die von Shiio & Ujigawa
(1978) beschricsbenen PEP-Carboxylase-negativen Mutanten von C. glutamicum ssp.
flavurn. Diese wurden nach ungerichteter Mutagenese isoliert und zeichneten sich
dadurch aus, daR sie Glutamat-auxotroph waren. Solche ungerichtet hergesteliten
Mutanten durchlaufen haufig viele Mutageneseschritte (Shiio & Ujigawa, 1978; Yokota &
Shiio, 1988; Katsumata & Kino, 1989; Tosaka ef al., 1879), was eine Rethe nicht vorher-
sehbarer Defekte zur Folge haben kann. Sc zeigte sich nach gezielter Mutagenese des
Gens fur die Glutamat-Dehydrogenase aus C. glutamicurn, dal das Enzym nicht es-
semae!! fur das Wachstum ist (Bérmann-El Kholy et al., 1993), obwohl vorher Mutanten
bes;hne‘oe-l waren, die mit einer defekien Giutamat-Dehydrogenase nicht mehr chne
Supp[ementatlon mit GEutamat wachsen konnten (Shiio & Ujigawa, 1978). Es liegt daher
der SchluB nahe daB in den durch ungerichtete Mutagenese erzeugten PEP-Carboxy-
Iase-negatwen Mutanten (Shiio & Ujigawa, 1978) wahrscheinlich weitere, nicht charakier-
:ISlel‘ie Defekte voriagen die die falschen Schiufolgerungen in Bezug auf die Be-
_'_deutung der PEP-Carboxyiase erkldren kénnen. . o
e C. glutamicum ist besonders bei der Produktion von Aminosauren, die sich aus Vor-
. stufen ‘des. Tncarbonsaure—Zyklus ableiten, auf die Akfivitit anaplerotischer Enzyme
. -anbewses_;n. ‘Obwoh! in friheren Untersuchungen gezeigt wurde, daR die Lysin-
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Produktion durch eine deregulierte PEP-Carboxylase-Aktivitdt in einer Lysin-Uberpro-
duzierenden Mutante von C. glutamicum ssp. flavum gesteigert werden konnte (Yokoia &
Shilo, 1888), fuhrte aber die fast 20-fache Uberexpression des ppc-Gens im Lysin-
Produktionsstamm MH20-22B nur zu einer ca. 20 %-igen Erhdéhung der Lysin-Ausbeuis
(Cremer ef al., 1891). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal das Fehlen
der PEP-Carboxyiase keinen EinfluR auf die Bildung von Lysin hatte. Dieses Ergebnis
konnte spéier von Gubler ef al. (1984a) fir einen weiteren Lysin-Produktionsstamm von
C. glutamicum bestétigt werden. Es zeigt sich also, dal die Steigerung der anaplero-
tischen PEP-Carboxylase zu einer Produkiionssteigerung fihren kann, jedoch stellt
méglicherweise die Feedback-Regulation der PEP-Carboxylase durch Aspariat eine
Limitation dar, da nicht im gleichen Maf3 Lysin Uberproduziert, wie das ppc-Gen Uber-

exprimiert wurde. Der Verlust der PEP-Carboxylase kann dagegen wahrscheinlich durch
die Pyruvai-Carboxylase voll kempensiert werden. Andererseits 1831 die inhibition der
PEP-Carboxylase von C. glufamicum durch Aspartat vermuten, dal dem Enzym
dennoch eine Bedeufung fiir die Bereitstellung von Vorstufen fir die Synthese der
Aminosduren der Aspartat-Familie, Lysin, Threonin, Isoleucin und Methionin, die fir das
Wachstum bendtigt werden, zukemmt. DarGiberninaus zeigie sich bei den Versuchen zur
Glutamat-Produkfion mit der PEP-Carboxylase-negativen Mutante, daf diese bei
Wachstum auf Glucose unter Biotin-Limitierung kein Glutamat sezermiert und vor allem
intem deutlich weniger Glutamat akkumuliert als der Wildtyp. Das deutet daraufhin, da
die PEP-Carboxylase wahrscheinlich das anaplerotische Enzym in C. glufamicum dar-
stellt, das flr die Glutamat-Synthese mit biotinfimitierten Zellen veraniwortlich ist. Diese
Hypothese wird in Zukunft anhand von definierten Pyruvat-Carboxylase-negativen Mutanten

sowie Pyruvat-Carboxylase- / PEP-Carboxylase-negativen Doppelmutanten Uberprifi.

Die Bedeutung der Pyruvai-Carboxviase von C. glutamicum Tir das
VWachstum und diec Aminosiure-Predukiion
Die Analyse der spezifischen Akfivitat der Pyruvat-Carboxylase, Wachstumsexperimente
mit der PEP-Carboxyiase-negativen Mutanie unter Biotin-Mangel sowie Untersuchungen
zu Pyruvai-Carboxylase-negativen Mutanten von C. glufamicum ergaben, daR die
Pyruvat-Carboxylase von C. glufamicum eine besondere Bedeutung bei Wachstum auf
Lactat hat. So war die spezifische Aklivitat der Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum
bei Wachstum auf Lactat mit 40 bis 50 mU/mg TG zwei- bis-dreimal hdher als bei
Wachstum auf Glucose oder Acetat. Ahnliches wurde auch fir die Pyruvat-Carboxylase
-von A, vinelandii (Scrutton & Taylor, 1974), Rhodopseudomonas spheroides (Payne &
-'__'_M;orris, 1968), R. capsulatus (Willson, 1888) und S. cerevisize (Young ef al., 1969) ge-
: zeigt..Der Einflul der C-Quelle Lactat auf die spezifische Aktivitét der Pyruvat-Carboxy-
i lase von :_C. glutamicum deutet daraufhin, dall das Enzym auf genetischer Ebene regu-
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liert wird. Eine Regulation der Genexpression durch die C-Quelle findet z.B. in
S. cerevisiae bei beiden Genen der Pyruvat-Carboxylase-Isoenzyme PYC1 und PYC2
statt (Brewster ef al., 1984). In P. citroneflolis konnte gezeigt werden, daf in Abhangig-
keit von der C-Quelle die Protein-Menge des Enzyms variiert (Taylor ef al, 1975).
Dariiberhinaus war die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum unter Biotin-Mangel, mit
weniger als 5 mU/mg TG sowohl auf Lactat und Glucose als auch auf Acetat kaum noch
aktiv. Ahnliches wurde auch fiir die Pyruvat-Carboxylase der Biotin-auxotrophen Bak-
terien B. coagulans (Cazzulo et al., 19689)und B. stearothermophilus (Sundaram, 1873)
bei Wachstum auf Glucose oder Acetat mit und ohne Biotin gefunden. Bei den
thermophilen Bacillus-Arien B. coagulans und B. stearothermophilus wird die Pyruvat-
Carboxylase als inaktives Apoenzym gebildet und, sobald Biotin vornanden ist, wird das
Enzym durch die Biotin-Holocarboxylase-Synthetase an einem Konservierten Lysin-Rest
zum aktiven Holoenzym biotinvliert (Cazzulo af al, 1989; Cazzulo et al, 1971;
Dakshinamurti & Chauhan, 1988). Analog kénnte die Pyruvat-Carboxylase von C.
glutamicum, wie f0r B. coagulans und B. stearothermophilus beschrieben (Cazzulo ef al.,
186¢: Cazzulo of al., 1971), als inaktives Apoenzym gebildet und durch Biotinylierung in
die akiive Form GberfUhrt werden. Diese Regulation auf posttransiationaler Ebene sollte
unabhangig von der Regulation durch die C-Quelle sein, da die Aktivitdtserhhung bet
Anwesenheit von Biotin auf allen getesteten Medien zu beobachten war.

