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i Einieftung

Wihrend traditionell fiir die mikrobielle Ethanolproduktion aus
nachwachsenden, zuckerhaltigen Rohstoffen die Hefe Saccharomyces
cerevisiae eingesetzt wird, gewinnt das gram-negative, anaerobe
Bakterium Zymomonas mobilis seit einiger Zeit zunehmendes Inte-
resse (ROGERS ET AL., 1982; BRINGER ET AL., 1584). Das zu Beginn
dieses Jahrhunderts aus girendem Agavensaft isolierte Bakterium
Z. mobilis (LINDNER, 1928) ist in den tropischen Teilen Amerikas,
Asiens und Afrikas an der Erzeugung alkoholischer Getrdnke aus
Pflanzensiften beteiligt (SWINGS UND DE LEY, 1977). Z.mobilis me-
tabolisiert Substrate im Gegensatz zur Hefe nicht iiber den EMB-
DEN-MEYERHOFF-PARNAS-Weg sondern {iber den ENTNER-DOUDOROFF-Weg,
(ENTNER UND DOUDOROFF, 1952: GIBBS UND DE MO0SS,1951; KERSTERS UND
DE LEY, 1968), der pro Mol umgesetzte Glukose nur 1 Mol ATP lie-

fert.

Die Ethanolproduktion mit Z.mobilis ist im Vergleich zur Hefe aus
folgenden Griinden effizienter. Zum einen ist die Ethanolausbeute
von 95% wegen der geringeren Biomassebildung um 5% gesteigert,
zum anderen ist die spezifische Ethanolbildungsrate aufgrund des
schnelleren Stofftransports in das kleinere Bakterium und der ho-
heren Wachstumsgeschwindigkeit, 6«7 fach erh&ht (BUCHHOLZ ET AL.,
1987). Die Prozessfilhrung ist einfacher als bei Hefen, da Z.mobi-
1is keinen Sauerstoff bendtigt, (EVELEIGH ET AL., 1983). Auch die
Toleranz des Bakteriums gegen pH- Werte von 3,5-7,5 , gegen Zuk-
kerkonzentrationen von bis zu 40% Glukose und Alkoholkonzentra-

tionen von bis zu 13%, sind im Hinblick auf eine industrielle An-

wendung gtinstig.

Da das Substratspektrum von Z.mobilis auf Glukose, Fruktose und
Saccharose begrenzt ist, sind zahlreiche, bisher ungenutzte Roh-
stoffe, wie z.B. Pentosen, als Ausgangsstoffe fiir Fermentationen
ausgeschlossen, (SAHM, 197%9), die eine grofitechnische Anwendung

von Z.mobilis fiir die Alkoholgewinnung noch interessanter mach-

ten.
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Es ist daher erstrebenswert, das Substratspektrum dieses Bakte-
riums mit Hilfe gentechnischer Methoden, durch die Expression he-
terologer Gene fiir neue Stoffwechselwege, z.B. auf die Pentose,

Xylose, zu erweitern.

Xylose gehdrt als Bestandteil der Hemicellulosen, die 25-40% der
pflanzlichen Biomasse ausmachen, zu den weitest verbreiteten Koh-
lenhydraten in der Natur, (SAHM, 1979). Die Pentose bildet in den
Xylanen die Hauptketten, bestehend aus etwa 200 p-1,4-glykosi-
disch verkniipften Einheiten, an die verschiedene Zuckerseiten-
ketten gebunden sein k&nnen, (SAHM,1979). Xylane fallen in grofen
Mengen als land- und forstwirtschaftliche Riickstdnde, wie Stroh
und Holz an, (GONG ET AL., 1981). Inzwischen gibt es verschiede-
ne, umweltfreundliche Methoden, z.B."ORGANOCELL"- und "ASAM"-Ver-
fahren, die eine schonende Isolierung dieser Polymere ermdgli-
chen, (KIRK UND ERIKSSON,1990). Dariiberhinaus liegt Xylose zu bis
zu 4% in den Sulfitablaugen der Zellstoffindustrie vor, die zur
Zeit noch als Abfallprodukt verbrannt wird, (BIELY, 1985).

Bislang wurde kein Organismus gefunden, der Xylose genauso effi-
zient wie Glukose zu Ethanol vergdren kann. Viele Bakterien ver-
werten Xylose zwar gut, produzieren jedoch in einer Gemischten
Sduregdrung neben Ethanol eine Reihe unerwlinschter Nebenprodukte
und verfiigen nur idber eine geringe Ethanoltoleranz, (ROSENBERG,
1980). Durch gentechnische Verdnderung von z.B. Escherichia coli
oder Klebsiella planticola, gelang es die Bildung der Nebenpro-
dukte zu reduzieren und Ethanolausbeuten wvon 85-50% zu erzielen
(ATPHERTUM ET AT, ,1989:CONWAY ET AL.,1989; FELDMANN ET AL.,1989),

jedoch zeigten die Stdmme nur geringe Ethanoltoleranz.

Hefen sind ebenfalls in der Lage Xylose zu metabolisieren, jedoch
erfolgt der Xylose- Abbau bei der Mehrzahl der St&mme nur aerob.
Geringer anaerober Umsatz von Xylose zu Ethanol wurde bei weni-
gen Arten von Pachysolen tannophilus, Candida tropicalis, Candida
shehatae, und Pichia stipitis (JEFFRIES, 1983) gefunden. Bei die-
sen Hefen scheint die Umwandlung von Xylose zu Xylulose von Sau-
erstoff unabhingig zu sein. Jedoch findet unter anaeroben Bedin-
gungen zwar Alkoholproduktion,; aber kein Zellwachstum statt (DU
PREEZ ET AL., 1986}).




Das Hauptproblem der ZXylosefermentation bei Hefen, liegt vermut-
lich in der Umwandlung von Xylose zu Xylulose, (BRUINENBERG ET AL,
1983). Hefen isomerisieren Xylose nicht wie Bakterien direkt zu
Xylulose, sondern reduzieren Xylose zundchst mit einer Xylose-Re-
duktase zu Xylitol und oxidieren anschliefend mit einer Xylitol-
Dehydrogenase zu Xylulose. Aufgrund der hdufig unterschiedlichen
Coenzymabhdngigkeiten der beiden Enzyme (NADPH bzw.NAD+) und dem
Fehlen einer Transhydrogenase kommt es unter anaeroben Bedingun-
gen in vielen Hefen zu einem Redoxungleichgewicht und zur Bildung
von Xylitol, (BRUINENBERG ET AL.,;1983).

In den letzten Jahren wurden gentechnische Methoden zur EKon-
struktion eines Xylose fermentierenden Saccharomyces cerevisiae
Stammes eingesetzt. Um die mit der zweistufigen Umsetzung von Xy-
lose zu Xylulose verbundenen Schwierigkeiten zu umgehen, war eine
direkte Isomerisierung der Xylose zu Xylulose durch Einfiihrung
des bakteriellen ZXyloseisomerase-Gens angestrebt, (HO ET AL.,
1983; WILHELM UND HOLLENBERG, 1984; SARTHY ET AL., 1987; AMORE ET
AL., 1989). Die Xyloseisomerase-Gene aus Escherichia coli, (SAR-
THY ET AL.,1987), Bacillus subtilis,(WILHELM UND HOLLENBERG,1984;
AMORE ET AL.,1989) und Actinoplanes missouriensis, (AMORE ET AL.,
1989) liefen sich in S.cerevisiae zwar unter Xontrolle von Hefe-
promotoren exprimieren, jedoch war das Translationsprodukt inak-
tiv. Weitere Ansdtze beschdftigten sich mit der Etablierung der
Gene fiir Xylose-Reduktase und Xylitol-Dehydrogenase aus Pichia
stipitis (AMORE, Dissertation Diisseldorf,1990; KOTTER, Disserta-
tion Diisseldorf, 1991) in einer S.cerevisiae Mutante, die Xylulo-
se anaercb fermentierte. Die Expression der beiden Gene (fiihrte
zur Verwertung von Xylose und zum Zellwachstum, jedoch nur in Ge-
genwart von Sauerstoff. Damit ist bislang noch keine fiir die Al-

koholproduktion geeignete, Xylose vergdrende Hefe vorhanden.

In den letzten Jahren wurde von einigen Arbeitsgruppen versucht,
mit molekulargenetischen Ansédtzen das Substratspektrum von Z.mo-
bilis zu erweitern. Durch Einfiithrung des Transposons Tn951l, wel-
ches das gesamte Laktose Operons trug, auf dem mobilisierbaren
Vektor RP1::TnS51, gelang erstmals die Expression heterologer,
katabolischer Gene in Z.mobilis, (CAREY ET AL., 1983; GOODMAN ET
AL., 1984). Die Verwertung von Laktose war aber aufgrund sehr
niedriger PB-Galaktosidase- und Laktose~Permease Aktivitdten mi-

nimal und erméglichte den rekombinanten Stidmmen kein Wachstum auf

I Einleitung




Laktose als Kohlenstoff- und Energieguelle. Durch Expression des
Laktose-Operons unter Xontrolle eines Zymomonas-eigenen Promotors
konnten die Enzymaktivit&ten erhdht werden, (YANASE ET AL, 1988),
jedoch fiihrte erst die gleichzeitige Einbringung von gal-Operon
(gal EKT) und .lac-Operon unter Kontrolle eines Zymomonas-—eigenen
Promotors nach chemischer Mutagenese zu minimalem Wachstum der
Rekombinanten mit Laktose (BUCHHOLZ ET AL., 1989). Die Verwertung
der Laktose, schien durch Instabilitdten der Plasmide sowie
ineffizienter Aufnahme des Disaccharids limitiert 2zu sein. Auch
der Erfolg einen Cellobiose vergdrenden Z.mobilis Stamm mit einer
B~Glukosidase aus Xanthomonas albilineans zu konstrulieren, war
durch die schlechte Aufnahme des Disaccharids begrenzt, (SU ET
Al.., 1889). Es gelang bislang nicht, das Substratspektrum durch
Einfihrung des « -Amylase Gens aus Klebsiella oxvtoca (WALKER UND
PEMBERTON, 1988), bzw. Bacillus Iicheniformis (BRESTIC GOACHET ET
AL,.., 18290) auf Stdrke zu erweitern. Um die Bildung wvon Ethanol
aus Cellulose mit rekombinanten Z.mobilis Stdmmen zu erreichen,
wurden Versuche mit dem Cellulase-Gen aus C(ellulomonas uda CB4
(MISAWA ET AL., 1988), aus Erwinia chrysanthemi (BRESTIC GOACHET
ET AL.,1989%), dem Endoglukanase-Gen (eglX) aus Pseudomonas fluo-
rescens var.cellulosa (LEJEUNE ET AL., 1988) und dem B-Glukosida-
se-Gen aus Klebsiella oxytoca (WALKER UND PEMBERTON, 1988), baw.
Ruminococcus albus (MISAWA UND NAKAMURA, 1989) unternommen. Die
heterologen Gene liefen sich in Z.mobilis exprimieren, teilweise
auch unter Kontrolle des gen-eigenen Promotors,jedoch dienten die
Substrate in keinem Falle als Kohlenstoff- und Energiequelle.
Problematisch erwies sich h&ufig die Sekretion der rekombinanten
Excenzyme in Z.mobilis. Demzufolge waren die Enzyme teilweise in-
trazelluldr oder im Periplasma zu finden, (BRESTIC GOACHET ET
AL., 18989).

