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MICHAEL BOTT, STEPHANIE BRINGER-MEYER,
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FREUDL, JULIA FRUNZKE und TINO POLEN

Systemische Mikrobiologie –
Etablierung bakterieller Produktionsplattformen

für die Weiße Biotechnologie

Das Institut für Biotechnologie 1 des Forschungszentrums Jülich arbeitet auf dem Gebiet
der molekularen und angewandten Mikrobiologie. Die Forschung ist fokussiert auf Bakte-
rien mit dem Potenzial, sich als mikrobielle Multi-purpose-Produktionsplattformen für die
Weiße Biotechnologie zu etablieren, wie zum Beispiel Corynebacterium glutamicum, Glu-
conobacter oxydans oder Escherichia coli. Solche Plattformen können für die Herstellung
einer Vielzahl verschiedener industriell oder pharmazeutisch relevanter Produkte (zum
Beispiel Aminosäuren, organische Säuren, Polymervorstufen, technische Proteine, Phar-
maproteine) aus nachwachsenden Rohstoffen eingesetzt werden. Durch Kombination mi-
krobiologischer, biochemischer und molekulargenetischer Methoden mit den Hochdurch-
satztechnologien Transkriptomics, Proteomics und Metabolomics wird ein systemisches
Verständnis dieser Bakterien gewonnen, das als Basis dient, um alle zellulären Prozesse
im Hinblick auf den gewünschten Produktionsprozess zu optimieren (whole cell engineer-
ing). Ein faszinierender Aspekt der Forschungsarbeiten ist die Nutzung der synthetischen
Biologie. Dies beinhaltet die Etablierung heterologer und artifizieller Stoffwechselwege
unter Verwendung von Enzymen aus anderen Mikroorganismen oder Pflanzen sowie von
Enzymen mit neuen Funktionalitäten, die durch gerichtete Evolution gewonnen wurden.

Einleitung
Das Institut für Biotechnologie 1 bildet zusammen mit dem Institut für Biotechnologie 2
des Forschungszentrums Jülich sowie mit den Instituten für Molekulare Enzymtechnologie
und Bioorganische Chemie der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, die beide auf dem
Campus des Forschungszentrums angesiedelt sind, das Zentrum für Mikrobielle Biotech-
nologie (ZMB). Basierend auf den unterschiedlichen, sich ergänzenden Schwerpunkten
und Expertisen der vier Institute stellt das ZMB einen Forschungskern im Bereich der
Weißen Biotechnologie in Deutschland dar.

Eine sehr allgemeine Definition für die Weiße Biotechnologie lautet „White Biotechno-
logy is the application of nature’s toolset to industrial production“.1 Weiße Biotechnologie
nutzt Mikroorganismen oder isolierte Enzyme zur Herstellung von Produkten im indus-

1 EuropaBio (2003: 7).



228 M. Bott, S. Bringer-Meyer, M. Brocker, L. Eggeling, R. Freudl, J. Frunzke und T. Polen

triellen Maßstab.2 Mit Verfahren der Weißen Biotechnologie werden weltweit Waren im
Wert von circa 50 Milliarden € produziert. Hierzu gehören unter anderem (1.) essenzielle
Zusatzstoffe für die Ernährung von Mensch und Tier (zum Beispiel Aminosäuren, Vitami-
ne, Enzyme, Säurungsmittel); (2.) Ausgangssubstanzen, Wirkstoffe und Biokatalysatoren
für die chemische und pharmazeutische Industrie (zum Beispiel Bausteine für Kunststoffe,
Feinchemikalien, Zwischenprodukte, Antibiotika); (3.) Produkte für die Verbrauchsgüter-
industrie (zum Beispiel Waschmittelenzyme, kosmetische Wirk- und Effektsubstanzen,
spezialisierte Lebensmittel); (4.) Enzyme für umweltschonende Prozesse (zum Beispiel in
der Textil- und Papierindustrie). Biotechnologische Verfahren basieren überwiegend auf
dem Einsatz nachwachsender Rohstoffe und sind in vielen Fällen energie- und stoffeffi-
zienter als herkömmliche Verfahren. Prognosen besagen, dass im Jahr 2030 bis zu einem
Drittel der industriellen Produktion durch Weiße Biotechnologie erfolgt.

Die Anwendung isolierter Enzyme ist beschränkt auf Prozesse, bei denen die Umset-
zung des Substrates in das gewünschte Produkt nur sehr wenige Reaktionsschritte bein-
haltet. Dagegen erlauben intakte Mikroorganismen die Herstellung von Produkten, deren
Biosynthese eine Vielzahl von aufeinanderfolgenden enzymkatalysierten Reaktionen er-
fordert. Als Beispiel sei hier die Herstellung der Aminosäuren L-Glutamat (Geschmacks-
verstärker) und L-Lysin (Futtermittelzusatzstoff) aus Zuckern wie Glucose oder Saccharo-
se genannt, die heute in Mengen von mehr als 1,5 Millionen Tonnen pro Jahr beziehungs-
weise mehr als 0,8 Millionen Tonnen pro Jahr industriell mit Corynebacterium glutamicum
produziert werden.3 Diese Zahlen unterstreichen eindrucksvoll das biokatalytische Poten-
tial von intakten Mikroorganismen.