Neben der erhohten spezifischen Aklivitdt der Pyruvat-Carboxylase von
C. glutamicum bei Wachstum auf Lactat konnte gezeigt werden, da unter Biotin-
Mangel, wenn die Pyruvat-Carboxylase nicht aktiv war, das Wachstum auf Lactat
drastisch eingeschrénkt war. Das deutet stark darauf hin, daR die biotinabhangige
Pyruvat-Carboxylase fur das Wachstum auf dieser C-Quelle bendtigt wird, zumal durch
die Zugabe von Fumarat, einem Intermediat des Tricarbonséure-Zyklus, und darnit einem
indirekien Produki der anaplerotischen Reakiion, die Wachstumsiimitierung auf Lactat
wieder aufgehoben werden kennte. Dies konnte flr B. stearothermophilus, der (ber
Pyruvat-Carboxyiase als einziges anaplerotisches Enzym verfugt und ebenfalls Biotin-
auxotroph ist, ‘unter ahnlichen Wachstumsbedingungen gezeigt werden (Sundaram,
’397’3). Die Pyruvat-Carboxylase-negativen Mutanten von C. glutamicum, die trolz Biotin-
UberschuR nicht mehr in der Lage waren, auf Lactat oder Pyruvat als C-Quelle zu
wachsen, 'konnten ebenfails durch die Zugabe von Fumarat wieder wachsen. Ein
'vérgleichbarer Phénotyp: wurde fur Pyruvat-Carboxyiase-negative Mutanten wvon
B. ""'sfearofheﬁnophﬂus (Sundaram, 1973), R. capsulatus (Wilson, 1988) und
R "épheroides_ (Payne & Morris, 1969) beschrieben. Damit ist .die Pyruvat-Carboxylase
“eindeutig als anap!erotisches Enzym in C. glutamicum akltiv. |
o -'_'-f:Es_zeigt;e sich ein deutlicher EinfluR der Pyruvat-Carboxylase auf die Uberprodukticn
" '_.".'on '{.ysén mit C "-g!ufam.f'cum. Sobald die Pyruvat-Carboxylase durch Biotin-Mangel in
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ihrer Aktivitat fimitiert war, wurde weniger Lysin produziert als unter Biotin-UberschuB.
Diese Biotin-Limitierung fihrte jedoch noch nicht zu einer Sezemierung von Glutamat,
was eventuall die verringerte Lysin-Produktion erklaren konnte. Damit zeigt das Ergeb-
nis, dal der Pyruvat-Carboxylase von C. glufamicum neben ihrer Bedeutung fUr die Ana-
plerotik bei Wachstum auf Lactat, auch eine prominente Rolle bei der Bereitstellung von
Oxalacetat fir die Uberproduktion von Aminosauren zukommt. Dieses Ergebnis wird
durch den Befund bestdtigt, daR eine definierte Pyruvat-Kinase-negative Mutante
deutlich weniger Lysin produziert als der Ausgangstamm (Gubler ef al., 1994a). Eine
solche Mutante kann zwar auf Glucose wachsen, da sie Pyruvat Uber das Phospho-
transferase-System aus PEP synthetisieren kann (Malin & Bourd, 1991), doch reicht die
Menge vermutlich nicht mehr fiir eine Uberproduktion von Lysin aus.

Kontrolie der anaplerotischen Reaktionen von C. glutamicum bei Wachstum

auf verschiedenen Kohlenstoff-Queilen

Mit der vorliegenden Arbeit konnten neue Erkenntnisse Uber anaplerotische Reaktionen
in C. glutamicum gewonnen werden. Damit stelien sich die zentraien Stoffwechsel-Ver-
zweigungspunkie der Intermediate PEP, Pyruvat und Oxalacetat erheblich kemplexer
dar, als bis vor kurzem angenommen (Abbildung 36).

Neben den zwei anapierctischen Enzymen PEP-Carboxylase und Pyruvat-Carboxy-
lase, die bai Wachstum auf Glucose fiir die Nettosynthese von Oxalacetat aus Cy-Vor-
stufen zur Verfligung stehen, stellt der Glyoxylat-Zyklus eine weitere anaplerotisch aktive
Sequenz in C. glutamicurn dar, der in einigen Arthrobacter-St&mmen als einziger anaple-
rotischer Weg bel Wachstum auf Glucose baschrieben ist (Krulwich & Pelliccione, 1979)
und der als zuséatzlicher anaplerotischer Weg in C. glufamicum diskutiert wird (Jetten ef
al., 1894b; de Hollander, 1994; Jetien & Sinskey, 19¢5b). In der voriegenden Arbeit
konnte der Glvoxylat-Zyklus jedoch als anaplerotische Sequenz bei Wachstum auf
Glucose ausgeschiessen werden.

Die PEP-Carboxylase und die Pyruvat-Carboxylase werden durch einige inteme
Metabolite reguliert: Wahrend Aspartat die PEP-Carboxylase aliosterisch inhibiert, regu-
liert die Energieladung die Pyruvat-Carboxylase in Form einer Inhibition durch die Meta-

~ bolite AMP und ADP. Acetyl-CoA reguliert dariberhinaus beide Enzyme gegenidufig,

d.h. einerseits aktiviet es die PEP-Carboxylase und andererseits inhibiert es die
Pyruvat-Carboxylase. Kurzlich wurde Acetyl-CoA als Regulator des Acetat-Stofiwechsels
_ i_'c_jentiﬁziert {Spies, 1996; _Reinscheid, 19;94)_ Hier-zeigte sich, dak die Acetyl-CoA-Kon-

'.'z;entra‘tion in der Zelie von der C-Quelle abhéngig ist. Hohe Acetyl-CoA-Konzentrationen |
- korrelierten mit hohen Aktivititen der Enzyme des Acetat-Stoffwechsels, d.h. auch der

Glyoxylat-Zyklus-Enzyme. Bel Wachstum auf Glucose ist die Acetyl-CoA-Konzentration -
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Abbildung 36: GSchematische Darstellung der Stoffwechsel-Verzweigungspunkte der
- zentralen intermediate PEP, Pyruvat und Oxalacetat in C. giutamicum und Kontrolle des
_Kohlenstoffflusses - iber die “anaplerotischen = Stoffwechselwege PEP-Carboxylase
: '.(_PEPCX) und Pyruvat-Carboxylase (PCx) bei Wachstum auf Glucose, Lactat bzw.
~Acetat. Weitere “Abkiirzungen: "PEPCk, "PEP-Carboxykinase; ' OAADCx, Oxalacetat-
'-'D_e;a_r_’bcxy}ase; ME, Malat-Enzym; ICL, lsocitrat-Lyase; MS, Malat-Synthase.
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mit ca. 20 uM ungeféhr 5 bis 10 mal niedriger als bel Wachstum auf Acetat mit 100 bis
150 uiM (Spies, 1996). Damit scheint es sich bei Acetyl-CoA um einen zeniralen Meta-
baoliten flr die Regulation aller anablerotischen Reaktionen in C. glufamicum zu handeln.

Bei Wachstum auf Acetat ist der Acetyl-CoA-Spiegel hoch, sodal vermutlich aufgrund
des niedrigen Ki-Werts fiir Acetyl-CoA von 110 uM die Pyruvat-Carboxylase zum Teil
inaktiv ist. Durch die starke Aktivitat des Glyoxylat-Zykius in Anwesenheit von Acetat, die
ebenfalls auf die hohe Acetyl-CoA-Konzentration zurlickgeflhrt wird (Reinscheid ef al,
1984b/c; Spies, 199886), ist darliberhinaus vermutlich der Spiegel an Aspartat, das direkt
aus Oxalacetat, dem Produkt der anaplerotischen Reaktion entsteht, hech. Das hat zur
Folge, dafd die PEP-Carboxylase aufgrund der Hernmung durch Aspartat wahrscheinlich
ebenfails inaktiv ist. Fur diese These spricht das kirzlich erhaltene Ergebnis aus “C-
Markierungsexperimenten, daR in Anwesenheit von Acetat im Medium keine Cs-Carboxy-
lierung in C. glutamicum stattfindet (V. Wendisch, pers. Mitteiiung).

Bei Wachstum auf Glucose findet jedoch eine effektive Cs-Carboxylierung statt. Die
Pyruvat-Carboxylase wird aufgrund des niedrigen Acetyl-CoA-Spiegels (Spies, 1986)
nicht inhibiert sein. Dadurch wird geniigend Aspartai gebiidet, um die PEP-Carboxylase
effektiv zu hemmen. Der niedrige Acetyl-CoA-Spiegel reicht vermutiich nicht aus, um
diese Hemmung zu kompensieren. Damit ist die Pyruvat-Carboxylase auf Glucose
vermutlich das aktive anaplerotische Enzym. Diese Aussage wird bestdrki, durch den
Refund, daf die Cs-Carboxylierung in einem Stamm ohne PEP-Carboxylase mit gleicher
Rate erfolgt wie im Wildtyp von C. glutamicum. Da bei der Aufnabme von Glucose durch
das Phosphotransferase-System PEP zu Pyruvat umgesetzt wird, und diese Reaktion
mit der PEP-Carboxylase konkuriiert, erscheint es sinnvoli, da bei Wachsium auf Glu-
cose die anaplerotische Funktion von der Pyruvat-Carboxylase (bernommen wird. Die
Reguiation der Pyruvat-Carboxylase durch die Energieladung, d.h. die Hemmung durch
ADP, dem Produkti der Pyruvat-Carboxyiase-Reaktion, erméglicht der Zelle darliber-
hinaus, direkt auf die Energie-Situation mit einer gesteigerten oder erniedrigien anaplere-
tischen Aldivitat zu reagieren.