Auch erste Versuche zur Konstruktion eines Xylose-vergdrenden
Z.mobilig Stammes mit dem Xylose-Operon aus Xanthomonas sp. {(LIU
ET AL., 1988), fiihrte nicht zum Wachstum auf Xylose. Jedoch er-
fillt das Substrat Xylose eine entscheidende Voraussetzung flir
einen effizienten Umsatz, ndmlich die Aufnahme des Substrates in
die Zelle. Z.mobilis nimmt Xylose gut iiber das energieunabhin-
gige Glukose-Transportsystem auf, (DI MARCO UND ROMANO, 1985;
T.STRUCH,persdnliche Mitteilung), das auf Proteinsequenzebene er-
hebliche Homologie =zu einem FE.coli Xvlose-Transportsystem auf-

weist, (BARNELL ET AL., 1990).




Voraussetzung fiir den katabolen Stoffwechsel von Xylose in Bak-
terien sind die Enzyme Xyloseisomerase und Xylulokinase, kodiert
durch die Gene xylA und xylB, die in allen untersuchten Xylose
verwertenden Bakterien benachbart vorlagen.

In Bacillus subtilis lag eine negative Regulation durch einen
Repressor vor, (GARTNER ET AL., 1988), in Enterobakterien, wie E.
coli (DAVID UND WIESMEYER,1370), Klebsiella oxytoca, {(WILSON UND
MORTLOCK,1973) oder Salmonella typhimurium (SHAMANNA UND SANDER-
SON, 1979) wurde eine positive Regulation mit Xylose als Induk-
tor und der Aktivitdt eines cAMP/CRP-Komplexes gefunden, (DAVID
UND WIESMEYER, 1970; POSTMA UND LENGELER, 1985).

Das Gen fiir die Xyloseisomerase, die Xylose zu Xylulose isomeri-
siert, wurde aus zahlreichen Bakterien kloniert und sequenziert,
wie Actinoplanes missouriensis, (AMORE ET AL.,1389), Ampulariel-
la sp., (SABRRI ET AL.,1987), Bacillus subtilis, (WILHELM UND HOL-
LENBERG, 1985), wverschiedenen Clostridium-Stémmen, (LEE ET AL.,
1990; DEKKER ET AL.,1991), Escherichia coli X12, (BRIGGS ET AL.,
1984 : LAWLIS ET AL.,1984; SCHELLENBERG ET Al,.,1984), Staphylococ-
cus xylosus, (SIZEMORE ET AL., in press) und verschiedenen Strep-
tomyces Stimmen, (DROCOURT ET AL.,1988). Mit Hilfe von ROntgen-
strukturanalysen wurde der Mechanismus der Xyloseisomerasen weit-
gehend aufgekldrt, (CARREL ET AL.,1989; COLLYER ET AL.,1590).

Die Xylulokinase katalysiert die Phosphorylierung der ZXylulose.
Uber Struktur und Mechanismus dieses Enzym ist =zur Zeit noch
nichts bekannt. Partielle oder vollstdndige DNA-Sequenzen wurden
fiir Ampulariella sp., (SAARI ET AL.,1987); Escherichia coli X12,
(LAWLIS ET AL.,1984), und Staphylococcus xylosus, (SIZEMORE ET

AL, ,im Druck) beschrieben.

gur Einschleusung von Xylulose-5-Phosphat in den Zentralstoff-
wechsel sind die in Bakterien konstitutiv vorliegenden Enzyme des
nicht oxidativen Pentose-Phosphat-Weges erforderlich, (HOREK-~
KER,1962) die C5-Zucker-Phosphate in C3-und C6-Zucker-Phosphate
umsetzen. In Abb.I.l1. ist der Xyloseabbau iiber diese Reaktionen

schematisch dargestellt.
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Xyégse

Xyloseisomerase
Xyluiose _
Xylulokinase
ATP — — ADP
M PRE PRI

Xylulose-5-P Ribulose-5-P Ribose-5-P

M&S@

S-7-P G-3-P

X Transaldolase
E-4-P Fruktose-6-P

Transketolase

P+
G 3 P ngk‘i@se 6 P G-3-P = Glycerinaldehyd-3-P
E-4-P = Erythrose-4-P
8-7-P =Sedoheptulose-7-P
PRI =Ribose-5-P-Isomerase
PRE =Ribulose-5-P-Epimerase

Abb.I.1: Schema der Xyloseumsetzung in Bakterien liber den
Pentose-Phosphat~Weqg.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es,die Gene Xyloseisomerase und
Xylulokinase aus einem geeigneten Organismus zu klonieren und
nach molekularbioclogischer Charakterisierung in Zymomonas mobi-
lis zur Expression zu bringen, um damit die Grundvoraussetzung
fiir einen katabolen ZXylosestoffwechsel mit diesem Bakterium zu
etablieren, (Abb.I.2.). Hierfiir waren folgende Arbeiten auszu-
fiihren.

1) Zundchst war die Konstruktion eines geeigneten Expressions-—
vektors fiir Z.mobilis notwendig, auf dem sich das Xylose-QOperon
stabil exprimieren lief.

2) Anschliefend waren Einfliisse der Xylose-Gene auf den Stoff-
wechsel zu untersuchen und auftretende Engpdsse zu beseitigen.

3} Die Enzyme des Pentose-Phosphat-Weges waren in Z.mobilis
nachzuweisen, und im Falle zu niedriger Aktivitdten, sollten die-

se durch zus&dtzliches Einbringen des entsprechenden Gens gestei-

gert werden.




4} Durch sukzessives Einbringen definierter Gene fir den Xylo-
sestoffwechsel, jeweils gefolgt von Untersuchungen zur physiolo-
gischen Antwort der rekombinanten Z.mobilis Stémme, sollte die

Etablierung des neuen Stoffwechselweges ("metabolic design") er-

folgen.
D-Glukose D-Xylose
Cytoplasmamembran
rier .'
Glukose f——» 6 XylOse
XylA
& Xylulose
2-Keto-3-desoxy IR
8-Phosphoglukonai Y2 AP aDP
Weg
6 Xylulose-5-P

I
\ /[ Nicht oxidativer

Pentose-Phiosphat-Weg

Abb.I.2: Modell eines katabolen Xylose-Stoffwechsels mit rekombi-

nanten Z.mobilis Sté&mmen.
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i. Material und Methoden

1. Chemikalien und Enzyme

In der vorliegenden Arbeit wurden analysenreine Chemikalien der
Firma MERCK AG,Darmstadt verwendet. Restriktionsendonukleasen und
andere Enzyme wurden von der Firma BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim

bezogen. Produkte anderer Hersteller sind der nachfolgenden Liste

zZu entnehmen.

AM%%SHAMMBUCHLER, Braunschweig:
(84 S5-dATP

« 3%s-cTP

Dm{Uml C} Xylose

APPLIGENE, Heidelberg:
Phenol (wassexrgesdttigt)

BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim:
Acrylamid, reinst, 2xkrist., mind.29%
Ampicillin, Natriumsalz

ATP

Chloramphenicol, kristallisiert
Desoxy-Nukleotide

Dig DNA Labeling and Detection Kit
Dig RNA Labeling Kit (SP6/T7)
DNA-Packaging Kit

Eichproteine flir die SDS~-PAGE (Combithek)
Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
NAD (freie Sdure)

NADH (Dinatriumsalz)

NADP (Dinatriumsalz, ca.98%)

NADPH (Tetranatriumsalz, ca.98%)
Nukleotide
1,4-Piperazindiethansulfonsidure (PIPES)
Rinderserumalbumin, Fraktion V

SP6/T7 Transcription Xit

Tetracyclin, Hvdrochlorid
Thiaminpyrophosphat

DIANCOVA, Hamburg:
Geneclean Kit (BIO101 INC., La Jolla, USA)

DIFCO LABORATORIES, Detroit, USA:
Bacto~Trypton

Casaminoacids

Hefe~Extrakt

MacConkey Agar Base

GIBCO BRL, Eggenstein:
Agarose (Ultra Pure)
Cdsiumchlorid (Ultra Pure)
Phenol




OX0ID Deutschland, Wesel:
Gas Generating Kit

PALL BIQOSUPPORT DIVISION, Dreieich:
Biodyne A Transfermembranen P/N

PHARMACIA LKB, Freiburg:
T7-Sequencing Xit M_xit

PIERCE CHEMICAT, COMPANY, Oud Beijeriand, HNL:
Bicinchoninat (Na-Salz)
Coomassie Protein Assay Reagent

SCHLEICHER & SCHULL, Dassel, CH:
NL17 Membranfilter 0,45 um
NY 13N Nytran Transfermembranen 0,45 um

SERVA FEINBIOCCHEMICA GmbH, Heidelbergs:
Bisacrylamid

Nalidixinsdure

Natriumdodecylsulfat
N,N,N’,N’~Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Rifamycin

SIGMA CHEMIE, Miinchen:
Biotin
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol
Erythrose~4~Phosphat
Ethidiumbromid

Kanamycin, Monosulfat
Laurylsarcosinat
2-N-Morpholinoethansulfonsdure (MES)
Pantothenat (Ca-~Salz)
Phosphoriboseisomerase
Phosphoriboseepimerase
Ribose-5-Phosphat
Transketolase
Transaldolase
Tridthanolamin

Xylitol
Xylulose-5-Phosphat

2. Bakieriensidmme und Plasmide

Eigenschaften und Herkunft der in der vorliegenden Arbeit verwen-

deten Bakterienstdmme und Plasmide sind in den folgenden Tabellen

zusammengefafft. Die Bezeichnung der genetischen Marker erfolgte

dabei nach BACHMANN UND LOW, (1980).
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Stamm Genotyp

Referenz

Escherichia coli

CA 8000 thi HfrH

BRICKMAN ET AL.,
1973

MURRAY ET AL,
1977

LOW, 1968

BOYER UND ROULAND

LENGELER, 1980

ED8767 recA supE supF hsdS met thi
DH5 supkE hsdR recA end gyr thi relhd
HB101 F~ hsdS(rp mg ) rech ara proA lacyY
galk rpsl (Sm}) xyl-5 mtl supE lambda™ DUSSOIX, 1969
233 HfrC xyl-7 glp R® strA

LR2-168 F~ thi arg met his gal xyl-7 pho ton

supE rpsL galP

MV12/ trpE recA thr leu lacY (Km™ Cm®)

pPRts::Tnl725

$17-1 thi, F~, endAR, hsdR (r™m'), supk,

lambda™,pro, ::RP4-2

ECGL8 F™, hsdS (xrg'mp™), recA, ara, proa,

LENGELER, 1980

ALTENBUCHNER ET
AL, 1983

SIMON ET AL.,
1983

LUDWIG, 1987

lacY, galk, rpsL (Sm™), xyl-5, mtl,supE

DC1091  pfl

Klebsiella pneumoniae

KAY2026 F~, arg, gua, P1°

CLARK, D.P.,
Il1linois

SPRENGER UND
LENGELER , 1984

Tab. ls Verwendete E.coli XK12- und K.pneumoniae Stimme

Stammm

Relevanter Genotyp

Referenz

Zymomonas mobilis

ZM6 (ATCC 29191)
ZM1 (ATCC 10988)
CUL-Rif2

CP4 (ATCC 31821)

wildtyp
Wildtyp
RifR

ATCC 10888 Derivat)
Wildtyp

SWINGS UND DELEY,
1977

SWINGS UND DELEY,
1977

AFENDRA UND
DRAINAS , 1887
SWINGS UND DELEY,
1977

Tab. 2: Verwendete Z.mobilis Stimme

10




Plasmide Grope Relevante Marker Referenz
PRK2013 48, 0kb kan tra' FIGURSKI UND
HELSINKI, 1979
pPRTS1 130, 0kb kan cat tra® TS ALTENBUCHNER ET
AL., 1983
pPHC79 6,4kb bla tet cos HOHN UND COLLINS,
1980
pUC18/19 2,7kb bla lacZa VIEIRA UND
MESSING, 1982
pPGEM7Z ™ 3,0kb bla lacza PROMEGA, 1990
PSUP104 9:5 cat tet STMON ET AL.,
1983
pPPTZ1 6,9kb bla tet REYNEN ET AL.,
1990
pPPTZ3 6,7kb bla tet REYNEN ET AL.,
1990
pPTZom3 8,7kb bla tet DIESE ARBEIT
ptktase 4,5kb cat tkt’ SPRENGER, 1990
unverdffentlicht
pZNM134 7,3kb bla pdct REYNEN ET AL.,
1990
pZY200 ~ 40 kb bla xylAB DIESE ARBEIT
pZY190 17, 6kb bla xylAB DIESE ARBEIT
pPZY220 8.6kb bla xylAB DIESE ARBEIT
PEY240 6,9kb bla xylAB' DIESE ARBEIT
pZY235 7, 7kb tet xylA'B DIESE ARBEIT
PZY250 4,3kb bla xyla’ DIESE ARBEIT
pZY222 6,2kb bla xylAB DIESE ARBEIT
pIY224 6, 5kb bla xylAB, DIESE ARBEIT
pIY224a 5,9kb bla xylaB DIESE ARBEIT
pIY227 3,4kb bla py.; DIESE ARBEIT
p7Y221 12, 8kb tet xyIAB DIESE ARBEIT
pPZY225 12, 2kb tet xylAB DIESE ARBEIT
pIY226 13,9kDb tet xylAB DIESE ARBEIT
pZy228 14,8kb tet xylAB tkt DIESE ARBEIT

