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Abstract
Corynebacterium glutamicum is able to use a variety of nitrogen sources including ammonium and glutamine. The assimilation of these nitrogen sources was investigated in this study by characterization of different deletion mutants. When ammonium, the preferred nitrogen source, was used, the glutamate dehydrogenase (GDH) was supporting fast growth and maintaining a high glutamate concentration. Deletion of the gdh gene encoding GDH led to the induction of the nitrogen starvation response, as it has also been shown recently, and internal glutamate decreased significantly. Glutamate synthase (GOGAT), which was synthesized under these conditions, took over glutamate formation. The absence of both, GDH and GOGAT, led to an influence of the glutaminase on glutamate formation. Assimilation of glutamine as nitrogen source resulted in the induction of the nitrogen starvation response in all strains, leading to the synthesis of the GOGAT, which was critical for fast growth and a high glutamate concentration. When the gltBD operon encoding GOGAT was deleted, a dramatic drop of the glutamate pool was detected and the intracellular glutamate concentration could only partially be maintained by glutaminase and most likely also by GDH. In the abscence of GOGAT and GDH, the glutamine-dependent amidotransferase LtsA was involved in glutamate synthesis with glutamine as nitrogen source. Altogether, it was shown that the cell is able to maintain a certain glutamate pool in the abscence of enzymes that are crucially involved in glutamate formation by means of different regulatory mechanisms, independent of the nitrogen source used. Moreover, it emerged that a high glutamate pool is important to support fast growth of C. glutamicum. Further work focused on the use of glutamine as carbon source in C. glutamicum. It was shown that glutamine is an extremely poor carbon and energy source in comparison to glucose. The glutaminase is critical for metabolizing glutamine as carbon source as it was stated by growth analyses as well as by determination of intracellular glutamate and glutamine pools. Until now, the indicator of the nitrogen status in C. glutamicum has not definitely been identified. In this study, it was shown that induced transcription of nitrogen-controlled genes by growth with either glutamine, glutamate or creatinine as nitrogen source was suppressed only within a few minutes upon addition of ammonium to the cultures. These results further supported the hypothesis that amongst others ammonium represents the nitrogen status of the cell. Since cultivation with urea as nitrogen source did not lead to the expression of nitrogen-controlled genes, rather internal than external ammonium seems to be sensed. Glutamate and glutamine could be excluded as possible indicators of nitrogen starvation within this work. The last part of this study dealt with the investigation of the role of the glutamine synthetase (GS) and the GS activity regulating adenylyltransferase GlnE within the nitrogen control scheme. Indications that deletion of the GS encoding glnA gene as well as of the GlnE encoding glnE gene result in the induction of the nitrogen starvation response even under good nitrogen supply could be confirmed within this work. Protein interaction studies by means of pulldown assays using either purified GS and C. glutamicum cell extract or purified GlnE and C. glutamicum cell extract confirmed the interaction of GS and GlnE. A possible interaction of the PII type signal transduction protein GlnK with either GS or GlnE could not be detected.
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Abstract
Corynebacterium glutamicum kann eine Vielzahl von Stickstoffquellen nutzen, darunter Ammonium und Glutamin. Die Assimilation dieser Stickstoffquellen wurde in dieser Arbeit durch die Charakterisierung verschiedener Deletionsmutanten untersucht. Mit Ammonium, der bevorzugten Stickstoffquelle von C. glutamicum, erhielt die Glutamatdehydrogenase (GDH) eine hohe Glutamatkonzentration aufrecht und garantierte ein schnelles Wachstum des Bakteriums. Durch Deletion des für die GDH kodierenden gdh-Gens wurde eine Stickstoffmangelantwort ausgelöst, wie es auch schon früher gezeigt wurde, und der Glutamatpool sank. Die Glutamatsynthase (GOGAT), die unter diesen Bedingungen synthetisiert wurde, übernahm in Abwesenheit der GDH zum Teil die Glutamatbildung. Waren weder GDH noch GOGAT vorhanden, so konnte auch ein Einfluss der Glutaminase auf den Glutamatpool beobachtet werden. Die Assimilation von Glutamin als Stickstoffquelle führte in allen Stämmen zu einer Stickstoffmangelantwort, was die Expression des für die GOGAT kodierenden gltBD-Operons auslöste. Die GOGAT war dabei gleichzeitig für ein schnelles Wachstum und die Aufrechterhaltung einer hohen Glutamatkonzentration verantwortlich. Die Deletion des gltBD-Operons führte zu einer starken Reduktion des Glutamatpools, und die Glutamatbildung wurde zum Teil durch die Glutaminase und wahrscheinlich auch durch die GDH übernommen. In Abwesenheit der GDH und der GOGAT war außerdem die Glutamin-abhängige Amidotransferase LtsA an der Glutamatsynthese mit Glutamin als Stickstoffquelle beteiligt. Insgesamt wurde festgestellt, dass C. glutamicum in der Lage ist, unabhängig von der eingesetzten Stickstoffquelle, in Abwesenheit entscheidend an der Glutamatbildung beteiligter Enzyme eine bestimmte Glutamatkonzentration durch verschiedene Regulationsmechanismen aufrechtzuerhalten. Dabei zeigte sich auch, dass ein hoher Glutamatpool für ein schnelles Wachstum von C. glutamicum sehr wichtig ist. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Glutamin von C. glutamicum auch als Kohlenstoffquelle genutzt werden kann, wobei es eine im Vergleich zu Glukose schlechte Kohlenstoff- und Energiequelle darstellt. An der Verstoffwechselung ist die Glutaminase entscheidend beteiligt, wie durch Wachstumsanalysen und Messung der intrazellulären Glutamat- und Glutaminkonzentrationen gezeigt wurde. Bisher wurde der Indikator des Stickstoffstatus in C. glutamicum nicht eindeutig identifiziert. In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass eine durch das Wachstum mit Glutamin, Glutamat oder Kreatinin als Stickstoffquelle ausgelöste Stickstoffmangelantwort durch einen Ammoniumpuls innerhalb weniger Minuten unterdrückt wird. Dadurch konnte die Vermutung, dass u.a. Ammonium den Stickstoffstatus der Zelle signalisiert, weiter bekräftigt werden. Da die Kultivierung mit Harnstoff zu einer Repression Stickstoff-regulierter Gene führte, wird vermutlich die intrazelluläre Ammoniumkonzentration wahrgenommen. Glutamat und Glutamin konnten als mögliche Indikatoren ausgeschlossen werden. In einem letzten Teil der Arbeit wurde die Stellung der Glutaminsynthetase (GS) und die der GS-Aktivität regulierenden Adenylyltransferase GlnE in der Stickstoffkontrolle untersucht. Zu Beginn der Arbeit gab es Hinweise, dass Deletionen der Gene glnA und glnE, die für die GS bzw. GlnE kodieren, schon unter guter Stickstoffversorgung zu einer Stickstoffmangelantwort führen, was in dieser Arbeit bestätigt wurde. Proteininteraktionsexperimente anhand von Pulldown-Analysen mit gereinigter GS und C. glutamicum-Zellextrakt bzw. mit gereinigtem GlnE und C. glutamicum-Zellextrakt konnten eine Interaktion von GS und GlnE bestätigen. Eine mögliche Interaktion des PII-Signaltransduktionsproteins GlnK mit der GS oder mit GlnE konnte nicht nachgewiesen werden.
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