Bei Wachstum auf Lactat ist die Pyruvat-Carboxylase das einzig akiive anaplerotische
Enzym, wie durch Wachstumsexperimente unter Biotin-Mange! sowie mit einer Pyruvat-
Carboxylase-negativen Mutante gezeigt werden konnte. Das deutet an, dall auf Laciat
die anaplerotische Reakfion nicht von der PEP-Carboxylase katalysiert werden kann, da
C. glutamicum Pyruvat wahrscheiniich nicht direkt in PEP umwandein kann. Fir die
besondere Rolle der Pyruvat-Carpoxylase soricht auch die erhdhte spezifische Akfivitat
.auf Lactat. Es ist wahrscheinlich, dai die Pyruvat-Carboxylase bei Wachstum auf Laciat
.. nicht durch Acetyl-CoA gehemmt wird. Es kann angenommen werden, dal die Acetyl-
CoA-Konzentration bei Wachstum auf Lactat niedrig ist, weil die Pyruvat-
‘Dehydrogenase, die Pyruvat zu Acetyl-CoA umsetzt und niedrige spezifische Aktivitdten
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in C. glutamicum aufweist (Schwinde, 1895), als limitierender Schritt beim Eintritt von
Kohlenstoff in den Tricarbonsédure-Zyklus diskutiert wird (Cocaign ef al., 1993).

Es konnie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, daR die PEP-Carboxylase flr das
Wachstum auf Glucose nicht essentieli ist. Zwar wird die PEP-Carboxylase nach
Kornbergs (19686) klassischem Regulationsmodelt flir anaplerotische Enzyme kontrolliert
und ist mit relativ hohen spezifischen Aktivitdten vorhanden, doch scheint die Pyruvai-
Carboxylase bei Wachstum auf Glucose eine vorrangige Bedeutung zu haben. Darlber-
hinaus ist die Pyruvat-Carboxylase fur das Wachstum auf Lactat essentiell. In Zukunft
wird das Gen der Pyruvat-Carboxylase zur Konstruktion von Pyruvat-Carboxylase-
negativen Mutanten und Doppelmutanten, die sowohl Pyruvat-Carboxylase- als auch
PEP-Carboxylase-defekt sind, genuizt, um weitere Hinweise auf die Bedeutung der
einzelnen Enzyme bei Wachstum auf Glucose und flr die Aminosaure-Produktion zu
erhalten. Zusatzlich werden weitere “C-Markierungsexperimente Aufschiul dariber
geben, welches der beiden anaplerotischen Enzyme tatsachlich unter welchen

Bedingungen in vivo aktiv ist.
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V. Zusammenfassung

Anaplerotische Reakilonen dienen dazu, wahrend des Wachstums und der Aminoséure-
Produktion den Tricarbonsdure-Zyklus Kontinuierlich mit Oxalacetat aufzufiilen. Diese
Funktion wird bei Wachstum auf Kohlenhydraten durch Carboxylierung von PEP oder
Pyruvat zu Oxalacetat ibemommen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charak-
terisierung anaplerotischer Cs-carboxylierender Enzyme in C. glutamicum und die Auf-
Kidrung der Rolle dieser Enzyme fir das Wachstum und die Aminosaure-Produktion.

1. Eine definierte PEP-Carboxylase-negative Mutante von C. glutamicum zeigte auf
Minimaimedium mii Glucose ¢gas gleiche Wachstum wie der Wildtyp, und eine ent-
sprechende Mutante des Lysin-Produktionsstamms MH20-22B produzierte gleich viel
Lysin wie der Ausgangsstamm. Das Ergebnis zeigt, daR die PEP-Carboxylase fir das
Wachstum und die Aminosaure-Produktion von C. glutamicum nicht essentiell ist. Damit
war nachgewiesen, dall C. glutamicum Uber eine weitere anaplerofische Sequenz vai-
fagt, die die PEP-Carboxylase ersetzen kann.

2. Durch die physiologische Charakterisierung definierter PEP-Carboxylase- / Isocitrat-
Lyase-Doppelmutanten Konnte cer Glyoxylat-Zyklus als alternative anaplerotische Se-
auenz bei Wachstum auf Glucose oder Lactat ausgeschlossen werden. H®CO;-Markie-
rungsexperimente ergaben, dalk die PEP-Carboxylase-negative Mutante wie der Wiidtyp
eine Carboxylierung von PEP oder Pyruvat katalysiert. Das zeigt, daik das zur PEP-
Carboxylase altemnative Enzym eine Cs-Carboxylierung katalysiert.

3. In C. glutamicum konnte eine IDP/GDP-abhéngige PEP-Carboxykinase nachgewiesen
werden, die in vitro sowohl die Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat mit einer spezi-
fischen Aktivitdt von ca. 80 mU/mg Protein als auch die Decarboxylierung von Oxalacetat
zu PEP mit einer spezifischen Akitivitét von ca. 1 U/mg Protein katalysiert. Die 10-fach
niedrigere carboxylierende Aktivitdt und die Hemmung der PEP-Carboxykinase in der
anaplerotischen Richtung durch ATP und ADP deuten an, daf die PEP-Carboxykinase
in vive eine gluconeogenetische Funktion hat. Neben der PEP-Carboxykinase konnten in
C. glutamicum auch das Malat-Enzym und die Oxalacetat-Decarboxylase nachgewiesen
und als ananlerotisch akiive Enzyme ausgeschlossen werden.

4. In permeabilisierten Zellen von C. glutamicum konnte die Pyruvai-Carboxylase mit
spezifischen Aktivitaten von ca. 15 mU/mg TG bei Wachstum auf Glucose und ca.
50 mU/mg TG bei Wachstum auf Lactat nachgewiesen werden. Das Enzym wird sowohl
durch ADP (K = 2,6 mM) und AMP (K; = 0,76 mM) als auch durch Acetyl-CoA
(K = 0,11 mM) inhibiert. Mit der Pyruvat-Carboxylase verflgt C. glutamicum Uber ein zur
. PEP-Carboxylase aliernatives anaplerotisches Enzym.
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5. Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum ist bei Wachstum auf Lactat essentiell.
Das ergaben Untersuchungen zum Wachstum von C. glutamicum unter Biotinmangel-
bedingungen und zu einer durch ungerichtete Mutagenese erhaltenen Pyruvat-Carb-
oxylase-negativen Mutante von C. glutarmicum. Die Wachstumslimitierung konnte durch
Supplementation mit Fumarat aufgehoben werden, was auf eine anaplerotische Funktion

N o T g PupApay S
der Pyruvat-Carboxyiase ninweist,

&, Die Pyruvat-Carboxylase von C. glutamicum ist ein Biotin-Enzym, das in der
denaturierten Form eine Gréfle von 120 bis 130 kDa aufweist. Es gelang, ein 17 kb
Hindlll-DNA-Fragment aus C. glutamicum zu isolieren, das das Gen fur die Pyruvat-
Carboxylase (pyc) tragt. Die Sequenzierung eines Teils des pyc-Gens ergab, daft das
aus der Sequenz abgeleitete Polypeptid von 451 Aminosé&uren im Vergleich zu anderen
Pyruvat-Carboxylasen bis zu 60 % identische Aminosauren aufweist.




Literatur 107

Vi, Literatur

Arps P.J., Fulton G.F., Minnich E.C. & Lidstrom M.E. {i883). Genetics of Serine
Pathway Enzymes in Methylobacterium extorquens AM1: Phosphoenolpyruvate
Carboxyiase and Malyl Coenzyme A Lyase. J. Bacferiol. 175: 3776-3783.

Ashworth J.M. & Kornberg H.L. {1968). The anaplerotic fixation of carbon dioxide by
Escherichia coli. Proc. Roy. Soc. (London) B. 165: 179-188.

Atkinson D.E. (1977). Cell Energy Metabolism and its Reguiation. Academic Press Inc. N.Y,
Attwood BV, {1888), The Structure and the Mechanism of Action of Pyruvate
Carboxylase. Int. J Biochem. Cell Biol. 27: 231-2486.

Bafiuelos M. & Gancedo C. {1978). In situ Study of the Glycolytic Pathway in
Saccharomyces cerevisiae. Arch. microbiol. 117 197-201.

Barden R.E,, Taylor B.L., Ischashi F,, Frey W.H. ii,, Zander G., Lee J.C. & Utter M.F.
(1875). Structural properties of pyruvate carboxyiases from chicken liver and other
sources. Proc. Nafl. Acad. Sci. USA. TZ: 4308-4312.

Bentle LA & Lardy HA. (1978). Interactions of anions and divalent metal ions with
phosphoenoipyruvate carboxykinase. J. Biol. Chem. 251: 2816-2021.

Benziman M., Russo A, Hochman S, & Weinhouse M. {1878). Purification and
Regulatory Properties of the Oxaloacetate Decarboxylase of Acetobacter xyifinum. J.
Bacteriol. 134: 1-9.

Bergmeyer H.U, {1983). Pyruvate kinase from rabbit muscle. In: Methods of Enzymatic
Analysis. Il. Bergmeyer H.U., Bergmeyer J. & Gral’l M, (Ed.). Verlag Chemie Weinheim
p. 303-304.

Birnboim H.C. {1983). A rapid alkaline exiraction method for the isolation of plasmid-
DNA. Meth. Enzymol. 100: 243-255 o

Birmann ER, Eikmanns B.J. & Sahm H. (1992). Molecular analysis of the
Corynebacterium glutamicum gdh gene éncoding giutamate dehydrogenase. Mol.
Microbiol. &: 317-326. S - o
Bormann-Ei Kholy E.R,, Eikmanns B.J., Guimann M. & Sahm H. {1883). Giutamate
Dehydrogenase is Not Essential for Glutamate Formatzon by Corynenacfenum
glufamfcum Appl. Env. M:croo:ol §8: 2328-2331.