Tab. 3: Verwendete und neu konstruierte Plasmide

Die Ronstruktion der wichtigsten Plasmide ist im folgenden auf-

gelistets

pPZY200:

~

40 kb Sau3A Fragment chromosomaler DNA aus K.pneumo-

nige KAY2026 in BamHI-Schnittstelle von pHC79 ligiert; bla xylAB

pEYIS0: 14,9kb KpnI-Fragment aus pZY¥200 in KpnI-Schnittstelle
von pUCL1Y9 ligiert; 17,6kb, bla xylAB

pPZY220: 5,8kb KpnI-Fragment aus p#%Y¥190::Tnl725-1 in KpnI-
Schnittstelle von pUClY% kloniexrt: enthdlt 1,3kb Tni725-Anteil und

4,5kb chromosomales Insert; 8,6kb, bla xylAB

pPZY240: 4,1kb PstI- Fragment aus pZY220 in PstI- Schnittstelle
von pUCLY9 gebracht; 6,%b, bla xylAB’; Phinotyp in E.coli WT und
Mutanten Xyl~
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pPZY235: 2,9kb EcoRI-Fragment aus pZY¥220 in EcCoRI- Schnittstelle
von pACYC184 kloniert; 7,7kb, tet xylA'B

pZY250: 1,6kb EcoRI/PstI- Fragment aus pZY240 in EcoRI/ PstI
geschnittenen Vektor pUC19 ligiert; 4,3kb; bla xylA’+ 5'-upstream
- Bereich: Plasmid vermittelt E.coli WT und Mutanten Xyl Phanotyp

pZY¥250 g-2: 1,7kb HindIII- Fragment aus pz¥240 in Hind IXI-
Schnittstelle von pGEM7ZE";: 4,7kb, bla xyla’'+ 5’-upstream-Beveich;
Plasmid vermittelt in E.coli WT und Mutanten Xyl~ Phénotyp

pZY222: Xylose-Operon rekonstituiert durch Ligation des mit Eco
RI geschnittenen Plasmides p%Y¥250-exo 0,6 mit dem 2,9kb EcoRI=-
Fragment, welches aus pZY220 isoliert wurde; 6,2kb, bla xylAB

p%¥224: 0,7kb HindIII-Fragment aus pZY222 in HindIII-Schnitt-
stelle von pGEM7zf+ ligiert ; Klon mit xylA‘in Orientierung des
SP6-Promotors mit BcoRI nachgeschnitten und 2,9 kb EcoRI-Fragment
aus pZ¥220 anligiert, so daP xylAB rekonstitulert wurden; 6,5kb,

bla xylaB

pZ¥224a: pZY224 mit EcoRV/ XhoI gespalten, 5,9kb-Fragment iso-
liert, mit Klenow-Polymerase behandelt und religiert; 5,9%kb, bla
xylAB’; vermittelt in E.coli WT und Mutanten Xyl~ Phénotyp

pZY227: 0,35kb Pvul-Fragment aus pZ¥250¢g-2 isoliert (5'-"up-
stream" -Bereich mit Promotor und 25bp von xylA) mit Klenow-Poly-
merase iiberhdngende Enden abgedaut und in Smal-Schnittstelle von
pGEMTZf+ ligiert; xyl-Promotor in Orientierung des T7-Promotors;
3,35 kb, bia pxyl

pZ¥170: 1,7kb EcoRI/ SacI-Fragment aus pZY¥240, mit Klenow-Enzym
behandelt und in SmaI-~Schnittstelle von pUCl8 ligiert; 4,4kb, bla
xylA’, intergenische Region IGR, xylB’'

PZ¥233: 249kb EcoRI- Fragment aus pZY¥235 in EcoRI-Schnittstelle
von pGEM7Zf" ligierxrt; bla xylA'B

pZ¥237: 0,7kb EcoRV/ EcoRI-Fragment aus pzZY¥222 in Smal-Schnitt-
stelle von pUC18 ligiert; 3,4kb, bla xvIB’

p%¥221: 5,8kb KpnI- Fragment aus pZY¥220 in KpnI- Schnittstelle
von pPTZl kloniexrt; 12,8kb, tet xyIAiB

0%Y¥225: 3,5 kb Nsil/ Sphl Fragment aus pZY224 isoliert, mit
Klenow-Polymerase glatte Enden hergestellt und in Smal-Schnitt-
stelle des Expressionsvektors pPTZom3 ligiexrt; 12,2kb, tet xylAB

pPZY225-XR4, pZY225-XR7: Mutantenplasmide von pZY225
PZY226: 3,5 kb NsiI/ Sphl Fragment aus pZY¥224 isoliert, mit
Klenow-Polymerase glatte Enden hergestellt und in die Klenow-

behandelte Asp718-Schnittstelle von pPTZ7 ligiert; 13,9%kb, tet
xyvI1AB

pZY228: 2,6kb Sspl/ Scal-Fragment aus ptktase in Scal-Schnitt-
stelle von pZY225-XR4; 14,8kb, bla tet xylAB tkt
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pPTZom3: pPTZ3 mit EcoRI gespalten; 5,2 kb EcoRI- Fragment iso-
liert und religiert; entstandenes Konstrukt pPTZ3-02 mit Pvull
geschnitten; ori, ... als 0,8kb MspIl/ Scal-Fragment aus pDS3154
(C.DRAINAS) isoliért und in pPTZ3-02 ligiert (pPTZ ori3-1); pPTZ
ori3-1 mit EcORI restringiert und mit Klenow-Polymerase aufge-
fiillt:; das aus pSUP104 isolierte 2,7kb AvaI-Fragment (mob) wurde

in pPTZori3-1 ligiert; 8,7kb; tet OIipZMO3 mObpSUP104

3. fNahrmedien und Kulturbedingungen

Fiir die Anzucht der F.coli Stimme wurden folgende Medien verwen-

det:

ILB-Medium (nach LENNOX, 1855):
10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl,Aqua bidest. ad 11.
Zur Herstellung eines festen N#hrbodens wurde dem Medium 18g/1
Agar zugesetzt.Dieses Medium diente standardmdfig zur An=ucht wvon

E.coli Zellen.

¥McConkey Agar, (nach MacConkey, 1905):

40 g /1 McConkey Agar Base der Fa.DIFCO

Die Kohlenstoffguelle D-Xylose oder andere Zucker wurden dem Me-
dium nach dem Autoklavieren mit einer Endkonzentration von 1%
steril zugesetzt. Dieses Medium diente zur Identifizierung Xylose
vergirender E.coli Stdmme und daneben zur Unterscheidung zwischen
E.coli- und %.mobilis-Z%ellen nach der Filterkreuzung. Z. mobilis
wichst aufgrund der im Medium enthaltenen Gallensalze nicht auf
McConkey-Platten, wihrend E.coli je nach Kohlenstoffquelle rote

bzw. weife Kolonien bildet.

Minimalmedium (MM) (TANAKA ET AL., 1967):
MM wurde zur Anzucht von E.coli Zellen filir Enzymtests verwendet.
Fiir 1 1 Medium wurden folgende Komponenten separat autoklaviert,

gemischt und mit sterilem Aqua bidest. auf das Endvolumen aufge-

fiillt:
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Ldsung A 100 ml
Ldsung B 10 ml
RKohlenstoffquelle (40% in Agua bidest.) 10 ml
bei festen N&hrb8den Agar (18% in Aqua bidest.) 100 mil

Ldsung A (10x): 340 mM NaH4PO,, 660 mM K,HPO,, 200 mM
(NH, )5S0,

Losung B: (100x): 30 mM MgS0O,, 1 mM CaCl,, 1 mM ZnCl,,
0,1 m¥ FeSO,, 1 mM HC1

Erforderliche Aminosduren (Endkonzentration 20 pg/ml) wurden ste-
rilfiltriert und dem auf 48°C abgekihlten Medium zugesetzt.
Bei Anzucht von £.coli in Ndhrmedien mit Antibiotika wurden diese

dem Medium in den folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:

Ampicillin: 100ug/ml, Chloramphenicol: 25ug/ml
Kanamycins 25ug/ml, Nalidixinsdure: 25ug/ml
Rifamycin: 100ug/ml, Tetracyclin: 10pg/ml

Fiir die Rultivierung von Z.mobilis Std&mmen wurden folgende Me-~

dien verwendet:

Vollmedium (VM) (BRINGER ET AL., 1984):
10g/1 Hefeextrakt, 1g/1 KH,PO,, 1g/1 (NH,),SO,, 0,5g/1MgSO,. Als
Kohlenstoffquellen wurden standardmdfig 5% Fruktose oder Glukose
nach dem Autoklavieren zugesetzt. Fiir feste Nihrbdden wurden 18g/
1 Agar ergdnzt. Zur Selektion auf Antibiotiokaresistenz enthielt
das Medium =zusdtzlich noch die entsprechenden, sterilfiltrierten

Antibiotika in folgenden Konzentrationen:

Chloramphenicol (in 50% Ethanol): 100pg/ml
Nalidixinsdure (in 0,1 N NaOH): 40pg/ml
Rifamycin (in 50% Methanol): 100ug/ml
Tetracyclin (in 50% Ethanol): 30ug/ml

*Da Z.mobilis resistent gegen Nalidixinsdure ist (SWINGS UND DE
LEY, 1877), wurde dieses Antibiotikum zur Gegenselektion von
E.coli verwendet.

Mineralsalzmedium (ZMM) (modifiziert nach FEIN ET AL, 1983)
1,88 ¢g (NH,) 95045 1,0 g MgSQ0,e 7 Hy0; 3,48 g KH4POy; 0,21 g Tri-
Na-Citrat; 19,52 g MES Puffer; Aqua bidest. ad 879 ml, pH 5,5 mit
KCH. Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen wurden folgende Sub-

stanzen aus sterilfiltrierten Stammldsungen zugesetzt:
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10 ml FeSOgs 7H5O0 (100 mg/ml); 10 ml Biotinm (10 mg/ml); 1 ml Ca-
Pantothenat (1 g/ml); 100 ml Kohlenstoffquelle (50 g/100 ml).
In Mineralsalzmedium erfolgte die Anzucht von Z.mobilis Zellen

fiir Enzymtests und fiir intrazellulére Metabolitbestimmungen.