Metabolic engineering

Produktionsstämme für den industriellen Einsatz wurden in der Vergangenheit in der Regel
durch ungerichtete Mutagenese und Selektion oder Screening erzeugt. Mit der Etablierung
der rekombinanten DNA-Technologie Anfang der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts wur-
de erstmals das rationale Design von Produktionsstämmen mittels metabolic engineering
ermöglicht. Unter diesem Begriff versteht man die Verbesserung von zellulären Aktivitä-
ten durch Beeinflussung der Enzym-, Transport- und regulatorischen Funktionen der Zelle
unter Verwendung der rekombinanten DNA-Technologie.4 In Abbildung 1 ist das Grund-
prinzip des metabolic engineering dargestellt, das sich in den letzten Jahrzehnten als sehr
erfolgreich erwiesen hat und die Neukonstruktion beziehungsweise Verbesserung einer
Vielzahl von mikrobiellen Produktionsstämmen ermöglicht hat.

Die Effizienz der Stammentwicklung durch metabolic engineering hängt von mehreren
Faktoren ab. Erste Voraussetzung ist die Verfügbarkeit von zuverlässigen molekulargeneti-
schen Werkzeugen, mit denen Gene gezielt mutiert, deletiert oder in ihrer Expressionsstär-
ke verändert werden können. Zweite Voraussetzung ist ein möglichst umfassendes Wissen
über den Stoffwechsel und seine Regulation in dem Mikroorganismus der Wahl. Der Mi-
kroorganismus sollte apathogen und einfach zu kultivieren sein, eine relativ kurze Ver-
dopplungszeit besitzen (20 Minuten bis circa mehrere Stunden) sowie genetisch stabil und

2 Vgl. DECHEMA (2004).
3 Vgl. Shimizu und Hirasawa (2007) sowie Kelle et al. (2005).
4 Vgl. Bailey (1991).
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Abb. 1: Der Zyklus des metabolic engineering. Basierend auf dem bekannten Wissen zum Stoffwech-
sel und seiner Regulation werden genetische Modifikationen in den Ausgangsstamm einge-
führt, die den Kohlenstofffluss vom Substrat zu dem gewünschten Produkt leiten sollen. Die
entsprechenden Stämme werden charakterisiert und daraus Schlussfolgerungen für weitere
Möglichkeiten zur Stammverbesserung gewonnen. Mit Hilfe der postgenomischen Methoden
(„Polyomics“) kann die Stammcharakterisierung auf einer globalen Ebene erfolgen.

robust gegenüber den Stressfaktoren sein, die bei einer Kultivierung in Großfermentern
von bis zu 500 m3 Volumen auftreten (oxidativer Stress, Sauerstoffmangel, mechanischer
Stress, osmotischer Stress und so weiter). Als Konsequenz aus diesem Anforderungsprofil
wurden die meisten metabolic-engineering-Arbeiten der letzten Jahrzehnte vorzugsweise
mit einer relativ kleinen Zahl mikrobieller Spezies durchgeführt. Dazu gehören im Bereich
der eukaryontischen Mikroorganismen zum Beispiel Saccharomyes cerevisiae, im Bereich
der prokaryontischen Mikroorganismen zum Beispiel Escherichia coli und Corynebacte-
rium glutamicum.5

Mikrobielle Produktionsplattformen
Obwohl der Zentralstoffwechsel und die Biosynthesewege in vielen Mikroorganismen sehr
ähnlich sind, gibt es doch eine Vielzahl individueller Unterschiede im Hinblick auf die En-
zymausstattung und vor allem im Hinblick auf die Regulation des Stoffwechsels. Je besser
die Details des Stoffwechsels und seiner Regulation bekannt sind, desto effizienter und
schneller können metabolic-engineering-Ansätze zum Erfolg führen. Unser Institut kon-
zentriert sich daher in seinen Arbeiten auf eine relativ geringe Zahl von Bakterienspezies,
die als mikrobielle Produktionsplattformen für die Weiße Biotechnologie dienen können.
Dazu zählen C. glutamicum, Gluconobacter oxydans und E. coli. Insbesondere C. glutami-
cum steht im Mittelpunkt einer Vielzahl laufender Forschungsprojekte, basierend auf zwei

5 Vgl. Wendisch et al. (2006a).
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Jahrzehnten Erfahrung im Umgang mit diesem Bakterium.6 Wie bereits erwähnt, wird C.
glutamicum bisher vor allem für die Produktion von L-Glutamat und L-Lysin genutzt. Ar-
beiten der letzten Jahre haben jedoch gezeigt, dass diese Spezies auch für die Produktion
weiterer Metabolite sowie für die Produktion heterologer Proteine eingesetzt werden kann,
was anhand ausgewählter Beispiele im Folgenden dargestellt wird. Abbildung 2 gibt einen
Überblick über Produkte, die mit C. glutamicum als mikrobieller Produktionsplattform
bereits hergestellt werden, sowie über mögliche zukünftige Produkte.