Brewster N.K,, Val D.L,, Waiker M.E. & Wailace J.C. (19%} Regulatton of Pyruvate
Carboxylase Isozyme (PYC1, PYC2) Gene Expression in Saccharomyces cerevisiae
- during Fermentative énd Nonfermentative Growth. Arch. Biochem. Biophys 311: 62-71
-'Caf.zc.a!e J. & Stoppani. A 0.M. (1968). The Regu[a‘hon of Yeast Pyruvate. Carboxylase o
| Acetyl CoenzymeA and L-Aspartate. Arch. Biochem. Biophys. 127: 563- 567.. -



Literatur

108

Cazzulo J.J. & Stoppani A.O.M. (1969). Effects of Magnesium, Manganese and
Adenosine Triphosphate lons on Pyruvate Carboxylase from Baker’s Yeast. Biochem. J.
112: 747-754.

Cazzulo J.J., Sundaram T.K. & Kornberg HL. (1968). Regulation of Pyruvate
Carboxylase Formation from the Apo-enzyme and Biotin in a Thermophilic Bacillus.
Nature 223: 1137-1138.

Cazzulo J.J, Sundaram T.K. & Kornberg H.L. (1970). Properiies and reguiation of
pyruvate carboxylase from Bacillus stearothermophilus. Proc. Roy. Soc. London B. 16: 1-189.
Cazzulo J.Jd., Suﬁéaram T.K., Diiks S.N. & Kornberg H.L. {1971}. Synthesis of
Pyruvate Carboxylase from its Apoenzyme and (+)-Biotin in Bacillus stearothermophiflus.

Biochem. J. 122: 653-661.
Cazzuio J.J., Juan S.M. & Segura E.L. (1977). The Malic Enzyme from Trypanosoma

cruzi. J Gen. Microhiol. 99: 237-241.

Chang H.-C., Maruyama H., Miller R.S., Lane M.D. (1968). The Enzymatic
Carboxylation of Phosphoenolpyruvate lIl. Investigation of the Kinetics and Mechanism
of the Mitochondrial Phosphoenolpyruvate Carboxykinase catalysed Reaction. J. Biol.
Chem. 241. 2421-2430

Chae Y.-P. & Liao J.C. {1893). Alteration of Growth Yield by Overexpression of
Phosphoenoipyruvate Carboxylase and Phosphoenolpyruvate Carboxykinase in
Escherichia coli, Appl. Environ. Microbiol. 88; 4261-4265.

Charles A.M. & Willer D.W. {1884). Pyruvate Carboxylase from Thiobacillus novellus:
properties and possible functions. Can. J. Microbiol. 30: 532-539.

Cocaign M., Monnet C. & Lindley N.D. {19283). Baich kinetics of Corynebactenum
glutamicum during growth on various carbon subsirates: use of substrate mixtures to
localise metabolic bottienecks. App/. Microbiol. Biotechnol. 406: 526-530.
Cocaign-Bousquet M. & Lindiey N.D. (1988). Pyruvate overflow and carbon flux within
the central metabolic pathways of Corynebactenum glutamicum during growth on lactate.
Enz. Microbial Technol. 17: 260-267.
‘Constantinides A. (1880). Steroid transformation at high substrate concentrations using
immobilized Corynebacternum simplex cells. Biotechnol. Biceng. 22: 118-136.

Cremer J., Eggeling, L. & Sahm H. {1991). Control of the lysine biosynthesis sequence
in...Corynebacterium glutamicum as analysed by overexpression of .the individuai
COrresponding genes. Appl. Env. Microbiol. 7. 1746-1752. ' " ' B '
C?@i‘iai“t ‘si’, J4.E. (19%3} Biotination of Proteins in vivo. A Post—Tr’ansiai;onai Momﬂcat;on
. “to Label, Puriy, and Study Proteins. J. Biol. Chem. 185 10327-10333 o

| Dakshmamuﬁi K & Chauhan J. {1888). Regulation of Biotin Enzymes. Ann. Rev. Nufr

8211233,




Literatur 109

de Flombaum M.A.C,, Cannata J.J.B., Cazzulo J.J. & Segura E.L. (1877). CO,-fixing
enzymes in Trypanosoma cruzi. J. Physiol. 588: 67-69.

de Holiander J.A. {1994). Potential metabolic limitations in lysine production by
Corynebacterium glutamicum as revealed by metabolic network analysis. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 42: 508-515.

Dekleva M.L. & Strohl W.R. (1988). Activity of phosphoenolpyruvate carboxylase of an
anthracycline-producing strepiomycete. Can. J. Microbiol. 34; 1241-1246.

Diesternhaft M.D. & Freese E. ({1873). Role of Pyruvate Carboxylase,
Phosphoenolpyruvate Carboxykinase, and Malic Enzyme during Growth and Sporulation
of Bacillus subtilis. J. Biol. Chemn. 248: 6062-6070.

Dimiroth P. {1982). The Generation of an Electrochemical Gradient of Sodium lons upon
Decarboxylation of Oxaloacetate by Membrane-Bound and Na'-Activated Oxaloacetate
Decarboxylase from Kiepsieiia aerogenes. Eur. J. Bicchem. 121 443-449,

Dimroth P. (1987). Sodium lon Transport Decarboxylases and Other Aspects of Sodium
lon Cycling in Bacteria. Microbiol. Rev. §1: 320-340.

Edenn G. & Fuchs G. (1883). Autotrophic CO, fixation in Acetobacterium woodi .
Demonstration of enzymes involved. Arch. Microbiol. 135; 88-73.

Egman P. & Begg 5. {1967). A Protein Sequenator. Eur. J. Biochem. 1: 80-81.
Eggeling, L. {1994). Biology of L-lysine overproduction by Corynebacterium glutamicum.
Amino Acids. §: 261-272.
Eikmanns B.J., Foiletiie M
phosphoenolpyruvate carpboxylase gene of Corynebacterium glutamicurn. Molecular

Griot MU & Sinskey A.J. (1888}, The

cloning, nucieotide sequence and expression. Mol. Gen. Genet. 218: 330-33¢8.
Eikmanns B.J, Vietzger #., Reinscheid D.J., Sahm H. {1991a}. Amplification of three
threonine bicsynthesis genes in Corvnebacterium glutarmicum and its influence on
carbon fiux in different sfrains. Appl. Microbiol. Biotechnol. 34 617-622.

Eikmanns B.J., Kleineriz £, Liebl W, & Sahm H. (1991b). A family of Corynebacterum

glutamicum !/ Escherichia coli shuttie vectors for cloning, controlled gene expression, and

promoter probing. Gene 102: 93-88.

Eikmanns B.J. {1992}). ldentification, Sequence Analysis, and Expression of 2
Coryn_ebacferium glutamicum Gene Cluster Encoding the Three Glycolytic Enzymes
'GEyéeréldehyde~3-F’hosphate Dehydrogenase, 3-Phosphoglycerate  Kinase, . and
Triosephosphat-lsomerase. J. Bacteriof. 174: 6076-6086.

- Eikmanns.B.J., Eggeling L. & Sahm H. (1993}, Molecular aspects of lysine, threoning,
' __':a;;nd isoleucine biosynthesis in Corvnebacteriumn glutamicum. Antonie van Lesuwenhoek

| 84: 145163,




110 Literatur

Eikmanns B.J., Thum-Schmitz N., Eggeling L., Lidike K.-U. & Sahm H. (1984).
Nucleotide sequence, expression and transcriptional analysis of the Corynebactenium
glutamicum gltA gene encoding citrate synthase. Microbiol. 140: 1817-1828.

Eikmanns B.J., Rittmann D. & Sahm H. (1995). Cloning, Sequence Analysis,
Expression, and Inactivation of the Corynebacterium glutamicum icd Gene Encoding
isocitrate Dehydrogenase and Biochemical Characterization of the Enzyme. J. Bacterol.
177 774-782.

Encarnacién S., Dunn M., Willms K. & Mora J. {1895). Fermentative and Aerobic
Metabolism in Rhizobium etli. J. Bacteriol. 177: 3058-3066.

Feir H.A. & Suzulki I {1869). Pyruvate Carboxylase of Aspergiflus niger. Kinetic study of
a biotin-containing carboxylase. Can. J. Biochemn. 47: 897-710.

Fisher S.H. & Magasanik B. (1984). Synthesis of Oxaloacetate in Bacilfus subtilis

lutarate Dehydrogenase Enzymatic Complex, J. Bacteriol.

158: 55-62.

Fuchs J., Johannssen W., Rohde M. & Mayer F. (1888). Pyruvate carboxylase from
Pseudomionas citronellolis: shape of the enzyme, and localization of its prosthetic biotin
group by electron microscopic affinity labeling. FEBS Letf. 231: 102-1086.