Kultivierungsbedingungen

Die Anzucht der E.coli Stdmme erfolgte aerob, in Flissigkulturen
unter Schiitteln bei 37°C (Reagenzgldser:G24 Environmental Incuba-
tor Shaker, Firma BRUNSWICK Scientific C.; USA; Erlenmeyerkolben:
Pilot-Shake der Firma Kiihner AG Apparatebau Basel, CH). Die Inku-
bationsdauer betrug 16-20 Stunden.

Die Kultivierung von Z.mobilis Std&mmen erfolgte in Anaerobenge-
fdfen der Firma BELLCO-GLASS-INC., New Jersey, USA oder in Zwei-
halskolben der Glasbldserei, KFA Jiilich GmbH, bei 30°C. Die Anae-
robiose stellte sich nach CO,-Entwicklung und Entweichen des
iiberschiissigen Gases durch einen Sterilfilter selbst in den Kul-
turen ein. Kulturen in Mineralsalzmedium wurden im Wasserbad
leicht geschiittelt. Fiir die Vorkultur wurden Medien von einer
Komplexmediumplatte mit einer Eingelkolonie beimpft und 20h inku-
biert. Fir die Hauptkultur wurden die Zellen steril abzentrifu-
giert und ohne Waschen zu einer ODggg von 0,2 in Mineralsalzme-
dium iiberfiihrt.

Medien filir intrazelluldre Metabolitbestimmungen und 14Cmelose—
Verwertung wurden mit einer CDgog = 5-6 beimpft. Fiir Experimente
mit 14Cm[U]=Xylose wurde das Inokulum einmal in Mineralsalzmedium

mit 2% Fruktose gewaschen.

Die Kultivierung von Z.mcbilis auf Agarplatten erfolgte bei 300C
in einem Anaerobentopf (OXOID Anaerobic), der mit einem H,/CO,-
Gasgemisch (OXOID Gas-Generating-Kit) geflillt war und einen Edel-
metallkatalysator enthielt (OX0OID, Wesel).

Zur Stammhaltung von E.coli- bzw. Z.mobilis-Stdmmen wurden glyce-
rinhaltige Dauerkulturen angelegt, die bei -20°C aufbewahrt wur-
den. Dazu wurden 10ml einer Ubernachtkultur in LB- bzw. VM-Medium
abzentrifugiert und das Zellsediment in 1 ml Komplexmedium + 1 ml

87% sterilem Glycerin aufgenommen.
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4, Bestimmung des Bakierienwachsiums

Tribungsmessunyg
Das Zellwachstum in Fliissigkulturen wurde photometrisch (Shimadzu

UV-160 Spektralphotometer, SHIMADZU,Diisseldorf) bel einer Wellen-
l84nge von 600 nm verfolgt. Bei einer ODgyq >0,5 wurde die Bakte-
rienkultur vor einer weiteren Messung mit Medium verdiinnt. Fur Z.
coli entspricht 1 Absorptionseinheit bei 600 nm einer Zellzahl
von ca. 10%/ml Kultur, flir Z.mobilis liegt sie bel ~2x108/ ml.

Trockengewichisbestimmung
Die Bakterienmasse wurde iiber eine Trockengewichtsbestimmung er-
mittelt. Hierzu wurden 10 ml Bakteriensuspension in einer Kihl-
zentrifuge (BECKMAN Kiihlzentrifuge) bel 40¢ mit 5000xg 15min. ab-
zentrifugiert und die sedimentierten Zellen zweimal mit eiskaltem
Aqua bidest. gewaschen. Das Sediment wurde in den vorbehandelten
(8-15h bei 10500, 8-15h im Exsikkator) Reagenzgldsern getrocknet
(8-15 h bei 105°C,8~15 h im Exsikkator) und anschliefend gewogen.
Das Trockengewicht ergab sich aus dem Mittelwert der Parallelbe-
stimmungen abziiglich des Leerwertes der RBhrchen. Einer ODggpq vOR

1 entsprach ein Trockengewicht von 0,28 mg/ml.

5, Genetische Methoden

8.1, Transformation von E.coli

Fiir die Transformation von E.coli mit superhelikaler Plasmid-DNA
wurden kompetente Zellen nach der Rubidiumchlorid-Methode herge-
stellt (HANAHAN, 1985). Die Zellen wurden in Aliquots zu 200 pl

aufgenommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C
bis zu 3 Monaten gelagert. Zur Transformation wurden jeweils 100

-1000 ng Plasmid-DNA eingesetzt.
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§.2. Filterkreuzung von E.coll und Z.mobilis

Rekombinante Plasmide wuxrden {iber ZXonjugation nach Z.mobilis
mobilisiert. Der E.coli Donor-Stamm S$17-1 enthd8lt chromosomal ein
Derivat des Plasmids RP4, welches die filir die Mobilisation eines
Vektors mit RPé4-gpezifischer mob-Region notwendigen Transfer-
(tra) Gene tragt (SIMON ET AL., 1983). Die Durchfithrung der Xon-
jugation wurde modifiziert nach einem Protokeoll wvon AFENDRA UND
DRAINAS, (1987) durchgefiihrt. Die Z.mobilis-Rezipientenstdmme wur-
den iiber Nacht in Xomplettmedium angezogen und anschlieffend zur
Konjugation eingesetzt.Ubernachtkulturen der rekombinanten E. co-
1i 817-1 Donor-Stémme in LB-Medium mit entsprechendem Antibioti-
kazusatz wurden 1:50 verdlinnt in frisches Medium {liberimpft und
nach Erreichen einer ODgyg von 0,6-0,8 eingesetzt. Donor- und Re-
zipientenstdmme wurden zweimal in LB- bzw.VM-Medium gewaschen und
dann 1l0-fach konzentriert in VM-Medium aufgenommen. Zur Konjuga-
tion wurden 4x108 Donorzellen mit 2x10% Rezipientenzellen ge-
mischt und auf sterile Membranfilter (NL17,0,45u,2,5cm SCHLEICHER
& SCHULL, Dassel), die zuvor auf Komplettmediumplatten gelegt
worden waren, in einem Volumen von etwa 100 pl aufgetropft. Die
Kreuzungsansdtze wurden 4 h bei 30°C inkubiert. Danach wurden die
Zellen mit 1ml VM-Medium von den Filtern in sterile 1,5ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefdfie abgeschwemmt. Die Zellen wurden durch Zen-
trifugation (13000 Upm, imin.) sedimentiert, in 200ul VM- Medium
resuspendiert und auf VM-Agarplatten mit Nalidixinsdure und dem
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Nach anaerober Inkuba-
tion der Konjugationsplatten bei 30°C iber einen Zeitraum von 3-6
Tagen, wuxden die Bakterienkolonien anschliefend zur Unterschei-
dung zwischen Z.mobilis- und E.coli Kolonien auf VM-Platten mit
Antibiotikum ausgestrichen und parxrallel dazu auf McConkey-N&hr-
boden, auf denen Z.mobilis aufgrund der darin enthaltenen Gallen-

salze nicht wachsen kann.

5.3. Plasmidstabilitiistest

Zur Uberpriifung der Stabilit#dt konstruierter,rekombinanter Plas-
mide in den transkonjuganten Z.mobilis St&mmen wurde ein Stabili-
tdtstest nach AFENDRA und DRAINAS (1987) durxchgefiihrt. Die rekom-

binanten Bakterienstdmme wurden hierzu zweimal tdglich nach Be-
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stimmung der ODggg und der Generationszahl,1:100 in 10ml frisches
Volimedium iiberimpft. Nach 50 bzw. 100 Generationen wurde eine
entsprechend verdiinnte Bakterienkultur auf Vollmedium- N&hrboden
mit bzw. ohne Antibiotikazusatz ausplattiert. Aus dem Verhdltnis
der Anzahl der Kolonien auf VM-Platten ohne Antibiotika zur Kolo-
nienzahl auf antibiotikahaltigen Platten, ergab sich der Anteil
der Kolonien, die die plasmidvermittelte Antibiotikaresisten=z
verloren hatte. Aus resistenten Kolonien der zuletzt untersuchten
Generation wurde dabei zusdtzlich noch die Plasmid-DNA isoliert
und nach Spaltung mit Restrikitionsendonukleasen das Fragmentmu-

ster mit dem uxspriinglichen verglichen.

8.4. Transposonmuiagenase

Zur Transposonmutagenese verschiedener Plasmidkonstruktionen fand
das Transposon Tnl725 (UBBEN UND SCHMITT, 1986) Verwendung. Die
Methode eignet sich zur Kartierung der relativen Lage von Genen
auf Plasmiden, und sie ermdglicht die Einfithrung neuer Restrik-
tionsschnittstellen fiir Subklonierungen.

Das zu mutagenisierende Konstrukt wurde in den E.coli Stamm MV12
pRES::Tn1725 (kmTCm®) transformiert, wobei die Selektion auf fe-
sten Nahrb&dden mit Zusatz von Chloramphenicol und dem entsprech-
enden plasmidkodierten Antibiotika-Marker erfolgte. Die erhalte-
nen transkonjuganten Kolonien wurden dann im Sektorausstrich auf
frische Selektionsplatten iiberstrichen, iiber Nacht bei 37%¢ inku-
biert und anschliefend Ffiir weitere 4-6 d bei 309¢ belassen. In
dieser Zeit fanden die Transpositionsereignisse statt. Anschlies-
send wurden Schnellplasmidpréparationen (II.6.3.) verschiedener
Transkonjuganden durchgefiihrt und die Lage des Transposons durch
Restriktionsanalysen sowie durch FRomplementationsstudien unter-

sucht.

5.5, U¥-Muiagenese von Z.mobilis

Eine Ubernachtkultur von Z.mobilis Zellen in Vollmedium mit 5%
Glukose wurde 10-fach verdiinnt in frisches Medium {iberimpft und 5
h bei 309 inkubiert (ODgyy 1,5-2). Die Xultur wurde dann steril
abzentrifugiert (BECKMAN Kilhlzentrifuge, 5min. 3000 Upm, 400) und

18




das Sediment in isotonischem Medium (Mineralsalzmedium) resuspen-
diert. Die Bakteriendichte wurde in 12ml Medium auf 1-108 zellen/
ml eingestellt. Diese Bakteriensuspension wurde anschliefend in
einer sterilen Petrischale unter stédndigem Rithren mit einer UV-
Lampe (254 nm, 25 cm Probenabstand, 170 sec.) bestrahlt, bis die
Kultur eine Uberlebensrate von etwa 1% aufwies und damit eine
ausreichende Mutationsrate erreicht hatte (SAMBROOK ET AL.,1589).
Zur Regenerierung der mutagenisierten Kulturen wurden 3 Vol. VM-

Medium + 5% Glukose zugegeben und 1-2 4 bei 300c inkubiert.

8. Bréparation und Reinigung ven Nukieinséuren
8.1. isolierung chromosomaier DNA aus K.pneumoniae

Zur Erstellung einer Cosmid-Genbibliothek wurde chromosomale DHNA
von K.pneumoniae KAY2026 nach einer Voxschrift wvon BYUN ET AL.,
(1986) isoliert. Dabei wurden die Zellen einer 100 ml Kultur mit
einer ODgqq = 2 schonend mit Lysozym und N- Laurylsarkosinat, in
Anwesenheit von Proteinase X zur Inaktivierung von Nukleasen auf-
geschlossen. Die DNA konnte nach Ethanolf&llung mit einem Glas-
stab ausgedreht werden und wurde zur Aufreinigung je dreimal mit
Phenol/Chloroform/Iscamylalkohol (Volumenverh&ltnis 25:24:1 ) und

Chloroform/IAA (Volumenverhdltnis 24:1) extrahiert.