L-Glutamat
1,5 Millionen t/a

Geschmacksverstärker

L-Lysin
> 0,8 Millionen t/a
Futtermitteladditiv

L-Serin
< 1.000 t/a

Pharmazeutika usw.

Proteine
Pharmaproteine,

technische Enzyme

Carbonsäuren
z. B. Succinat, Lactat

für Polymere usw.

Ethanol

Treibstoff

L-Valin
1.000–2.000 t/a
Pharmazeutika

L-Isoleucin

Pharmazeutika

Nukleotide
z. B. IMP, GMP

Geschmacksverstärker

Prolin

Pharmazeutika

heterologe Produkte
z. B. 1,5-Diaminopentan

als Polymervorstufe

neue Produkte
basierend auf

synthetischer Biologie

Abb. 2: Corynebacterium glutamicum als Produktionsplattform für die Weiße Biotechnologie. Es sind
Produkte aufgeführt, die mit diesem Bakterium beziehungsweise nahe verwandten Spezies
wie C. ammoniagenes produziert beziehungsweise für die entsprechende Produktionsstämme
entwickelt werden.

Serin-Produktion mit C. glutamicum

L-Serin ist eine nicht-essenzielle Aminosäure, die für Infusionslösungen, als Zusatzstoff
für Getränke oder als Feuchtigkeitsspender in Hautlotionen verwendet wird. Darüber hin-
aus wird L-Serin zusammen mit Indol auch als Substrat für die enzymatische Synthese von
L-Tryptophan eingesetzt. Um ausgehend vom C.-glutamicum-Wildtyp einen L-Serin-Pro-
duktionsstamm zu konstruieren, wurden folgende Modifikationen eingeführt (Abb. 3): (1.)
Die Feedback-Hemmung des ersten Enzyms der Serin-Biosynthese, der 3-Phosphogly-
cerat-Dehydrogenase (kodiert durch das serA-Gen), durch L-Serin wurde mittels Deletion
der 197 carboxyterminalen Aminosäurereste aufgehoben.7 (2.) Die Serin-Biosynthesegene
serA∆197, serB (Phosphoserin-Aminotransferase) und serC (Phosphoserin-Phosphatase)

6 Vgl. Eggeling and Bott (2005).
7 Vgl. Peters-Wendisch et al. (2002).
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wurden überexprimiert.8 (3.) Der Abbau des Serins durch die Serin-Dehydratase wurde
mittels Deletion des entsprechenden sda-Gens verhindert.9 (4.) Die Umsetzung von Serin
in Glycin und Methylen-Tetrahydrofolat wurde entweder durch verminderte Expression
des glyA-Gens für die Serin-Hydroxymethyltransferase reduziert oder durch reduzierte Fo-
lat-Versorgung von folsäureauxotrophen Stämmen.10 Der resultierende Stamm produziert
unter geeigneten Bedingungen bis zu 60 g/l L-Serin aus Glucose und wird industriell ein-
gesetzt.11 Dieses Beispiel zeigt die Leistungsfähigkeit der rationalen Stammkonstruktion
durch metabolic engineering.

Overexpression of serine
biosynthesis genes

Deletion of
serine dehydratase

Reduction of serine
hydroxymethyltransferase

activity

Overexpression of serine
biosynthesis genes

nicht ausreichend (0 mM Serin)feedbackresistente 3-Phospho-
glycerat-Dehydrogenase

Deletion of
serine dehydratase

Deletion der
Serin-Dehydratase

Reduction of serine
hydroxymethyltransferase

activity

Reduktion der Serin-
Hydroxymethyltransferase-

Aktivität

Produktion von
350 mM L-Serin

nicht ausreichend (0 mM Serin)

schwacher Effekt (~1 mM Serin)

stark positiver Effekt

Überexpression der 
Serin-Biosynthesegene

Abb. 3: Entwicklung eines L-Serin-Produktionsstammes von C. glutamicum ausgehend vom Wildtyp.
Durch vier Modifikationen wird ein Stamm generiert, der unter geeigneten Kultivierungsbedin-
gungen bis zu 60 g/l L-Serin ins Medium ausscheidet.