Gornall A.G., Bardawill C.J. & David M.M. (1948). Determination of Serum Proteins by
Means of the Biuret Reaction. J. Biol. Chem. 177: 751-766.

Goss JLA., Cohen N.D, & Utter MLF_ [1981). Characterisation of the Subunit Structure of
Pyruvate Carhoxylase from Pseudomonas citroneflofis. J. Biol. Chem. 238: 11819-11825.

Gottschalk G. (1988). Bacterial Metabolism. 2. Ed. Springer-Verlag, N.Y. Berlin
Heidelberg Tokyo. pp. 220-222.

Gowda L.R., Joshi M.S. & Bhat S.G. (1988). /n Situ Assay of Intracellular Enzymes of
Yeast (Klyveromyces fragilis) by Digitonin Permeabilization of Cell Membrane. Anal.
Biochem. 178: 531-536.

Gross D.S., Collins K.W., Hernandez E.M. & Garrad W.T. (1988). Vakuum biotting: a
simple method for transferring DNA from sequencing gels to nylon membranes. Gene

7T4: 347-356.
Gubler B., Jetten M. Lee S.H, & Sinskey AJ. {1984a). Cloning of the Pyruvate Kinase

Gene (pyk) of Corynebacfenum glutamicum and Site-Specific Inactivation of pyk in a
Lysine-Producing Corynebacterium lactofermentum Strain. Appl. Environ. Microbiol. €0:

2494-2500.
Gubler M, Park §.}., Jetten M. Stephanopouios G. & Sinskey A.J. {1984b}. Effects of

“phosphoenol pyruvate carboxylase deficiency on metabolism and Eysme production in
‘Corynebacterium glutamicum. Appl. Microbiol. Biotechnol. 40: 857-863.




Literatur 111

Gurr JA. & Jones K.M. (1977). Purification and Characterisation of Pyruvate
Carboxylase from Arthrobacter globiformis. Arch. Biochem. Biophys. 179: 444-455.
Gutmann K., Hoischen C. & Kramer R. {1992). Camier-mediated glutamate secretion by
Corynebacterium glutamicurm under biotin limitation. Bicchim. Biophys. Acta. 1112: 115-123.
Gutmann M. (1983). Glutamat-Sekretion bei Corynebacterium  glutamicunt.
Mechanismus und physiologische Bedeutung des Carrier-vermittelten Transports.
Dissertation der Universitét DUsseldoif. Berichfe des Forschungszentrums Jilich: 2836.
Hanahan D. {1985). Techniques for Transformation of E. cof. pp. 108-135. In: DNA cloning.
A practical approach. Vol. | Glover D.M. (Ed.}. IRL-Press, Oxford, Washington DC, USA.
Haneji T. & Koide $.8. (1988). Transblot identification of Biotin-Containing Proteins in
Rat Liver. Anal. Biochem. 177: 57-61.
Hartman R.E. & Keen N.T. (1974). The Pyruvate Carboxylase of Verticillium albo-atrum.
J. Gen. Microbiof. 81; 15-19.
Hebda C.A. & Nowak T. (1982). The purification, charakterisation, and activation of
phosphoenolpyruvate carboxykinase from chicken liver mitochondria. J. Biol. Chem. 257:
5503-5514.
Higa Al, Milrad de Forchetti S.R. & Cazzulo J.J. {1978). CO,-fixing Enzymes in
Pseudomonas fluorescens. J. Gen. Microbiol. 83. 88-74.
Hucheng A., Margust M., Welby W., Montrozier H.,, Goma G. & Lanéelle G. (1984).
Glutamate excretion friggering mech mn. @ r“mvestig tion of the surfactant-induced
modification of celi lipids. Anii. Microbiol. (Enst. Pagteur) 11
ikeds M. & Katsumats R. {1982). Metabolic Engineering To Produce Tyrosine or
Phenylalanine in a Tryptophan-Producing Corynebacterium glutamicum Strain. Appl.
Environ. Microbiol. §8: 781-785.
Jacobson L.A., Barthoiomaus RC. & Gunsalus LC. {1866). Repression of malic
enzyme by acetate in Pseudomonas. Biochem. Biophys. Res. Comi. Z4: 855-860.
Jiger W., Schifer A, Pithler A, Labes G. & Wohlieben W. {1982). Expression of the
Bacillus subtifis sacB Gene Leads to Sucrose Sensitivity in the Gram-Positive Bacterium
Corvnebacterium glutamicum but not in Strepfomyces lividans. J. Bacteriol. 174 5462-5465.
Jéger 'W., Peters-Wendisch P.G., Kalinowski J. & Pdhler A, (1886). A
Corynebacterium giutamicum gene encoding a two-demain pretein similar fo  biotin
carboxylases and bictin-carboxyl-carrier proteins. Arch. Microbiol. (im Druck). - -
Jetten M.S.M. & Sinskey A.J (1993). Characterisation of phosphoenolpyruvate
~carboxykinase from Corynebacterium glutamicum. FEMS Microbiol. Letters 111: 183-188.
_._Jeﬁen M.S.M., Gubler M.E,, Lee S.H. & Sinskey A.J. (1994a). Structural and Functional
'Analy3|s of Pyruvate kinase from. Corynebacterium glutamicum. Appl.. Environ.. Microbiof,

80 2501-2507.




112 Literatur

Jetten M.S.M., Pitoc G.A. Follettie M.T. & Sinskey A.J. (1884b). Regulation of
phospho(enol)-pyruvate- and oxaloacetate-converting enzymes in  Corynebacterium
glutamicum. Appl. Microbiol. Biotechnol. 41: 47-52.

Jetten M.S.M. & Sinskey A.J. (1995a). Purification and properties of oxaloacetate
decarboxylase from Corynebacterium glutamicum. Antonie van Leeuwenhoek 67: 221-227.
Jetten M.S.M. & Sinskey A.J. (1885b). Recent Advances in the Physiology and
Genetics of Amino Acid-Producing Bacteria. Crit. Rev. Biotechnol. 18: 73-103.

Jiao J. & Chollet R. (1921). Postiranslational Regulation of Phosphoenolpyruvate
Carboxylase in C4 and Crassulacean Acid Metabolism Plants. Plant Physiol. 85: 981-883.
Jones B.M. & Gilligan J.P. {1983). O-Phthaldialdehyd precolumn derivatization and
reversed-phase-high-perforance liquid chromatography of polypeptide hydrolysates and
physiological fluids. J. Chromatography 266: 471-482. |

Katsumata R. & Kino K. {1988). Process for producing amin ids. Europ

Application No. 89103578.4. EP 0 331 145 A2.

Keech D.B. & Utter B.F. {1883). Pyruvate Carboxylase. ll. Properties. J. Biol. Chem.
238: 2608-2614.

Kinoshita 8., Udaka 8. & Shimono M. {1857). Studies of the amino acid fermentation. 1. Pro-
duction of L-glutamic acid by various microorganisms. .J. Gen. Appl. Microbiol. 3. 183-205.
Kinoshita S. (1985). Glutamic acid bacteria. i Biology of industrial microorganisms.
. {Ed). The BRenjamin/Cummings Publishing Company,
Londeon p. 115-142.

Kieemann A., Leuchtenberger W., Hoppe B. & Tanner H. (1985). Amino acids. In:
Ullmann’'s Enzyclopedia of industrial chemistry. VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim.
Vol. AZ: §7-97.

Kiingenberg M. & Pfa® E. (1967). Means of terminaling reactions. Methods in

Enzymology. Vol. 10: 680-684.
Knowles J.R. (1989). The Mechanism of Biotin-Dependent Enzymes. Annu. Rev.

Biochem. £8: 185-221.

Kornberg H.L. (1966). Anaplerotic Sequences and their Role in Metabolism. In: Essays
in Biochermistry. Vol 2, pp. 1-31. Campbell P.N. & Graville G.D. (Ed.). Academic Press, N.Y.
Km%wich T.A. & Peliicione N.J. {1879). Catabolic pathways of coryneforms, nocardias
and mycobacteria. Ann. Rev. Microbiol. 33: 95-111. :

Laemmii U.K. {1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nafure 227 G80-685.

" Lambert C., Erdmann A., Eikmanns M. & Kramer R. (1995}. Triggering Glutamate
Excretion in Corynebacterium glutamicum by Modulating the Membrane State with Local
. An_e;st_hetic_s:and Osmotic Gradients. Appl. Environ. Microbiol. 61: 4334-4342.




Literatur 113

Lee C, Levin A. & Branton D. (1887). Copper Siaining: A Five-Minute Protein Stain for
Sodium Dodecyi Sulfate-Polyacrylamide Gels. Anal. Biochem. 168 308-312.

Les CW.,, Lucas 8. & Desmoazeaud M.J. {1885). Phenylalanine and tyrosine
catabolism in some cheese coryneform bacteria. FEMS Microbiol. Lett. 26: 201-205.
Leuchtenberger W. (19284). Enzymatische und mikrobielle Herstellung von L-
Aminoséuren. Chemie in Labor und Betneb. 35: 278-283.