8.2, Plasmidisoiierung im groBen MaBsiab aus E.coli

Isopyknische Zentrifugation
Zur Isclierung grofer Mengen hochreiner Plasmid-DNA aus E.coli
fiir Klonierungen und Restriktionskartierungen wurden Césiumchlo-
rid/ Ethidiumbromid Dichtegradientenzentrifugationen durchgefiihrt
(MESELSON UND STAHL,1958). Die Plasmidaufarbeitung erfolgte nach
SAMBROOK ET AL. (1989) aus 11 Ubernachtkultur des plasmidhaltigen
Stammes in LB-Medium mit selektivem Antibiotikazusatz. Der Gradi-
entenlauf wurde in einer BECKMAN Ultrazentrifuge (Typ L8-70M) mit
dem Rotor TI 70 bei 200c durchgefiihrt. Die Laufzeit betrug minde-~
stens 36h bei 49000 Upm. Die Plasmidbande wurde unter UV-Beleuch-
tung mit einer Injektionsspritze aus dem Zentrifugenrdhrchen ab-
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gezogen und mit eiskaltem absoluten Ethanol mindestens 2h bei
-200¢c ausgefdllt, zentrifugiert und die gewonnene DNA anschlies-
send dreimal mit 500ul Phenol/Chloroform/IAA und Chloroform/IAA
extrahiert. Die DNA wurde dann mit 1/5 Volumen einer 2 M LiCl-LO-
sung sowie dem 2,5-fachen Volumen absoluten Ethanols fir minde-
stens 1 h bei -20°C gef#llt, durch Zentrifugation (SIGMA-Kiihlzen-
trifuge 202MK, 13000 Upm, 4°C, 30 min) sedimentiert, der Nieder-
schlag getrocknet und in 100-300 ul TE-Puffer gellst.

8.3. Plzemidschneliizolierung aus E. coli und Z. mobilis

Die Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus E.coli erfolgte
durch alkalischen Aufschluff (modifiziert nach BIRNBOIM UND DOLY,
1979).1,5ml selektive Ubernachtkulturen (LB-Medium) rekombinantexr
Finzelkolonien wurden in EPPENDORF-Reaktionsgefédfe iiberfiihrt und
abzentrifugiert (SIGMA-Kilthlzentrifuge 202MK, 13000 Upm,4°C,2min).
Die Zellen wurden in 100pl Ldsung I (50 mM Glukose,10 mM EDTA, 25
mM Tris/HCl pH 8) resuspendiert und durch Zugabe von 200ul L&sung
TT (i% SDS, 0,2 N NaOH) lysiert. Nach 5-miniitiger Inkubation auf
Eis wurden durch Zugabe von 150upl LOsung III (3M Kaliumacetat,
1,8 M Essigsdure) die chromosomale DNA und Proteine weitgehend
gefdllt und durch Zentrifugation (13000 Upm,4°C,15 min) vom plas-
midhaltigen Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde zur Entfer-
nung verbliebener Proteine zweimal mit Phenol/Chloroform/IAA (25:
24:1) und mit Chloroform/IAA (24:1) extrahiert. Die Pradzipitation
der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe des 2,5-fachen Volumens
reinen Ethanols und Zentrifugation (SIGMA-Kihlzentrifuge 202 MK,
13000 Upm, 4°C, 8 min). Das DNA-Prdzipitat wurde in einer Vakuum-
Zentrifuge (Speed Vac Concentrator der Firma BACHHOFER) getrock-
net und in 30-100pl TE-Puffer (10mM Tris/HC1l,1m¥ EDTA, pH 8) auf-

genommen .

Zur Pré#paration von Plasmid-DNA aus Z.mobilis wurde ein alkali-
scher Aufschluf unter Einsatz von Lysozym durchgefiihrt {(modifi-
ziert nach BIRNBOIM UND DOLY, 1983). 10ml Ubernachtkulturen in VM
mit selektivem Antibiotikazusatz wurden abzentrifugiert (BECKMAN
Kithlzentrifuge 4000 Upm, 5 min.), das Zellsediment dann in 200 pl
Losung I, die zusitzlich frisch geldstes Lysozym (10 mg/ml) ent-
hielt, resuspendiert und 30 min. auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
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von 400 ul LOsung II erfolgte eine 5 miniitige Inkubation auf Eis.
Es wurden 300 pul Ldsung III zugegeben und nochmals 10 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation (SIGMA-Kiihlzentrifuge 202MK, 13000
Upm, 4°C, 15 min) wurde der berstand auf 2 Reaktionsgefife ver-
teilt. Es folgten je 3 Extraktionen mit Phenol/Chloroform/IAA und
mit Chloroform/IAA; wobei die Zentrifugationszeit zur Phasentren-
nung beim ersten Extraktionsschritt auf 30 min verlédngert wurde.
Die Plasmid-DNA wurde mit 2 Volumen absoluten Ethanols prédzipi-
tiert (SIGMA-Kiihlzentrifuge 202MK, 13000 Upm, 4°C, 10 min) in dexr
Vakuumzentrifuge getrocknet und in 30-100pl TE-Puffer aufgenom-

men.

Aufreinigung von Plasmid-DHA

Plasmid-DNA aus ZE.coli, die zur Sequenzierung eingesetzt wurde
und Plasmid-DNA aus Z.mobilis fiir Restriktionsanalysen wurde nach
einer Methode von SAMBROOK ET AL.,(198%) weiter aufgereinigt.
1001l Plasmid-DNA wurden mit 300 pl 4M LiCL (—2000) 30 min. auf
Eis gehalten, was zur Ausfillung von RNA fithrt. Nach 10-miniitiger
Zentrifugation (SIGMA-Klhlzentrifuge 202MK, 13000 Upm, 40C) wurde
die Plasmid-DNA im Uberstand mit 1,5 Volumen Isopropanol susge-
f41lt (30 min. bei Raumtemperatur, 10 min 13000 Upm 4OC)w Die DNA
wurde in 10-30 pl TE geldst und beil 49¢ aufbewahrt.

&.4. Isolierung von Gesami-RNA aus E. coli und K. pneumoniae

Zur Isolierung von RNA wurde eine modifizierte Methode nach BOR-
MANN ET AL., (1991) verwendet. Die Bakterienzellen wurden in 5ml
MM-Medium mit 0,4% Xylose angezogen und in der exponentiellen
Phase geerntet. Die Kulturen wurden schnell auf Eis abgekiihlit (10
min. OOC); 5 min. bei 49 und 3000 Upm abzentrifugiert (BECKMAN
Kithlzentrifuge) und einmal in eiskaltem Puffer (50mM Tris-HC1l, 50
mM NaCl, pH 6,6) gewaschen. Der Zellaufschluf erfolgte in 0,5ml
10 mM Natriumacetat, 1% SDS pHS5 bei 600¢. Anschliefend wurde die
RNA dreimal je 10 min. bei 609C mit 1ml vorgewdrmtem wassergesdt-
tigtem, saurem Phenol (APPLIGENWE, Heidelberg) unter gelegentli-
chem Umschiitteln extrahiert. Nach jeder Extraktion wurden die
Proben filir 5 min. auf Eis abgekiihlt, zentrifugiert (SIGMA Kiihl-
zentrifuge 202 MK, 13000 Upm, 4OC, 5 min) und der wissrige Uber-
stand weiterverwendet. Die RNA wurde anschliefend iiber Nacht mit

I, Material und Methoden 21




1/10 Volumen 3M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Volumen Ethanol bei
-20% gefdllt, dann fiir 20 Minuten bei 4% und 13000 Upm sedimen-
tiert, mit 70% Ethanol gewaschen und die getrocknete RNA in RNAse
freiem Aqua bidest., versetzt mit 1ul RNAse Inhibitor (RNAsin,
PROMEGA, Heidelberg), geldst und bei -200¢c aufbewahrt.

Alle verwendeten Gefdfle und Ldsungen wurden 30 min autoklaviert.
Die L&sungen wurden in RNAse freiem Aqua bidest. (0,25% DEPC= Di-
ethylpyrocarbonat, SIGMA GmbH, Deisenhofen) hergestellt. W&hrend
aller Arbeiten mit RNA wurden Handschuhe getragen, um Kontamina-

tionen mit RNAsen zu vermeiden.

8.5. Photomelrische Bestimmung von Nulilsinsiure-Konzenirationen

Die Konzentration von DNA- und RNA-LOsungen wuxrde durch photome-
trische Messungen bei 260 und 280 nm bestimmt. Dabei wurde im
Spektralphotometer UV~160 dexr Firma SHIMADZU,Diisseldorf in 1ml UV
- Kiivetten von lcm Schichtdicke gemessen.Bei einem Verhdltnis der
Extinktionen von 260: 280 von 2:1 entsprach eine optische Dichte
ODypp= 1 einer DNA-Konzentration von 30 ug/ml und einer RNA-Kon-
zentration von 40 pg/ml (SAMBROOK ET AL.,1989).

7. Techniken zur Bekombination und Analyse von DNA
7.1. Spallung von DNA mit Reskildionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte gemif
den Herstellerangaben in den mitgelieferten Puffern. Das Reakti-
onsvolumen betrug standardm&fiig 15 pl, bei Klonierungen 20-50 ul.
Die Enzyme wurden in einem Verhdltnis wvon 1-5 U/ug DNA einge-
setzt. Bei Verunreinigung der DNA mit RNA wurden aufierdem 0,5 U
DNAse-freier RNAse zugegeben. Die Restriktionsansdtze wurden 2-3
h bei 37°C inkubiert.Bei Ansdtzen mit 2 Endonukleasen, die unter-
schiedliche Pufferbedingungen erforderten, wurde nach vollstédn-
diger Spaltung mit dem 1. Restriktionsenzym die DNA mit Phenol/
Chloroform/IAA extrahiert und mit LiCl/EtCH gefdllt.Nach erneuter
Aufnahme in TE- Puffer wurde mit dem zweiten Enzym geschnitten.

22




7.2. Agarose-Gelelekirophorese

Enzymatisch gespaltene DNA wurde zur Kontrolle der Restriktion
oder zur Restriktionskartierung auf Agarose-~Gelen nach Anlegen
einer Spannung ihrer Grdfe entsprechend aufgetrennt. Herstellung
der Gele und Durchfiihrung der Gelelektrophorese erfolgten nach
SAMBROOK ET AIL.,(1989).Verwendung fanden Horizontalgelkammern der
Firma GIBCO BRL (Modell H6: max. Trennstrecke 7cm, Modell H5:max.
Trennstrecke 10,5 cm) und Spannungsquellen (Typ Macrodrive) der
Firmae PHARMACIA LKB, Freiburg. Die Agarosekonzentration der Gele
betrug der Grdfe der zu trennenden Fragmente entsprechend 0,7-2%.
Als Puifersystem diente TBE-Puffer (89mM Tris/ HCl, 8%mM Borsdu-
re, 2mM EDTA, pHB). Nach Anfidrbung der Gele in Ethidiumbromid-L&-
sung (0,5pg/ml) wurden die DNA-Fragmente bei Betrachtung auf ei-
nem Transilluminator (WETTER GmbH, Typ Chroma 42) unter UV-Licht
der Wellenl&nge 366 nm rotfluoreszierend sichtbar. Zur Auswertung
wurden die Gele mit einer Polaroidkamera MP4 unter Verwendung ei-
nes Rotfilters photographiert. Mittels eines Molekulargewichts-
standards wurde eine halblogarithmische Eichkurve exrstellt und

die Grofe der einzelnen DNA-Fragmente bestimmt.