Produktion organischer Säuren und Ethanol mit C. glutamicum

Bisher wird C. glutamicum industriell ausschließlich für aerobe Produktionsprozesse ein-
gesetzt, in denen die Atmungskette eine wichtige Rolle spielt.12 Neue Studien zeigen, dass
der Organismus in Abwesenheit von Sauerstoff und Nitrat zwar nicht wachsen, aber Zu-
cker sehr effizient in organische Säuren wie L-Lactat, D-Lactat und Succinat umsetzen
kann oder auch in Ethanol. Organische Säuren wie Milchsäure (Lactat) oder Bernstein-
säure (Succinat) können als Vorstufen für Polymere (zum Beispiel Polylactid) und andere
industriell genutzte Verbindungen dienen, Ethanol als Biokraftstoff. Es wurde beschrie-
ben, dass Zellen eines C.-glutamicum-Stammes, bei dem das ldhA-Gen für die NAD+-

8 Vgl. Peters-Wendisch et al. (2005).
9 Vgl. Peters-Wendisch et al. (2005).
10 Vgl. Peters-Wendisch et al. (2005) sowie Stolz et al. (2007).
11 Vgl. Eggeling (2007).
12 Vgl. Bott und Niebisch (2003).
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abhängige L-Lactat-Dehydrogenase deletiert und das pyc-Gen für die Pyruvat-Carboxyla-
se überexprimiert wurde, bei regelmäßiger Zugabe von Natriumbicarbonat innerhalb von
46 Stunden 1,24 M (146 g/l) Succinat bilden kann, und zwar mit einer molaren Ausbeute
von 1,4 Mol Succinat/Mol Glucose.13 Ein anderer C.-glutamicum-Stamm, bei dem die en-
dogene NAD+-abhängige L-Lactat-Dehydrogenase durch eine NAD+-abhängige D-Lac-
tat-Dehydrogenase aus dem Milchsäurebakterium Lactobacillus delbrueckii ersetzt wurde,
konnte unter anaeroben Bedingungen aus Glucose innerhalb von 30 Stunden bis zu 1,34 M
(120 g/l) D-Lactat mit einer optischen Reinheit von mehr als 99,9 Prozent bilden.14 Für die
Konstruktion eines Ethanol bildenden C.-glutamicum-Stammes wurden die Gene ldhA und
ppc (kodiert für Phosphoenolpyruvat-Carboxylase) deletiert und die Gene pdc und adh aus
Zymomonas mobilis für die Pyruvat-Decarboxylase und die Alkohol-Dehydrogenase über-
exprimiert. Unter anaeroben Bedingungen und Einsatz einer hohen Zelldichte von 300 g
Feuchtzellen/l konnte dieser Stamm bis zu 642 mmol Ethanol/l/h (29,5 g/l/h) bilden.15

Produktion und Sekretion von Proteinen mit C. glutamicum

Technische Enzyme und Pharmaproteine bilden einen wichtigen Zweig der Weißen Bio-
technologie. Da grampositive Bakterien im Gegensatz zu gramnegativen Bakterien laut
Lehrbuch keine äußere Membran besitzen, können Proteine nach dem Export über die Cy-
toplasmamembran direkt in das Kulturmedium entlassen und daraus aufgereinigt werden.
Daher werden grampositive Bakterien wie verschiedene Bacillus-Arten oder Staphylococ-
cus carnosus als besonders geeignet für die sekretorische Produktion von Proteinen be-
trachtet. Allerdings zeigt die Erfahrung, dass Überproduktion und Sekretion wirtsfremder
(heterologer) Proteine in das Kulturmedium Prozesse sind, bei denen viele Parameter wie
der optimale Wirt, das optimale Signalpeptid, der optimale Sekretionsweg und die op-
timalen Kultivierungsparameter immer noch empirisch bestimmt werden müssen.16 Der
Transport eines Proteins über die Cytoplasmamembran kann entweder in der ungefalte-
ten Form über den Sec-Weg (secretory) oder in der gefalteten Form über den Tat-Weg
(twin-arginine translocation) erfolgen. In einer Studie, in der die Überproduktion und Tat-
abhängige Sekretion des grün fluoreszierenden Proteins GFP aus der Qualle Aequorea
victoria in den grampositiven Bakterien S. carnosus, Bacillus subtilis und C. glutamicum
verglichen wurde, zeigte sich, dass GFP nur in C. glutamicum in aktiver Form sekretiert
wurde.17 Erstaunlich dabei ist, dass es bereits seit vielen Jahren Hinweise darauf gab, dass
Corynebakterien wie auch die phylogenetisch nahestehenden Mycobakterien eine äußere
Membran besitzen. Diese Hinweise wurden jüngst durch elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen bestätigt.18 Anscheinend besitzen auch Corynebakterien und Mycobakterien
Mechanismen, die einen effizienten Transport von Proteinen über die äußere Membran, die
so genannte Mycomembran, erlauben.