Li §.-J. & Cronan Jr. J.E. {1882). The Gene Encoding the Biotin Carboxylase Subunit of
Escherichia coli Acetyl-CoA-Carboxylase. J. Biol Chem. 267 855-863.

Liao C.-L. & Atkinsen D.E. {1971). Regulation at the Phosphoenolpyruvate Branchpoint
in Azotobacter vinelandii. Phosphoenolpyruvate Carboxylase. J. Bacferiol. 108: 31-36.
Libor S., Warwick R. & Sundaram T.K. {1878). Pyruvate Carboxylase from Bacillus
stearothermophilus; Molecular Size, Biotin Content and Subunit Constitution. Biocheim.
Soc. Trans. 554th Meeting, London. pp.308-311.

Libor 8., Sundaram T.K., Warwick R, Chapman JA & Grundy S.M.W. (1978}
Pyruvate Carboxylase from a Thermophilic Bacillus: Some Molecular Characteristics.
Biochemistry. 18; 3642-3853.

Liebl W., Klamer R. & Schieifer K.-H. {1988). Requirement of chelating compounds for
growih of Corynebacterium glutamicum in synthetic media. Appl. Microbiol. Biotechnol.
32: 205-210.

Liebl W. & Schein B. (1880 ; isoiation of restriction deficient mutants of
Corvnebacieriurn giutamicurm. DECHEMA Bictechnolegy Conferences 4. VCH Verlags-
gesellschaft. £.323-327.

Liebl W. (1881). The Genus Corynebacterium - Nonmedical. In: The Prokaryofes. A
handbook on ifhe biology of bactena: Ecophysiology, Isolation, Identification,
Applications. 2nd Ed. op. 1157-1171. Balows A., Triper H.G,, Dworkin M, Harder W. &
Schleifer K.-H. (Eds.). Soringer Verlag, Heidelberg.

Lim F., Morris C.P., Occhiodoro F. & Wallace J.C. (1988). Sequence and Domain
Structure of Yeast Pyruvate Carboxylase. J. Biol. Chem. 283; 11493-11497.

Linss J., QGoldenberg S., Urbina J.A & Amzel L. (1883). Cloning and
characterisation of ihe gene encoding ATP-dependent phosphoenolpyruvate
carboxykinase in Trypanosoma cruzi. comparism of primary and predicted secondary
structure with host GTP-dependent enzyme. Gene. 136; 69-77.

Londen J. & Meyver EY. (1969). Malate Utilisation by Group D Sfrepfococcus
_ Physm!oglcal Propemes and Purification of an inducible Malic Enzyme. J. Bacferiol %8
705711

: '_?ﬁac%(ay N., Rigat B., Douglas C., Chen H.S. & Robinson B.H. {1894}). cDNA cioning of
' : _'_ h__uman kidney pyruvate carboxylase. Biochem. Biophys. Res. Com. 202: 1008-1014.




Literatur

114

Malin G.M. & Bourd G.I (1891). Phosphotransferase-dependent glucose transport in
Corynebacterium glutaricum. J. Appl. Bacteriol. 71: 517-523.

Marx A., de Graaf AA., Wiechert W., Eggeling L. & Sahm H. (1898). Determination of
the Fluxes in the Central Metabolism of Corynebactenium glutamicum by Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy Combined with Metabolite Balancing. Biotech.
Bioeng. 49: 111-129.

Medina V., Pontarclic R., Glaeske D., Tabsl H. & Goldie H. {1980). Sequence of the
pckA gene of Escherichia cofi K-12: relevance to genetic and allosteric regulation and
homology of E. coli phosphoenol pyruvate carboxykinase with the enzymes from
Trypanosoma brucei and Saccharomyces cerevisiae. J. Bacterol. 172: 7151-715€.

Miller A.L. & Atkinson D.E. {1972). Response of Yeast Pyruvate Carboxylase 10 the
Adenylate Energy Charge and Other Regulatory Parameters. Arch. Biochem. Biopfiys.
152: 531-53¢8.

Milrad de Forchetti S.R. & Cazzulo J.J. (1276). Some Properties of the Pyruvate
Carboxylase from Pseudomonas fluorescens. J. Gen. Microbiol. 83: 75-81.

Modak H.V. & Kelly D.J. (1995). Acetyi-CoA-dependent pyruvate carboxylase from the
photosynthetic bacterium Rhodobacter capsufatus: rapid and efficient purification using
dye-ligand affinity chromatography. Microbiol. 141: 2618-2628.

Mened J., Wyman J. & Changeux J.-P. {1865). On the nature of allosteric transition: a

Mori M. 2 Shiio | (198532}, Purification and Some Properties of Phosphoenolpyruvate

LA

ifi
Carboxylase from Brevibacterium flavum and lis Aspartate-Overproducing Mutant. J.
Biochemn. 87: 1118-11286.
Mori M. & Shiio 1. {1885b). Synergistic Inhibition of Phosphoenolpyruvate-Carboxylase
by Aspartate and 2-Oxoglutarate in Brevibacterium flavum. J. Biochem. 88; 1621-1630.
Morinaga Y., Takagi H., ishida M., Miwa K., Sato T., Nakamori S. & Sano K. (1987}
Threcnine Production by coexistence of cloned genes encoding homoserine
dehydrogenase and homoeserine kinase in Brevibacterium lactofermentum. Agric. Biol.
Chem. 81: 93-100.
Moss J. & Lane M.D. {1971). The Biotin-Dependent Enzymes. k. Advances in
Enzymology And Related Areas of Molecular Bfoiogy Meister A. (Ed). Vol 35
[nterscience Publishers, N.Y. pp. 322-363. : : '
Nimmo H.G. (1993). The regulation of phosphoencipyruvate carboxylase by reversible
bhosphowlaﬁion Soc. Exp. Biol. Sem. Ser. 53 Post-transiational modifications in plants.
B Battey N.H., Dickmson H.G. & Heihenngton ALM. (Ed) Cambndge UnlverSIty Press, pp.

. 161- 170




Literatur 115

Norman E., DeSmet K.AL, Stoker N.G., Ratledge C., Wheeler P.R. & Dale JW. (1884}
Lipid Synthesis in Mycobacteria: Characterisation of the Biotin Carboxyl Camier Protein
Genes from Mycobacterium leprae and M. tubercufosis. J. Bacteriol. 176: 2525-2531.
Nunhelmer T7.D., Birnbaum J., thnen E.D. & Demain A.L. {1870). Product inhibition of
the fermentative formation of glutamic acid. App!. Microbiol. 20: 215-217.

O Brien R.W.,, Chuang D.T., Tayler B.L. & Utter M.F. {1977). Novel Enzymic Machinery
for the Metabolism of Oxalacetate, Phosphoenoipyruvate, and pyruvate in Pseudomonas
citronellolis. J. Biol. Chem. 252: 1257-12863.

O’Regan M., Thierbach G., Bachmann B., Villeval D., Lepage P., Viret J.-F. &
Lemoine Y. {1989). Cloning and nucleotide sequence of the phosphoenolpyruvate
carboxylase-coding gene of Corynebacterium glutamicum ATCC13032. Gene. 77: 237-
251.

Osmani S.A., Marston F.A.G., Seimes LP., Chapman A. G. & Scruiton M.C {1981).
Pyruvate Carboxylase from Aspergillus nidufans. Regulatory Properties. Eur. J. Biochem.
118: 271-278.

Osmani S.A,, Mayer F,, Marston F.A.Q,, Seimes .P. & Scrutton M.C. {1884). Pyruvate
carboxylase from Aspergiflus nidulans. Effects of regulatory modifiers on the siruciure of
the enzyme. Eur. J. Biochem. 13%: 508-518.

Osmani S.A., Scrution M.C. & Maver F. {1885). The structure and regulation of fungal

=

pyruvate carboxylases. Ann. MY, Acad. Sci.
Outlaw Jr. W.H. & Soringer 8.A. {1883}, Malic” Enzyme. /n: Methods of Enzymatic
Analysis Vol. 3. Bergmeyer H.U. (Ed.), Verlag Chemie Weinheim. pp. 176-183.

Owttrim GW. & Celeman B. {1988). Purification and Characterization of

i, 447 58-71.

Phosphoenoclpyruvate Carboxylase from a Cyanobacterium. J. Bactferiol, 168: 207-212.

Ozaki H. & Shiic I (1968). Regulation of the TCA and glyoxylate cycles in

Brevibacterium flavuim. J. Bicchem. 64: 355-363.

Ozaki H. & Shiic I (19869). Regulation of the TCA and Glyoxylate Cycles in

Brevibacterium flavum. 1. Regulation of Phosphoenolpyruvate Carboxylase and Pyruvaie

Kinase. J. Biochem. 66: 297-311.

Payne J. & Morris J.G. {1988} Pyruvate Carboxylase in Rhodopseudomonas sheroides.

J. Gen. Microbiol. 88: 97-101.

Peters P. (1592). Untersuchungen zur Pyruvat-Kinase aus Corynebacterium glutamicum

ATCC 13032. Diplomarbeit am Institut fir Genetik der Universitat zu Kéin.