7.3, Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Bel préparativen Agarosegelen wurde ein Tris/Acetat-Puffersystem
(40 mM Tris/HCl, 20mM Na-Acetat, 2mM EDTA, pH8) verwendet, da die
in TBE-Puffer enthaltenen Borat-Ionen die Ligation von isolierten
Fragmenten behindern (SAMBROOK ET AlL.,1989).

Die enzymatisch gespaltene DNA (5-10 ug) wurde bei 50 V Spannung
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-Banden mit Ethidi-
umbromid angefdrbt. Das zu préparierende DNA-Fragment wurde ent-
weder durch Elektroelution (SAMBROOK ET AL., 1989) isoliert und
anschliefend mit LiCL/Ethanol gefdllt oder direkt aus der Agaro-
se mit Glas-Milch (GENECLEAN-Kit, DIANOVA,Hamburg) isoliert. Die-
se Methode beruht auf der Freisetzung der DNA aus der bei 500¢
schmelzenden Agarose in Gegenwart von ca. 4M Natriumjodid (VOGEL~-
STEIN UND GILLESSPIE,1979) und der anschliefenden selektiven Bin-
dung an die Silikamatrix von Glas-Milch, gefolgt von der Elution
in ein geeignetes Volumen TE-Puffer. Die Durchfiihrung erfolgte

nach Angaben des Herstellers.
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7.4, Verkifrzung enzymatisch gespaliensr DNA mit Exonuklease i

Die von HENIROFF (1984) entwickelte Methode zur Verkiirzung linea-
risiexrter DNA, wurde mit einem kduflichen Satz an Puffern und
Enzymen (Erase a Base System, PROMEGA, Heidelberg) nach Herstel-
lerprotokoll durchgefiihrt. Unidirektional zu verkiirzende DNA wur-
de mit einem Restriktionsenzym geschnitten, das 5’-~lberhangende
oder glatte Enden erzeugt und von diesen Enden aus mit Exonukle-
ase III (ExoIlIl) verkiirzt. Um das andere Ende vor dem Angriff von
ExoIII zu schilitzen, wurde zusdtzlich noch mit einem Restriktions-
enzym gespalten, das 3’'-liberhdngende Enden erzeugt, die fiir
ExolII-Aktivitdt unzugdnglich sind (HENIKOFF, 1984). Da der Abbau
der Nukleotide durch ExoIII mit konstanter Rate erfolgte, war es
moglich in definierten Zeitabstdnden Aliguots aus dem Reaktions-
ansatz zu entnehmen, in diesen die Reaktion abzustoppen und damit
eine Anzahl unterschiedlich verkiirzter DNA-Molekiile zu erhalten.
Nach Behandlung mit Nuklease S1 zur Erzeugung glatter Enden und
Polymerasereaktion mit XKlenow Enzym und Nukleotiden (dNTPs), wur-
de die DNA ligiert und in E.coli Zellen transformiert. Die Selek-
tion erfolgte auf NBhrbdden mit entsprechendem Antibiotikum und
die verkilirzten Konstrukte wurden anschliefend iiber Restriktions-

analyse untersucht bzw. zur Sequenziexrung eingesetzt.

7.5. Behandlung dberhingender DNA-Enden mit lienow-Polymsrase

Zur Erzeugung glatter Enden an restriktionsverdauten DNA-Frag-
menten mit 5’- oder 3’-iiberhdngenden Enden sowie zur radioaktiven
Markierung 5’~iiberh8ngender Fragmente wurde mit Klenow-Polymerase
(grofe Untereinheit der DNA-Polymerase I aus E.coli) in Anwesen-
heit von Desoxynukleotidtriphosphaten enzymatisch aufgefiillt. Die
Reaktion wurde 30 min. bei Raumtemperatur nach SAMBROOK ET AL.
{1989) in einem Gesamtvolumen von 25ul durchgefilthrt. Vor dem Ein-
satz zur Ligation wurde die DNA einmal mit Phenol extrahiert so-
wie mit LiCL/Ethanol gefdllt und in 5-10ul TE geldst.
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7.8, Ligation restringierier DNA-Molskilie

Alkalische Phosphatasebechandlung
Die Religation eines Vektors bei Klionierungen wurde durch Entfer-
nung der 5’-terminalen Phosphatgruppe verhindert (nach SAMBROOK
ET AL., 1989). Die Dephosphorylierung erfolgte im Anschluf an die
Restriktionsspaltung mit 0,5 U alkalischer Phosphatase aus Kidl-
berdarm (CIP; 37°C,30 min). Gestoppt wurde die Reaktion durch 10-
minlitiges Erhitzen auf 65°C. Zur vollstdndigen Entfernung der
Phosphatase wurde eine Phenol/Chloroform/IAA-Extraktion durchge-
fiihrt. Die DNA wurde anschliefend mit LiCl/EtOH gefdllt und in

dem gewiinschten Volumen TE-Puffer aufgenommen.

Ligation

Zur Verkniipfung enzymatisch gespaltener DNA-Molekiile wurde T4-DNA
- Ligase eingesetzt (SAMBROOK ET AL., 1989).Das Reaktionsvolumen
betrug 10-~20 pl mit einem DNA-Gehalt von 0,2-1 pg und einem mela-
ren Verhdltnis von Fragment zu Vektor von 3:1 bis 6:1. Bei der
Ligation von Fragmenten mit iiberstehenden Enden wurden 0,50 T4d-
DNA- Ligase eingesetzt, bei Fragmenten mit glatten Enden 1U des
Enzyms. Die Ligation erfolgte in Ligationspuffer (10x Ligations-
puffer: 660 mM Tris/HCl pH7,5; 50 mM MgCl,; 50 mM DTT, 10mM ATP)
tiber Nacht bei 16°C.

7.7. DNA-Seguenzisrung nach SANGER

DHA-Sequenzierung
Die DNA-Segquenzierung erfolgte nach der Methode von SANGER ET AL.
(1977), modifiziert nach TABOR UND RICHARDSON, (1987). Diese Me-
thode beruht auf der in vitro Synthese des komplementdren Stran-
ges einer einzelstridngigen DNA-Matrize ausgehend von einem komp-
lementdren Oligonukleotid ("Primer") mit einem 3’'-0OH-Ende, wobei
radicaktiv markierte Nukleotide eingebaut werden. Die in wvitro
Synthese des komplementdren Stranges erfolgte mit T7-DNA-Polyme-
rase. Durch den Einbau von Didesoxynukleotiden statt der in der
DNA vorkommenden Desoxynukleotide, kommt es zu spezifischen Ket-
tenabbruchreaktionen und die synthetisierten radiocaktiv markier-

ten Oligonukleotide kSnnen mit Hilfe eines denaturierenden Poly-
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acrylamidgels analysiert werden.

Es wurde eine Plasmidseguenzierung in den Plasmiden pUC18/ pUC19,
sowie dem Plasmid pGEM7Zf7 {PROMEGA, Heidelberg) mit den kdufli-
chen Primern M13/ pUC-"sequencing" und -~"reverse sequencing’
(BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) sowie den SP6- und T7-Primern der
Firma PROMEGA, Heidelberg, durchgefiihrt. Flir die Sequenzierung
wurde der T7-Sequenzierungssatz der Firma PHARMACIA ILKB, FPrei-
burg verwendet. Die Durchfilhrung erfolgte leicht modifiziert nach
Angaben des Herstellers.

Flir jeden Sequenzierungsansatz wurden 4ug frisch denaturierte DNA
eingesetzt. Die Anlagerung des Primers an die Matrize erfolgte
fir 20 min. bei 370C; gefolgt von einer 10-15-miniitigen Inkuba-
tion bei 200C. In der folgenden Markierungsreaktion (5min. 200C)
wurden 2ul szSS—dATP= 20uCi (AMERSHAM& BUCHLER, Braunschweiq;
1000Ci/mmol), 3U T7-DNA-Polymerase und ein Gemisch aus dCTP, dGTP
und dTITP ("Labeling-Mix") zu dem Primer/ Matrizengemisch gegeben.
Der anschliefende Kettenabbruch (5min.370C) erfolgte mit den ent-
sprechenden Didesoxynukleotiden. Nach Zugabe von formamidhaltigem
Farbmarker ("Stop solution",PHARMACIA,Freiburg) wurden die Proben
2 min. bei 959 denaturiert und je 1,5-2ul auf ein Polyacrylamid-
gel aufgetragen.

Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente aus
den Sequenzierungsreaktionen wurden denaturierende Gele beste-
hend aus 6% Acrylamid/ 7M Harnstoff hergestellt {SAMBROOK ET AL.,
198%). Es wurde eine thermostatisierbare Vertikalgelapparatur der
Firma PHARMACIA LKB, Freiburg, verwendet (MACROPHOR 2010, max.
Trennstrecke 50cm). Als Puffersystem diente 1x TBE (II.7.2). Die
Gelelektrophorese wurde mit vorgewdrmten Gelen nach einem Vorlauf
von 60 min. bei 2000 V bei einer Temperatur von 559C und 1700 Vv
(=31mA} durchgefithrt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 15
min. in 10% Essigsdure fixiert, mit Aqua bidest. abgespiilt und 60
-90 min. bei 800¢ getrocknet. Auf das trockene Gel wurde ein
Rontgenfilm (KODAK,X-Omat XAR351) aufgelegt und bei Raumtempera-
tur 1-4 d exponiert.
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7.8. DNA-Rarkierung mit Digoxigenin-dUTP

Die nicht radioaktive Markierung von DNA erfolgte unter Verwen-
dung des Dig-DNA Labeling and Detection Systems dexr Firma BOEH-
RINGER MANNHEIM.Hierbei wurde linearisierte,denaturierte DNA nach
Hybridisierung von Hexanukleotiden ("random primed"- Methode nach
FEINBERG UND VOGELSTEIN, 18583) durch anschliefenden Einbkau von
Nukleotiden (dATP, 4CTP, dGTP, dTTT, Dig-dUTP) durch Klenow-Poly-
merase mit Digoxigenin-markierten dUTP markiert. Nach Hybridisie-
rung an die Ziel-DNA folgte die Bindung eines Antikdrperkonju-
gates (Anti-Digoxigenin Alkalische-Phosphatase-Konjugat) an das
Steroid-Hapten. In einer nachfolgenden enzymkatalysierten Farbre-
aktion in Gegenwart von X-Phosphat (=5-Bromo-4-chlor-2-indolyl-
phosphat) und NBT (=Nitroblau-Tetrazoliumsalz) wurde das Hybrid
als blauer Komplex sichtbar. Der Markierungsansatz wurde iber
Nacht beil 370C inkubiert und bestand aus: lpug DNA (linearisiert,
10 min. bei 100% denaturiert), 2pl Hexanukleotidgemisch (BOEH-
RINGER MANNHEIM, Mannheim), 2ul dNTP- Gemisch (je 1mM dATP, dCTP,
dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35mM Dig-dUTP pH6,5), 1lpul Klenow- Polymera-
se und Aqua bidest. bis zu einem Volumen von 20 ul. Die Reaktion
- wurde nach 24h durch Zugabe wvon 2ul EDTA-LOsung gestoppt {0,2M,
pH 8,0), die markierte DNA gef&dllt, in 50 pl Aqua bidest. aufge-

nommen und bei -200c gelagert.