13 Vgl. Okino et al. (2008a).
14 Vgl. Okino et al. (2008b).
15 Vgl. Inui et al. (2004).
16 Vgl. Brockmeier et al. (2006).
17 Vgl. Meissner et al. (2007).
18 Vgl. Hoffmann et al. (2008).
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Der globale Blick in die mikrobielle Zelle: „Polyomics“
Seit der Publikation der ersten vollständigen Genomsequenz eines Bakteriums (Haemo-
philus influenzae) im Jahr 1995 wurden neue Methoden zur möglichst vollständigen Er-
fassung und Quantifizierung nicht nur der DNA, sondern auch der RNA, der Proteine und
der Metabolite entwickelt, die heute unter den Begriffen Transkriptomics, Proteomics und
Metabolomics zusammengefasst werden (Abb. 4).19 Bereits früher war die Stoffflussanaly-
se basierend auf der NMR-Analyse von 13C-Isotopenmarkierungsmustern in Aminosäuren
etabliert worden, die heute meist durch die direkte Analyse der 13C-Isotopenmarkierung
von Metaboliten mittels GC-MS oder LC-MS/MS ersetzt worden ist.20

DNA RNA Protein Stoffwechsel

Substrate

Transkription Translation Enzymaktivität

3.000 Gene 3.000 mRNAs 3.000 Proteine

2.000 Enzyme
1.000 Metabolite

TranskriptomicsGenomics Proteomics Metabolomics Fluxomics

Produkte

Abb. 4: Globale Analyse der Zelle mit Hilfe von „Polyomics“. Im Institut für Biotechnologie werden die
oben dargestellten „omics“-Methoden eingesetzt, um ein möglichst umfassendes Verständnis
der Stoffwechsel- und Regulationsvorgänge in bakteriellen Modellorganismen für die Weiße
Biotechnologie zu gewinnen.

Im Institut für Biotechnologie sind die entsprechenden „omics“-Technologien etabliert
und werden für eine systembiologische Analyse der oben dargestellten mikrobiellen Pro-
duktionsplattformen eingesetzt.21 Ein wesentliches Ziel dabei ist ein umfassendes Ver-
ständnis der Regulationsvorgänge, wobei insbesondere die Transkriptionskontrolle sowie
die posttranskriptionale Regulation von Proteinen durch Phosphorylierung im Mittelpunkt
stehen. Die Arbeiten auf diesen Gebieten sollen hier an ausgewählten Beispielen darge-
stellt werden.

19 Vgl. Fleischmann et al. (1995).
20 Vgl. Oldiges et al. (2007).
21 Vgl. Wendisch et al. (2006b).
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Transkriptionskontrolle: Definition von Regulons in C. glutamicum

In der 2003 publizierten Genomsequenz von C. glutamicum wurden Gene für 127 Tran-
skriptionsregulatoren sowie 13 Zweikomponenten-Signaltransduktionssysteme identifi-
ziert.22 Zu diesem Zeitpunkt war nur die Funktion eines einzigen Transkriptionsregula-
tors bekannt. Durch Einsatz der DNA-Microarray-Analyse in Kombination mit Protein-
DNA-Interaktionsstudien konnte in den letzten Jahren die Funktion von mehr als einem
Dutzend dieser Regulatoren von uns identifiziert werden (Tab. 1). Ein wichtiger Aspekt
dabei war die Definition der jeweiligen „Regulons“, das heißt die Bestimmung der Gruppe
von unabhängigen Genen oder Operons, deren Transkription von einem gemeinsamen Re-
gulator (Repressor oder Aktivator) kontrolliert wird. Zusammen mit den Studien anderer
Arbeitsgruppen sind mittlerweile mehr als ein Drittel aller Transkriptionsregulatoren aus
C. glutamicum untersucht worden, so dass in naher Zukunft eine vollständige Analyse aller
Regulatoren realistisch erscheint.

Transkriptionsregulator
bzw. Zweikomponen-
tensystem

Funktion

LysG Regulator des Lysin-Exporter-Gens lysE ; Aktivierung der lysE-Expression
bei hohen zellulären Lysinkonzentrationen (vgl. Bellmann et al. 2001)

ClgR Regulator der Gene für die ATP-abhängige Clp-Protease sowie von DNA-
Reparaturgenen (vgl. Engels et al. 2004, Engels et al. 2005 sowie Russo
et al. 2009)

MtrAB Zweikomponentensystem, das Gene der Osmoregulation und des Zell-
wandmetabolismus reguliert (vgl. Möker et al. 2004 sowie Brocker und
Bott 2006)

AcnR Repressor des Aconitase-Gens acn (vgl. Krug et al. 2005)

RipA Repressor von Genen für verschiedene eisenhaltige Proteine, der unter
Eisenmangel gebildet wird (vgl. Wennerhold et al. 2005)

DtxR Globaler Regulator der Eisen-Homöostase, kontrolliert die Expression von
mehr als 50 Genen, zum Beispiel für Eisen-Aufnahmesysteme und RipA
(vgl. Wennerhold und Bott 2006)

PhoRS Zweikomponentensystem, das Gene der Phosphatmangel-Antwort regu-
liert (vgl. Kocan et al. 2006 sowie Schaaf und Bott 2007)

SugR Regulator der Gene der Zuckeraufnahme, der Glykolyse und der NAD+-
abhängigen L-Lactat-Dehydrogenase (vgl. Engels und Wendisch 2007 so-
wie Engels et al. 2008)

LldR Repressor der Gene für einen Transporter und die chinonabhängige L-
Lactat-Dehydrogenase (vgl. Georgi et al. 2008)