_ Petrecci AN {1883). Surface active agenis: quaternary ammonium compounds. i
- Sterilisation, -Desinfection and Preservation. Block SS {Ed.) Philadelphia, PA. Lea & -

. 'Febzger p 309 329.




116 Literatur

Podkovyrov S.M. & Zeikus J.G. (1993). Purification and characterisation of
phosphoenolpyruvate  carboxykinase, a catabolic CO,-fixing enzyme, from
Anaerobiospirillum succiniciproducens. J. Gen. Microbiol. 138: 223-228.

Postsch W., Hermans J. & Westhoff . {1991). Multiple cDNAs of phosphoenolpyruvate
carboxylase in the C, dicot Flavena trinervia. FEBS Left. 282: 133-136.

Reeves R.E. (1870). Phosphopyruvate carboxylase from Entamoeba histolytica.
Biochem. Biophys. Acta 220: 346-349.

Reinscheid D.J. (1984). Physiologische und genetische Untersuchungen des Acetat-
Stoffwechsels in Corynebacterium glutarnicum. Dissertation der Universitét Dusseldorf.
Berichte des Forschungszentrums Jilich: 2967.

Reinscheid D.J., Kronemeyer W., Eggeling L., Eikmanns B.J. & Sahm H. {1884a).
Stable Expression of hom-1-thrB in Corynebacterium glutaricum and its Effect on the

% to Threonine and Related Aming Acids. Appl Environ. Microbiol, 80: 126-132.

wlo o BT el
IS Gl I Vel

™y }
LETo0N riux @ ried

Reinscheid D.J., Eikmanns B.J. & Sahm H. (1884b). Characterization of the isocitrate
lyase gene from Corynebacterium glutamicum and biochemical analysis of the enzyme.
J. Bacteriol. 178: 3474-3483.

Reinscheid D.J., Eikmanns B.J. & Sahm H. (1884c). Malate synthase from
Corynebacterium ghitamicum: sequence analysis of the gene and biochemical
characterization of the enzyme. Microhiology. 148: 3089-3108.

Rohrer S.P., Saz H.J. & Nowak T. {1986). Purification and Characterisation of
Phosphoenolpyruvate Carboxykinase from Parasitic Helminth Ascars suum. J. Biol.
Chemn. 261 13049-13055.

Ruiz-Amil M., deTorrontegui G., Palacién E., Catalina L. & Losada M. (1985).
Properties and Functions of Yeast Pyruvate Carboxylase. J. Biol. Chem. 240: 3485-
3492,

Sahm H., Eggeling L., Eikmanns B.J. & Krdmer R, {1885}. Metabolic design in amino
acid producing bacterium Corynebactenum glutamicum. FEMS Microbiol. Rev. 16: 243-
252.

Sambrook J., Fritsch E.F. & Maniatis T. {1889). Molecular cloning: a laboratory manual.
2nd Ed. Cold Spring Harber Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

Samols D., Thorion C.G., Murtif V.L., Kumar G.K, Haase C, & Wood H.G. {1988).
Evolutionary Conservation among Biotin Enzymes. J. Biol.Chem. 263; 6461-6404.
‘Sanger F., Nickien S. & Coulson AR, {(1977). DNA sequencing with -chain-terminating
- inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467. :

:'Sane K., ito K., Miwa K. & Nakamori S. (1987). Amplification of the phosphoenol
pyruvate Carboxylase Gene of Brevibacterium lactofermenturm to improve amino acid

. production. Agric. Biol. Chem. 51: 597-599.




Literatur 117

Sanwal B.D., Wright J.A. & Smando R. (1968). Allosteric conirol of the activity of malic
enzyme in Escherichia coli. Biochem. Biophys. Res. Commun. 31: 623-627.

Saz H.J. & Lescure O.L. {1867). Gluconeogenesis, fructose-1,6-diphosphatase and
phosphoenoipyruvate carboxykinase activities of Ascaris lumbricoides adult muscle and
larvae. Comp. Biochem. Physiol. 22: 15-28.

Schiafer A, Kalinowski J., Simon R., Seep-Feldhaus AH. & Pihler A. (1890). High
freauency conjugal plasmid transfer from gram-negative Escherichia coli to various gram-
positive coryneform bacteria. J. Bacteriol. 172 1663-1666.

Schiafer A, Tauch A, Jiger W.,, Kalinowski J., Thierbach G. & Pihler A (1994).
Small mobilizable muiti-purpose cloning vectors derived from the Escherichia coli
plasmids pK18 and pK19: selection of defined deletions in the chromosome of
Corvnebacterium glutamicum. Gene 145; 69-73.

Schobert P. & Bowien B. {1884). Unusual Cs and 4 Metabolism in the Chemoautotroph
Alcaligenes eutrophus. J. Bacteriol. 159: 167-172.

Schrumpf B., Schwarzer A., Kalinowski J., Piihler A,, Eggeling L. & Sahm H. (1991}
A functionally split pathway for lysine synthesis in Corynebacterium glutamicum. J.
Bacteriol. 173: 4510-4516.

Schrumpf B, Eggeling L. & Sahm H. {1982). isolation and prominent characieristics of
a L-lysine hyperproducing strain of Corynebacterium giutamicum. Appl  Microbiol.
Biotechnol. 37 566-571.

Schwarzer A. & Pihler A {1981). Manipulation of Corynebactenium glutamicum by gene
disruption and replacement. Biofechinol. §: 84-87.
Schwinde JW. Thum-Schmitz N., Eikmanns B.J. & Szahm H. {1283}, Transcriptional
Analysis of the gap-pgk-fpi-ppc Gene Cluster of Corynebacterium glutamicum. J.
Bacteriof. 175: 3805-3808.

Schwinde J4. {1985). Uniersuchungen zur Aklivitdt der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase

von Corynebacterium glutamicum und Charakterisierung des Gens fir die Dihydro-
liponamid-Dehydrogenase-Untereinheit. Dissertation der Universitét DUsseldorf. Berichie
des Forschungszenirums Jitich: 3115,
Scrutton M.C. & Young M.R. {1872). Pyruvate Carboxylase. In: Boyer, P.D. (Ed.) The
Enzymes Vol. §, pp. 1-35. Academic Press, N.Y. | S
Serutton M.C. & Tayler B.L. {1974). lsolation and Characterisation of Pyruvate
y ;_'Carboxyiase from Azotobacter vinelandii CP. Arch. Biochem. Biophys. 164: 641-654. |
. -Shito L, Otsuka S. & Tsunoda T. (1860). Glutamic acid formation from Gtucose IV
. Carbon dioxide fixation and glutamate formation in Brewbacfenum ﬁavum no. 2247 J.
- _'-:-_Bfochem 48: 110-120.



Literatur

118

Shiio I, Otsuka S.1. & Takahashi M. (1962). Effect of biotin on the bacterial formation of
glutamic acid. |. Glutamate formation and cellular psrmeability of amino acids. J.
Biochem. §1: 56-62.

Shiio 1. & Ujigawa K. {1878). Enzymes of the Glutamate and Aspartate Synthetic
Pathways in a Glutamate-Producing Bacterium, Brevibacterium flavum. J. Biochemn. 84:
B847-657.

Simen R., Prisfer U. & Pihler A. (1883). A broad host range mobilization system for in
vivo genetic engensering: transpesen mutagenesis in  gram-negative bacleria.
Bio/Technology 1: 784-791.

Siu P.M. & Wood H.G. {1962). Phosphoenclpyruvic carboxytransphosphorylase, a CO;
fixation enzyme from propionic acid bacteria. J. Biol. Chemn. 237: 3044-3051.

Spies M. {19986). Nachweis und Quantifizierung von CoA und CoA-Derivaten und
ingen zur Rolle von Acetyl-CoA bei der Regulation des Acetat-Stoffwechsels
in Corynebacterium glutamicum. Diplorarbeit, FH Jilich.

Senntag K., Eggeling L., De Graaf A, & Sahm H. (1993). Flux partitioning in the split

pathway of lysine synthesis in Corynebacterium glutamicum. Quantification by “°C- and

"H-NMR spectroscopy. Eur. J. Biochem. 213: 1325-1331.

Southern E.M. {1875). Detecion of specific sequences among DNA fragments separated

by gel elecirophoresis. J. Mol. Biol. 98: 503-517.

Sternson L.A., Stobaugh J.F. & Repta A.J. (1984)}. Rational design and evaluation of
improved o-phthalaldehyd-like fluorogenic reagents. Anal. Biochem. 144: 233-240.
Sundaram T.K. {1873). Physiological Role of Pyruvate Carboxylase in & Thermophilic
Bacillus. J. Bacteriol. 113: 549-557.
Sundavist K.E., Hiltunen J.K. & Hassinen LE. {1988)}. Pyruvate Carboxyiation in the rat
heart. Role of biotin-dependent enzymes. Biochem. J. 257: 913-916.