7.9. DNA-DNA Hybridisierung
7.8.1. DNA-DNA Hybridisierung nach SOUTHERN

Um spezifische DNA-Banden auf Agarosegelen nachzuweisen, wurde
die auf 0,8% -igen Gelen getrennte DNA mit der von SOUTHERN,
{1965) entwickelten Blot-Technik auf eine Trigermembran iibertra-
gen, denaturiert und mit einer geeigneten Dig-dUTP markierten
DNA-Sonde hybridisiert. Die hybridisierten Banden wurden durch
eine enzymkatalysierte Farbreaktion sichtbar gemacht (II.7.8.).
DNA-Proben wurden durch Vakuum-Blotting (PHARMACIA LKB, Freiburg)
auf Biodyne A Membranen (PALL, Dreieich) transferiert und 3 min.
durch UV-Belichtung fixiert. Hybridisierung (680C iiber Nacht),
Waschen der Membran und Detektion der Hybride, erfolgte wie vom
Hersteller beschrieben (BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim).
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7.2.2. Koloniehybridisierung

Die Methode der Koloniehybridisierung (GRUNSTEIN UND HOGNESS,
1975) diente zur schnellen Identifizierung rekombinanter Bakte-
rienzellen auf festen Nihrbdden. Nach Ubertragen der Kolconien aut
Nylonfilter und alkalischer Denaturierung der DNA konnte gegen
eine geeignete Dig-dUTP markierte DNA-Sonde hybridisiert und ent-
sprechend der Methode detektiert werden (II.7.8.). Es wurden je~
weils 100 rekombinante Bakterienklone zusammen mit einexr Positiv-
und einer Negativkontrolle auf einer Agarplatte mit Antibiotikum
ausgestrichen. Nach Anwachsen der Klone iiber Nacht (Z.coli) oder
nach 2 d (Z.mobilis) wurden die Kolonien auf Nylonfilter (BIODYNE
A, PALL, Dreieich) iibertragen und durch zweimalige Inkubation (1
min.) in je 0,5 ml 0,5N NaOH aufgeschlossen und die DNA denatu-
riert. Nach Neutralisierung der Filter mit 1M Tris-HCL pH7,5 wur-
den diese zunichst luftgetrocknet und die DNA anschliefend duxrch
3 miniitige UV-Bestrahlung mit dem Filter vernetzt. Die nachfol-
gende Prdhybridisierung, Hybridisierung (bei 6800) und Detektion
der Hybride erfolgte nach Hexstellerprotokoll (Dig-dUTP Labeling
and Detection, BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim).

7.16. In vitro Verpackung von DNA In infekiidse Parlikel des Phagen A

zur Herstellung einer Cosmid-Genbibliothek von K.pneumoniae wur-
de eine in vitro Verpackung von DNA in infektidse Partikel des
Phagen A mit einem k#uflichen "DNA-Verpackungs-Satz" (BOEHRINGER
MANNHEIM, Mannheim,) durchgefiihrt. Das in vitro-Verpackungssystem
(HOHN, 1979; HOHN UND COLLINS,1980) besteht aus den Zellextrakten
zweier lysogener FE.coli-St8mme, die verschiedene Mutationen in
der Reifung der Phagenpartikel aufweisen. Einer der Stdmme, mit
einer amber-Mutation im Gen der Kopfkomponente D,ist nicht in der
Lage DNA zu verpacken und reife Phagen zu produzieren; im Ultra-
schallextrakt dieses Stammes befinden sich daher unreife Phagen-
k&pfe ("Preheads"). Der zweite Bakterienstamm kann aufgrund ei-
ner Mutation in der Hauptkopfkomponente E keine reifen Phagen-
partikel bilden. Durch Mischung der beiden Zellextrakte, kompen-
sieren sich die verschiedenen Defekte und die Inkorporation von
DNA in die infektidsen Phagenpartikel ist mdglich.

Fiir die Klonierung der Cosmide wurde der Cosmidvektor pHC7S9 (HOHN
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UND COLLINS, 1980) mit dem Restriktionenzym BamHI gespalten und
mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert.Chromosomale DNA von
K.pneumoniae KAY2026 wurde partiell mit dem Enzym Sau3A geschnit-
ten (0,1 U/ug DNA; 30min. 3700) und Fragmente mit einer Grodfe von
20-50 kb wurden aus einem Agarosegel elektroeluiert. Die isolier-
ten Sau3A-Fragmente wurden in die BamHI-Schnittstelle des Cosmid-
vektors ligiert (20 h 160c, dann zZugabe von 1U T4-DNA-Ligase, 6h
160C), wobei das molekulare Verhidltnis von Insert zu Vektor bei
etwa 6:1 lag. Die nachfolgende in vitro Verpackung der Cosmidkon-
strukte in die Phagenpartikel erfolgte nach Herstellerprotokoll
(BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim). Anschliefend wurde der A -sensi-
tive E.coli Stamm HB101 (xvI-5) mit den infektidsen Phagen-
partikeln infiziert ("Cosduktion”) und die Selektion der Cosmid-

rekombinanten Klone erfolgte auf antibiotikahaltigen N&hrbdden-

platten.

8. Techniken zur Analyse von ANA
8.1. BNA-Markierung mit Digoxigenin-UTP

Fiir die Markierung von RNA wurde das Dig-RNA LABELING XIT der
Pirma BOEHRINGER MANNHEIM eingesetzt. Markierte RNA-Sonden wer-
den dabei durch in wvitro Transkription einer DNA-Matrize, die
hinter einen SP6- oder T7 Promotor kloniert wurde (pGEM7zf+, PRO~
MEGA, Heidelberg), durch SP6- oder T7-RNA- Polymerase- Aktivitdt
unter Einbau von Digoxigenin-markiertem UTP hergestellt "run
off" Transkripte). Der Markierungsansatz wurde 2 h bei 379¢ inku-
biert und enthielt in einem Volumen von 20ul: lpg linearisierte
DNA- Matrize, 2ul Nukleotidgemisch (je 1lmM ATP, CTP, GTP, 0,65 mM
UTP, 0,35mM Dig-UTP), 2ul Transkriptionspuffer, lul RNAse-Inhibi-
tor, 40U SP6- oder T7-RNA-Polymerase. Durch Zugabe von 2ul DNAsel
(RNAse frei) wurde die Matrizen-DNA anschliefend entfernt (15min.
3700), die Reaktion durch 2ul 0,2M EDTA pH 8,0 abgestoppt und die
markierten RNA-Transkripte mit LiCL/Ethanol gefdllt. Die getrok-
knete RNA (= 10pg) wurde in 100ul RNAse freiem Aqua bidest. ge~

16st und bei —ZOOC aufbewahrt.
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8.2. RNA-Markierung mit @~°8-CTP

Die radicaktive Markierung von RNA wurde mit dem SP&/ T7- Trans-
kriptions-System (BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) durchgefiihrt.
Das Prinzip beruht auf der in vitro Transkription eines DNA-Frag-
mentes hinter einem SP6~ oder T7-~Promotor mit der entsprechenden
RNA-Polymerase, unter Einbau von radioaktiv markierten Nukleoti-
den. Der Standardansatz bestand aus: 0,5ug linearisierter DNA,
3ul Nukleotidgemisch (je 0,5mdM ATP, GTP, UTP),2ul Transkriptions-
puffer, 5pl {&~3SS]WCTP (1000Ci/mmol), 1ul RNAse-Inhibitor, 10U
SP6- oder T7-RNA-Polymerase und Agqua bidest. in 20ul Gesamtvolu-
men. Der Ansatz wurde 30 min. bei 379C inkubiert. Danach wurden
2yl DNAsel (RNAse frei) zugegeben, weitere 15 min. bei 379¢ inku-
biert und die Reaktion anschliefend 10 min. bei 65°C mit 2ul EDTA
(0,2M pHB8) abgestoppt. Zur Entfernung nicht eingebauter Radionuk-
lide wurde die RNA einmal mit Phenol/Chloroform/IAA und mit Chlo-
roform/IAA extrahiert und zweimal mit 1/6 Volumen 5M Ammonium-
acetat und 2 Volumen Ethanol gefdllt (SAMBROOK ET AL., 1989). Die
RNA-Sonde wurde anschliefend in 100pl RNAse freiem Aqua bidest.
geldst und bei -200¢ aufbewahrt. Fiir Hybridisierungsexperimente
wurde 1lpl dieser RNA-Probe (= 1-5x 107 dpm) eingesetzt.

8.3. RNA-RNA Hybridisferung

Northern Blot

Zur Bestimmung der Transkriptl&nge der Xylose-Gene aus X.pneumo-
nige wurde eine geeignete Dig-UTP-markierte RNA-Sonde (II.8.1.)
gegen Gesami-RNA aus K.pneumoniae bzw. gegen plasmidkodierte xyl-
mRNA hybridisiert. Dazu wurde die Gesamt-RNA auf einem 0,8%
Formaldehyd-Agarosegel (SAMBROOK ET AL., 1989) aufgetrennt, durch
Vakuumtransfer (Vakuum-Blot PHARMACIA LKB, Freiburg) auf NYI3N
NYTRAN Transfermembranen (SCHLEICHER& SCHULL, Dassel CH) ibertra-
gen und 3 min. durch UV-Belichtung fixiert. Die Hybridisierung
(4600 iber Nacht) gegen die geeignete Dig-UTP-RWNA~Sonde, das Wa-
schen der Membran und die anschliefende Detektion erfolgte mit
den entsprechenden Variationen fiir RNA: RNA Hybridisierungen nach
Herstellerprotokoll (Dig-DNA Labeling and Detection System, BOEH~
RINGER MANNHEIM, Mannheim).
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8.4. Bestimmung von Transkriptionstaripunkien

Zur Festlegung der Promotorregion des Xylose-Operons von K.pneu-
moniae wurde ein RNAse-Schutz-Experiment nach SAMBROOK ET AL.,
(1989) durchgefithrt. Dazu wurde eine geeignete universell [a-
3SS]—CTP-— markierte "antisense"- RNA-Sonde (II.8.2.; definiertes
Fragment mit bekannter Seguenz, welches den Promotorbereich ent-
halt) mit 100pg frisch denaturierter RNA aus K.pneumoniae fiir 12h
bei 450C in 30 ul Hybridisierungspuffer (40mM PIPES pH 6,4; 1ImM
EDTA, 0,4M NaCl, 80% Formamid) inkubiert. Anschliefend wurden
nicht komplementdre, einzelstrdngige RNA-Fragmente mit RNAse T1
und RNAse A (BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) abgespalten, die Hy-
bride aufgereinigt und gef&llt wie bei SAMBROOK ET AL., (1989),
beschrieben. Die Grdfenbestimmung der RNA: RNA- Hybride erfolgte
nach Denaturierung mittels eines 6% Acrylamid/ 7M Harnstoff Gels,
auf dem verschiedene radioaktiv markiexte RNA- und DNA-Standards

definierter Liange mitgefiihrt wurden.

8. Bestimmung von Enzymaktivitéien und ATP im Rohexiraks
9.1. Hersiellung von zellireien Rohextrakien

Die Anzucht der Zellen erfolgte, soweit nicht anders vermerkt, in
50 ml Minimalmedium mit 0,4% Glycerin und 0,1% D-Xylose iiber
Nacht bei 37°C (E.coli) bzw. liber 2d bei 30°C in 100-150 ml Mine-
ralsalzmedium mit 5% Fruktose und 0,1% D-Xylose (Z.mobilis). Die
Zellen wurden durch Zentrifugation (BECKMAN XKiithlzentrifuge GPKR,
10 min., 4000 Upm,4°C) geerntet, Ix mit Aufschlufpuffer (10mM Tris
-HC1, 10mM Mgclz, ImM DTT, pH7,6) gewaschen und in 0,%ml dessel-
ben Puffers aufgenommen. Der Zellaufschluf erfolgte in einem Ep-
pendorf-Reaktionsgefafl unter Eiskilhlung mit einem BRANSON SONI-
FIER B15 (BRANSON SONIC POWER, Danburg,USA) mit konischem Mikro-
tip. Es wurde kontinuierlich fiir 2x30 sec.bei maximaler Leistung
(output 4= 60 W) beschallt. Zwischen den Beschallungsvorgidngen
wurden die Proben filir 1 min auf Eis gekiihlt. Danach wurden die
unldslichen Zellfragmente durch Zentrifugation (SIGMA-Kihlzentri-
fuge, 20 min., 13000 Upm, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde
entweder direkt in die entsprechenden Enzymtests eingesetzt oder
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noch zusdtzlich zur Abtrennung von Membranfragmenten (Entfernung
der "NADH- bzw. NADPH-Oxidase") fiir 2h bei 45000 Upm und 49¢C zen-
trifugiert {UZ-Extrakte; Ultrazentrifuge LB8-70M, BECKMAN Instru-
ments,Inc.,Calif,, USA). Um auch noch niedermolekulare Metabolite
zu entfernen, wurden die Rohextrakte anschliefend,; wenn erforder-
lich, tber eine ¥aP10T™M_gsule (PHARMACIA LKB, Freiburg) aufgerei-
nigt.