GntR1/GntR2 Funktionell redundante Regulatoren, die unter anderem die Expression
von Genen des Gluconat-Stoffwechsels und der Glucoseaufnahme kon-
trollieren (vgl. Frunzke et al. 2008)

CitAB Zweikomponentensystem, das die Expression der Citrattransporter-Gene
citH und tctCAB reguliert (vgl. Brocker et al. 2009)

GlyR Regulator des glyA-Gens für die Serin-Hydroxymethyltransferase (vgl.
Schweitzer et al. 2009)

Tab. 1: Transkriptionsregulatoren und Zweikomponentensysteme von C. glutamicum, deren Funktion
am Institut für Biotechnologie 1 analysiert wurde

22 Vgl. Kalinowski et al. (2003) sowie Kocan et al. (2006).
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Transkriptionskontrolle des Citratzyklus in C. glutamicum

Ein besonderer Schwerpunkt unserer Arbeiten der letzten Jahre lag auf dem Gebiet der
Regulation des Citratzyklus. Dieser Zyklus spielt eine zentrale Rolle im Stoffwechsel,
indem er einerseits mit 2-Oxoglutarat und Oxalacetat die Vorstufen für die Biosynthese
der Aminosäuren der Glutamat- und der Aspartatfamilie liefert, andererseits aber auch die
ATP-Synthese durch oxidative Phosphorylierung antreibt. Bei der industriellen Lysinpro-
duktion ist allerdings die Oxidation von Acetyl-CoA zu CO2 im Citratzyklus nur in be-
grenztem Maß wünschenswert, da sie zu einem signifikanten Verlust an Kohlenstoff führt.
Aus diesem Grund ist ein Verständnis der genetischen Kontrolle des Citratzyklus wichtig.
Unsere Arbeiten sowie die anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass viele Gene des
Citratzyklus auf transkriptioneller Ebene komplex reguliert werden (Abb. 5). Im Fall des
Aconitase-Gens acn wurden von uns bisher drei verschiedene Transkriptionsregulatoren
identifiziert (AcnR, RipA, RamA), im Fall des Succinat-Dehydrogenase-Operons sdhCAB
sogar vier (DtxR, RipA, GlxR, RamA).23 Diese Ergebnisse zeigen, dass die Zelle die Syn-
these der Citratzyklus-Enzyme sehr aufwändig kontrolliert, vermutlich um die Aktivität
des Zyklus jeweils optimal an die aktuelle Stoffwechselsituation anzupassen.

Posttranskriptionale Regulation durch
Serin/Threonin-Proteinkinasen und
die Entdeckung eines neuen Regulationsmechanismus
Bei der Analyse der rasant wachsenden Zahl bakterieller Genomsequenzen wurde deut-
lich, dass früher als typisch eukaryontisch betrachtete Signaltransduktionsproteine, die
Serin/Threonin-Proteinkinasen (STPKs), auch in vielen Prokaryonten vorkommen. Aller-
dings ist ihre Funktion dort bisher nur in Einzelfällen bekannt. Im Genom von C. glutami-
cum konnten vier Gene für STPKs identifiziert werden, die als PknA, PknB, PknG und
PknL bezeichnet werden. Eine globale Analyse der Proteinphosphorylierung an Serin-
und Threoninresten ist mit Hilfe der zweidimensionalen Polyacrylamid-Gelelektrophore-
se (2D-PAGE) möglich, da durch die Einführung der Phosphorylgruppe eine Verschiebung
des isolelektrischen Punktes des Proteins zu tieferen pH-Werten erfolgt und damit zu einer
Trennung vom nicht-phosphorylierten Protein. Ein Vergleich mittels 2D-PAGE eines C.-
glutamicum-Stammes, in dem das Gen für PknG deletiert wurde, mit dem Wildtyp er-
möglichte die Identifizierung eines 15-kDa-Proteins als Substrat der Proteinkinase G.24

Weiterführende Untersuchungen führten zur Aufklärung eines neuartigen Regulationsme-
chanismus des 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes, der im Citratzyklus die oxidati-
ve Decarboxylierung von 2-Oxoglutarat zu Succinyl-CoA katalysiert (Abb. 6).25 Im un-
phosphorylierten Zustand bindet das 15-kDa-Protein an die Oxoglutarat-Dehydrogenase-
Untereinheit A (OdhA-Untereinheit) des 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes und
hemmt dessen Aktivität. Daher wurde dem 15-kDa-Protein der Name OdhI gegeben, ein
Akronym für „Oxoglutarat-Dehydrogenase-Inhibitor“. Durch Phosphorylierung des OdhI-
Proteins am Threoninrest 14, katalysiert durch die Proteinkinase PknG, wird die Bindung