Takahashi R.,, Ohmori T., Watanabe K. & Tokuvama T. {1583). Phosphoenolpyruvate
Carboxylase of an Ammonia-Oxidizing Chemoautotrophic Bacterium, Nifrosomonas
europaea ATCC 25978. J. Ferment. Bioeng. 76: 232-234.

Takata J., Yamamoto K., Tosa T. & Chibata J. (1879). Screening of microorganisms
having high fumarase activity and their immobilization with carrageenan. Eur. J. Appl.
Microbiol. Biotech. T: 161-172.

Takinami K., Yoshii H., Tsuri H. & Okada H. {1985). Biochemical effects of fatty acid
and its derivatives on glutamic acid fermentation. Part lll. Biotin tween 60 relationship in
the écqumu1_ati__on of L-glutamic acid and the growth of Brevibacterium lactofermentum.
Agric. Biol. Chem. 29: 351-350. . o
“Taylor B.L., Barden R.L. & Utter M.F. (1972). |dentification of the Reacting Form of

o ‘Pyruyate Carboxylase. J. Biol. Chem. 247: 7383-7390.




Literatur 119

Taylor B.L., Routman 8. & Utter M.F. {1975). The control of the Synthesis of Pyruvate

Carboxylase in Pseudomonas citroneliolis. J. Biol. Chem. 250: 2376-2382.

Teraoka H., Nishikido 7., [zui K. & Katsuki H. (1970}. Control of the Synthesis of

Phosphoenolpyruvate Carboxylase and Phosphoenolpyruvate Carboxykinase in

Escherichia cofi. J. Biochem. §7: 567-575.

Teracka H., izui K. & Katzuki H. (1972). Phosphoenolpyruvate Carboxylase of

Escherichia coli. Alteration of Allosteric Properties by Photooxidation. Arch. Biochem.

Biophys. 152; 821-827.

Teraoka H., izui K. & Katsuki H. (1874). Phosphoenoipyruvate Carboxylase of

Escherichia coli. Multiple Conformational States Elicited by Allosteric Effectors. Biochem.

13: 5121-5128.

Teuber M., Geis A, Kursch U., Lembke J. & Moebus O. (1887). Biotechnologische
Verfahren zur Hersteliung von Lebensmitteln und Fultermitteln, /m Handbuch der

Biotechnologie. Praeve P., Faust U. Sittig W. & Sukatsch D.A. (Ed.) Oldenburg Verlag,

Mianchen. pp. 269-313.

Thampy K.G., Huang W.-Y. & Wakil §.J. {1988). A Rapid Purification Method for Rat

Liver Pyruvate Carboxylase and Amino Acid Sequence Analyses of NHy-Terminal and

Bioiin Peptides. Arch. Biochem. Biophys. 268; 270-276.

Theodore T.8. & Englasberg E. (1865). Mutant of Salmonella typhimurum deficient in
the carbon dioxide-fixation enzyme phosphoanclpyruvic carnoxylase. J. Bacteriol. 88:

946-855.
Thernton C.G., Kumar G.K., Haase F.C., Philiips N.F.B., Woo S5.B., Park V.M,

Magner W.J., Shenoy B.C., Wood H.G. & Samols D. {1883}, Primary Structure of the

Monomer of the 128 Subunit of Transcarboxylase as Deduced from DNA and
Characterisation of the Product Expressed in Escherichia coli. J. Bacteriol. 175 5301-

5308.

Ting LP. & Gsmond C.B. {1973]). Multiple forms of Plant Phosphoenclpyruvate
Carboxylase Associated with Different Metabolic Pathways. Plant. Physiol. 81: 448-453.
“Toh 'H., Kondo H. & Tanabe T. {1983). Molecular evolulion of biotin-dependent
carboxyiases. Eur. J. Biochem. 215: 687-696.

Urbina JA '(‘%987). The Phosphoenolpyruvate Carboxykinase of Trypanosoma
_(Schizotrypanum) cruzi Epimastigotes: Molecular, Kinetic, and Regulatory Properties.
Arch. Biochem. Biophys. 258: 186-195. | ' o
-Bﬁer?ﬁ.?.& Kurahashi K. {1855). Mechanism of action of oxaloacetic carboxylase. i
Methods in Enzymology 1. p. 758-763 B



120 Literatur

Utter M.F. & Kolenbrander H.M. (1872). Formation of Oxaloacetate by CO; Fixation on
Phosphoenolpyruvate. In: The Enzymes Vol. §, pp. 117-168. Boyer, P.D. (Ed.) Academic

Press, N.Y.
Vieira J. & Messing J. (1982). The pUC plasmids, an M13mp7-derived system for

insertion mutagenesis and sequencing with synthetic universal primers. Gene 19: 258-268.
von der Osten C.H., Barbas C.F.,, Wong C.-H. & Sinskey A.J. (1888). Molecular
cloning, nucleotide sequence and fine structural analysis of the Corynebactenum
glutarnicum fda gene: structural comparison of C. glutamicum fructose-1,6-bisphosphate
aldolase to class | and class |l aldolases. Mol Microbiol. 3: 1625-1637.

Vrijic M., Kronemeyer W., Eggeling L. & Sahm H. (1985}, Unbalance of L-lysine flux in

Corynebacterium glufamicum and its use for the isolation of excretion-defective mutants.

J. Bacteriol. 177 4021-4027.
Waish €. (19798). Enzymatic Carboxylations. In: Enzymatic Reaction Mechanisms.

Bartlett A. C. & McCombs L.W. (Eds.) Library of Congress Cataloging in Publication

Datfa. W.H. Freeman and Company. pp. 703-736.

Warren G.B. & Trinton K.F. {1974). Pig liver pyruvate carboxylase. The reaction
pathway for the carboxylation of pyruvate. Biechem. J 138 311-320.

Warren W.A, {1870). Catalysis of both oxidation and reduction of glyoxylate by pig heart
lactate dehydrogenase isoenzyme 1. J. Biol. Chem. 245: 1675-1681.

Wedding R.T. {1989). Malic Enzymeas of Higher Plants. Characterisitics, Regulation, and
Physiological Function. Plant Physiol. 80: 367-371.

Wexier [.D., Du Y., Lisgaris M.V., Mandal S.K,, Freytag 8.0, Yang B.-S,, Liu 7.-C,,
Kwon M., Patel M.8. & Kerr D.S. {1894). Primary amino acid sequence and structure of
human pyruvate carboxylase. Biochim. Biophys. Acta. 1227 46-52.

Wills C. & Melham T. {1988). Pyruvate Carboxylase Deficiency in Yeasi: A Muiani
Affecting the Interaction between the Glyoxylate and Krebs Cycles. Arch. Biochem.
Biophys. 238: 782-791.

‘Wiilson J.C. {1688}, Pyruvate and Acetate Metabolism in the Photosynthetic Bacterium
Rhodobacter capsulatus. J. Gen. Microbiol, 134: 2429-2438.

Wixom R.L., Garrett J.L. & Fetzek J.P. {1971). A Rapid Determination of Dihydroacid
Dehydratase Activity in Microbial Cell Suspensions. Anal. Biochem. 42: 262-274.

T Walfel L., Mach F. & Chattopadhyay 8.P. (1985). Comperative cylosolical studies on
the effect of - cethyltrimethylammonium bromide on bacterial cells. Zb/. Mikrobiol. 140:

.. ..831-839
- Woed H.G. & Utter M.F. {1965). The Role of CO; Fixation in Metabolism. In: Essays in

~-Biochemistry. Vol 1, pp. 1-27. Campbell P.N. & Greville G.D. (Ed.). Academic Press, N.Y.




Literatur 121

Yokota A. & Shiio 1. {1988). Effects of reduced Citrate Synthase Activity and Feedback-
resistant Phosphoenolpyruvate Carboxylase on Lysine Productivities of Brevibacterum
flavum Mutants. Agrc. Biol. Chem. 52: 455-463.

Young M.R.,, Tolbert B. & Utter M.F. (1988} Pyruvate Carboxylase from
Saccharomyces cerevisiae. In: Lowenstein J.M. (Ed.) Methods in Enzymology, Vol. 13,
pp. 250-258.

Zhang J., XGa W.-L., Braw K, & Ahmad F. {1993). Adipose pyruvate carboxylase: Amino
acid sequence deduced from cDNA sequencing. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. €0: 1766-
i770.

Zink M.W. (1987). Regulation of the ,malic® enzyme in MNeurospora crassa. Can. J

fdicrobiol £3: 1211-1221.

Anhang

Teile der vorliegenden Arbeit sind in folgenden Artikeln verdffentlicht worden:

Peters-Wendisch P.G., Eikmanns B.J., Thierbach G., Bachmann B. & Sahm H.

(1883). Phosphoenolpyruvate carboxylase in Corynebacienum glutamicum i
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Peters-Wendisch P.G., Wendisch V.F., de Graaf AA., Eikmanns B.J. & Sahm H.
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carboxylase-deficient Corynebacterium glutamicum. Arch. Microbicl. 165: 387-396.
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