23 Vgl. Emer et al. (2009) sowie Bussmann et al. (2009).
24 Vgl. Niebisch et al. (2006).
25 Vgl. Niebisch et al. (2006).
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Abb. 5: Komplexe transkriptionelle Kontrolle der Citratzyklus-Gene in Corynebacterium glutamicum.
Der Citratzyklus spielt eine zentrale Rolle im Stoffwechsel für die Bereitstellung von Redukti-
onsäquivalenten in Form von NADPH, NADH und reduziertem Menachinon und für die Bereit-
stellung der Vorstufen Oxalacetat und 2-Oxoglutarat für die Biosynthese von Aminosäuren. In
den letzten Jahren konnten wir und andere Arbeitsgruppen zeigen, dass die Expression vieler
Citratyklus-Gene einer komplexen Kontrolle durch mehrere Transkriptionsregulatoren unter-
liegt. Auf diese Weise kann die Aktivität der entsprechenden Enzyme exakt an verschiedenste
Stoffwechselbedingungen angepasst werden. Für ein systemisches Verständnis erforderlich
ist die Kenntnis der Effektoren, die die Aktivität der Transkriptionsregulatoren steuern. Für eini-
ge der Regulatoren wie AcnR, RamA und RamB konnten diese Effektoren bisher noch nicht
identifiziert werden.

von OdhI an OdhA und die Hemmung der Enzymaktivität aufgehoben.26 Außer durch
PknG kann OdhI auch noch durch eine oder mehrere der drei anderen Proteinkinasen
phosphoryliert werden, zum Beispiel durch PknA und PknB am Threoninrest 15. Aller-
dings ist in diesem Fall der physiologische Effekt der Phosphorylierung noch nicht genau
bekannt.

Das OdhI-Protein:
Molekularer Mechanismus und physiologische Funktion
Das OdhI-Protein besteht aus einem N-terminalen Bereich und einer C-terminalen so
genannten FHA-Domäne (forkhead-associated domain).27 FHA-Domänen sind definiert

26 Vgl. Niebisch et al. (2006).
27 Vgl. Niebisch et al. (2006).
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Abb. 6: Ein neuartiger Mechanismus zur Regulation der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Aktivität in Co-
rynebacterium glutamicum und seine Rolle bei der Glutamatbildung. Das OdhI-Protein wurde
als Substrat der Serin/Threonin-Proteinkinase PknG identifiziert. PknG phosphoryliert OdhI
am Threoninrest 14. Neuere Arbeiten zeigen, dass neben PknG auch die drei anderen in C.
glutamicum vorkommenden STPKs PknA, PknB und PknL das OdhI-Protein phosphorylieren
können, PknA und PknB wahrscheinlich am Threoninrest 15. Die Dephosphorylierung erfolgt
durch die Phospho-Serin/Threonin-Proteinphosphatase Ppp. In der unphosphorylierten Form
bindet OdhI an die OdhA-Untereinheit des 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes und inhi-
biert seine Aktivität. Diese Hemmung führt zu einer verstärkten Umsetzung von 2-Oxoglutarat
in L-Glutamat. In C. glutamicum-Stämmen, denen das OdhI-Protein fehlt, ist die Glutamataus-
scheidung drastisch gehemmt.

durch ihre Eigenschaft, spezifisch an Phosphothreonin-Epitope von Proteinen zu binden.28

So wird zum Beispiel vermutet, dass im Fall von OdhI die FHA-Domäne für die Interak-
tion mit den STPKs verantwortlich ist, die sehr häufig autophosphoryliert vorliegen. Die
kürzlich publizierten NMR-Strukturen von unphosphoryliertem und an Threonin-15 phos-
phoryliertem OdhI zeigen, dass der N-terminale Bereich im unphosphorylierten Zustand
hochflexibel ist und keine definierte Tertiärstruktur einnimmt. Nach Phosphorylierung an
Threonin-15 erfolgt eine intramolekulare Bindung des Phosphothreoninrestes an die FHA-
Domäne.29 Laufende Untersuchungen in unserem Institut versuchen, die Interaktion von
OdhI mit dem OdhA-Protein der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aufzuklären.

Die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase ist an einem wichtigen Verzweigungspunkt im Stoff-
wechsel lokalisiert: 2-Oxoglutarat kann entweder im Citratzyklus weiter oxidiert werden
oder alternativ durch die Glutamat-Dehydrogenase reduktiv mit NADPH und Ammoni-
um zu L-Glutamat aminiert werden. L-Glutamat ist Vorstufe für weitere Aminosäuren,

28 Vgl. Mahajan et al. (2008).
29 Vgl. Barthe et al. (2009).
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aber auch der wichtigste Aminogruppendonor in der Zelle. Die publizierten Km-Werte
der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (zwischen 0,02 und 0,08 mM) und der Glutamat-De-
hydrogenase (5,7 mM) für 2-Oxoglutarat unterscheiden sich um einen Faktor größer 70.
Die Hemmung der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase durch OdhI ist also möglicherweise not-
wendig, um unter bestimmten Bedingungen den Kohlenstofffluss in Richtung Glutamat zu
lenken und damit die Versorgung der Zelle mit Stickstoff und der Glutamatfamilie der
Aminosäuren sicherzustellen.30

Das OdhI-Protein ist essenziell für die Glutamatproduktion
C. glutamicum wurde aufgrund seiner Fähigkeit isoliert, unter Biotinmangel oder einer
Vielzahl weiterer induzierender Bedingungen, wie zum Beispiel durch Zugabe von Inhibi-
toren der Zellwandsynthese (Penicillin, Ethambutol) oder durch Zugabe bestimmter Deter-
genzien (Tween-40, Tween-60), Glutamat auszuscheiden. Die molekularen Ursachen, die
zur Glutamatsekretion führen, sind trotz vieler Studien bisher nur teilweise verstanden. Ein
wichtiger Aspekt ist eine reduzierte 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Aktivität und ein damit
einhergehender verstärkter Kohlenstofffluss von 2-Oxoglutarat in Richtung Glutamat. Die
Entdeckung, dass die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Aktivität von OdhI in Abhängigkeit
von dessen Phosphorylierungszustand beeinflusst wird, lieferte einen neuen Ansatzpunkt
zu einem molekularen Verständnis. Tatsächlich konnten wir zeigen, dass die Glutamat-
produktion in einem C.-glutamicum-Stamm, in dem das odhI-Gen deletiert wurde, fast
vollständig gehemmt ist (nur noch ein bis 13 Prozent der Glutamatproduktion des Wild-
typs), und zwar unter vier verschiedenen Glutamat-Induktionsbedingungen (Biotinlimi-
tierung oder Zugabe von Tween-40, Penicillin G oder Ethambutol).31 Damit wurde die
entscheidende Bedeutung des OdhI-Proteins für die Glutamatproduktion nachgewiesen.
In zukünftigen Studien muss jetzt untersucht werden, welchen Einfluss die verschiedenen
Induktionsbedingungen auf den OdhI-Phosphorylierungszustand und gegebenenfalls die
OdhI-Konzentration in der Zelle haben.

Neue Perspektiven für die Weiße Biotechnologie:
Die synthetische Biologie
Trotz der vielfältigen Stoffwechselwege, die die Natur zu bieten hat, gibt es doch eine
große Zahl an wertvollen und interessanten Verbindungen, für die keine natürlichen bio-
chemischen Synthesewege bekannt sind. Es gibt daher einen Bedarf an neuen, syntheti-
schen Biosynthesewegen und neuen enzymatischen Aktivitäten, mit denen auch solche
Verbindungen biotechnologisch hergestellt werden können. Grundlage dafür sind (1.) die
derzeit bekannten und charakterisierten Enzyme, die neu kombiniert werden können, (2.)
der Einsatz von Enzymen, die aufgrund ihrer breiten Substratspezifität auch andere als
ihre natürlichen Substrate umsetzen können sowie (3.) die Möglichkeit, Enzyme durch ge-
richtete Evolution für die Umsetzung der gewünschten Reaktion neu zu entwickeln. Wenn
die notwendigen Enzyme vorhanden sind, müssen sie in einem geeigneten Wirtsorganis-
mus kombiniert werden. Auch hier sind Plattformorganismen wie E. coli oder C. glutami-

30 Vgl. Bott (2007).
31 Vgl. Schultz et al. (2007).
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cum wieder erste Wahl, für die effiziente gentechnische Methoden etabliert sind und deren
Stoffwechsel im Hinblick auf die Bereitstellung der Vorstufen für das gewünschte Produkt
optimiert ist. Abbildung 7 gibt einen Überblick über die Schritte bei der Etablierung syn-
thetischer Stoffwechselwege. Dieser Zweig der synthetischen Biologie stellt eine logische
Weiterentwicklung des metabolic engineering dar und wird am Institut für Biotechnologie
in den nächsten Jahren ein wichtiges Forschungsthema sein.

1. Design des neuen Stoffwechselwegs:
• Identifizierung theoretisch möglicher Stoffwechselwege

zum Zielprodukt basierend auf bekannten Stoffwechsel-
wegen und bekannten enzymkatalysierten Reaktionen

• Auswahl des Wegs, der für die experimentelle
Realisierung am besten geeignet ist

2. Bereitstellung/Generierung der benötigten Enyzme: 
• Klonierung
• Gensynthese
• Optimierung der Genexpression
• Enzymevolution

3. Implementierung des neuen Wegs 
in Wirtsorganismen:

• Identifizierung des am besten geeigneten Wirts 
• Übertragung der benötigten Enzymgene in den Wirt
• Optimierung der zellulären Funktionen im Hinblick auf die 

Herstellung des Zielprodukts

Abb. 7: Schritte zur Etablierung synthetischer Stoffwechselwege. Für viele interessante Produkte gibt
es keine bekannten Biosynthesewege in der Natur. Um solche Produkte trotzdem biologisch
herstellen zu können, müssen neue, synthetische Stoffwechselwege entworfen und realisiert
werden. Grundlage dafür ist das Wissen über die derzeit bekannten Enzyme und Stoffwech-
selwege.
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