9.2. 8DS-Polyacrviamidgeicickirophorese (PAGE)

Proteine aus UZ-Rohextrakten wurden elektrophoretisch auf 10%-
igen SDS-~PAGE- Gelen, nach der Methode von LAMMLI, (1970), aufge-
trennt. Als Puffersystem diente dabei Tris-Glycin (50mM Tris, 192
mM Glycin, 0,1% SDS). Die Anf&rbung der Gele erfolgte in 0,1%
Coomassie Brillant Blue, 7,5% Eisessig,30% Methanol. Die Entfdr-
bung (15% Methanol, 7% Eisessig) erfolgte unter leichtem Bewegen

bis die Proteinbanden sichtbar wurden.

2.3. Protsinbestimmung

Der Proteingehalt der Rohextrakte wurde nach der Methode wvon
BRADFORD, (1976) bestimmt, wobei Rinderserumalbumin als Eichsub-

stanz diente.

8,4, Testansitze

Die Messungen erfolgten bei der jeweils angegebenen Temperatur in
Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von icm. Die Reaktionen wur-
den, wenn nicht anders vermerkt, durch Zugabe von Rohextrakt ge-
startet und die Zu- bzw. Abnahme der Extinktion bel 365nm gemes-
sen. Die Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit erfolgte
iiber einen angeschlossenen Monitor (SHIMADZU UV160; SHIMADZU,
Diisseldorf). Die spezifischen Aktivitdten wurden als U/mg Protein
berechnet, wobei eine Enzymeinheit (1U) 1 pmol umgesetztes Sub-
strat pro min entspricht. Zur Berechnung wurde fiir NAD(P)H ein
Extinktionskoeffizient €355 von 3,4 (1l mmol~le cm"l) eingesetzt.
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1. Xyloseisomerase (E.C.5.3.1.5.)
{(modifiziert nach SCHELLENBERG ET AL., 1984)

Die Messung der Xyloseisomerase erfolgte diskontinuierlich. Roh-
extrakte wurden 10 min. bei 350c in Xylose haltigem Puffer inku-
biert (Testansatz 1), die Reaktion (750pl) dann mit 0,25 ml 70%
Perchlorsdure auf Eis abgestoppt und nach 15 min. mit 1,5 ml 2M
KHCO3 neutralisiert. Nach Zentrifugation des gefdllten Proteins
(SIGMA Kiihlzentrifuge MK202, SIGMA GmbH, Deisenhofen), wurde die
gebildete Xylulose im Uberstand mit Sorbit-Dehydrogenase und NADH
vei 300c (Testansatz II) mit Hilfe einer Eichkurve entsprechend

behandelter Xyluloseldsungen bekannter Konzentrationen quantifi-

ziert.
I. Testansatz: Konz. im Test (mM)
0,8 ml Testpuffer pH 6,6 (333mM D-Xylose 266

50mM Maleinsdure 40

5mM MnCl, 4
0,2 ml Rohextrakt
II.Testansatz: Konz. im Test (mM)
0,9 ml 50mM Tris-HCl pH 7,5 45
0,01 ml 35mM NADH (in 50mM Tris-HCl, pH 8,1) 0,35
0,01 ml 0,85 mg/ml(Enzymprotein) Sorbit-Dehydrogenase 0,34 U
0,08 ml Reaktionsmix I. oder Xylulosel8sung 0,2-4

2. Xylulckinase (E.C.2.7.1.17)

Die Xylulokinase wurde in einem neu entwickelten, diskontinuier-
lichen Testsystem gemessen, in dem Rohextrakte fir 10 min. bei
350¢ in Gegenwart von Xylulose und ATP inkubiert wuxden (Testan-
satz I). Die Reaktion wurde dann durch 30 sec. Erhitzen auf 1000¢
abgestoppt und das gebildete Xylulose-5-Phosphat anschliefend im
proteinfreien Uberstand in einem gekoppelten Enzymtest bei 309¢
mit verschiedenen Hilfsenzymen bestimmt (Testansatz II). Die Xy-
lulose-5-Phosphat-Konzentrationen ergaben sich aus einer Eich-

kurve mit bekannten Xylulose-5-Phosphatldsungen.
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I.Reaktionsansatz Konz. im Test (mb)
0,1 ml Testpuffer pH 7,8 (50mM Tris-HCL 25

50mM XCL 25

imM EDTA 0,5

100mM ATP) 50
0,02 ml 500mM Xylulose 50
0,04 ml Agqua bidest.
0,04 ml Rohextrakt
Ii.Testansatezs Konz. im Test (mM)
0,408 ml 50 mM Tris-HCLl, 10 mM MgCl,; pH7,8 40/8
0,005 ml 100 mM Erythrose-4-Phosphat 1
0,010 ml 20 U/ml Transketolase 0,4 U
0,015 ml 35 mM NADP" 1,0
0,005 ml 10 mM Thiaminpyrophosphat 0,1
0,001 ml 10 mg/ml Phosphoglukose~Isomerase 3,5 U
0,001 ml 5 mg/ml Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 1,8 U
0,015 ml Aqua bidest.
0,040 ml Reaktionsansatz I oder Xylulose-5-Phosphat 0,1-4

3. Aldose-Reduktase (E.C.1.1.1.21)

(modifiziert nach VIIKARI UND KORHOLA, 1986)

Die Messung der Aldose-Reduktase-Aktivitdt von Z.mobilis Zellen,
die in Komplexmedium mit 5% Glukose oder Fruktose gewachsen wa-
ren, erfolgte bei 259¢ und 340 am. Als Extinktionskoeffizient fiir

NADPH wurde 6,22 (1l mmol =t cm_l) verwendet,

Testansatz:

Ronz.

im Test (mM)

1,325 ml 0,27 M D~Xylose bzw. andere Aldose

0,1
0,05

ml

in 50mM McIlvaine pH 8,0
S5mM NADPH

ml Rohextrakt (UZ)

242
0,34

Transketolase (E.C.2.2.1.1.)
(modifiziert nach JOSEPHSON UND FRAENKEL, 1969)

Die Messung der Transketolase in UZ-Rohextrakten von E.coli und

rekombinanten Z.mobilis St#mmen erfolgte bei 365 nm und 300¢.
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Testansatz:

Konz. im Test (mM)

0,425 ml 50 mM Tris~HCl; 10 mM MgCIl, 42/ 8,4
0,005 ml 50 mM Ribose-5-Phosphat 0,5
0,005 ml 50 mM Xylulose-5-Phosphat 0,5
0,005 ml1 25 mM Thiaminpyrophosphat 0,25
0,005 ml 20 mMd NADH 0,20
0,005 ml Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase/ 0,85U
Triose~Phosphat-Isomerase (GDH/TIM) 2,50U
0,050 ml Rohextrakt (UZ)
5. Transaldeclase {E.C.2.2.1.2}

(modifiziert nach TCHOLA UND HORECKER, 1566)

Die Messung der Transaldolase in FE.coli und Z.mobilis erfolgte

bei 340 nm und 250C.

Testansatz:

Konz. im Test (mM)

0,418
0,015
0,005
0,002

0,050

ml
mi
ml
ml

ml

5 min.

0,010

ml

100 mM Triethanolamin , pH 7,8

20 mM EDTA

140 mM Fruktose-6-Phosphat

15 mM NADH
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase/
Triose-Phosphat-Isomerase (GDH/TIM)
Rohextrakt (UZ)

pei 259 dquilibrieren, dann Start mit:
30 mM Ervthrose-4-Phosphat

84
17

33
0,15
0,34U
1,0 U

0,6

6. D-Ribose-5-Phosphat-Isomerase (B.C.5.3.1.6.)
(nach WOOD, 1969)

Der Ribose-5-Phosphat-Isomerase-~Test basiert auf der durch Iso-
merisierung von Ribose-5-Phosphat zu Ribulose-5-Phosphat hervor-
gerufenen Absorptionszunahme bei 280 nm (3700) bis zur Gleichge-
wichtseinstellung. Der Extinktionskoeffizient betridgt nach WOOD,

(1969) 0,072 le mmol ~1e cm™l,
E.coli und Z.mobilis Zellen,

Die Messung des Enzyms erfolgte in
die in Komplettmedium mit Glukose

gewachsen waren und nach Zellaufschluff noch gzusdtzlich ultra-

I, Material und Methoden

35




zentrifugiert, sowie iliber eine NAP10-S3ule von niedermolekularen

Metaboliten befreit worden waren.

Testansatzs Konz. im Test (mM)
0,8 ml 100 mM Tris-HCl, pH 7,4 80
0,1 ml 100 mM Ribose-5- Phosghat 10

0,1 ml Rohextrakt (UZ, NApT ~10)

7. D-Ribulose-5-Phosphat-Epimerase (E.C.5.1.3.1.)
(nach WOOD, 1969)

Die Messung der Epimerase erfolgte nach dem Prinzip des Isomerase
-Tests bei 290 nm, wobei jedoch ein Uberschup von D-Ribose-5-
Phosphat-Isomerase zugesetzt wurde, der zur schnellen Gleichge-
wichtseinstellung filhrte. Durch anschliefende Zugabe der Epimera-
se bzw. des Rohextraktes folgte eine weitere Extinktionszunahme,
die auf der Bildung von Xylulose-5-Phosphat beruhte.

Testansatzs Konz. im Test (mM)
0,8 ml 100 mM Tris-HCl, pH 7,4 80
0,1 ml 100 m¥ Ribose-5-Phosphat 10
0,002 ml D=Ribose-5-Phosphat-Isomerase (200-400U/mg)} 2U

5 min.37YC bis zur Glel%hgeWLChtselnstellung, dann Start:
0,1 ml Rohextrakt (UZ, N -10)

Neben den photometrischen Aktivitdtsbestimmungen der Enzyme des
Pentose-Phosphat-Weges, wurden die Reaktionsprodukte zusdtzlich
noch mittels Zuckeranalysator (BIOTRONIK) nachgewiesen und teil-
weise quantifiziert. Dazu wurden die Testansdtze Jjeweils 10-30
min. bei 37% inkubiert, die Reaktion anschliefend 30 sec. beil
100% abgestoppt, die proteinfreien Ansdtze mit alkalischer Phos-
phatase dephosphoryliert und die Zucker im Zuckeranalysator (II.
10.2.) bestimmt.
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0.5. ATP-Bestimmung
(modifiziert nach Boehringer Mannheim, 1984%)

ATP wurde mit Glukose durch Hexokinase gquantitativ zu Glukose-6-
Phosphat umgesetzt. In Gegenwart von Glukose-6-Phosphat-Dehydro-
genase wird Glukose-6-~Phosphat wvon NADPT oxidiert. Die wihrend
der Reaktion gebildete NADPH+ H+—Menge ist der ATP- Konzentration
dquivalent. Die Messung erfolgte bei 340 nm und 250¢.,

Testansatz: Konz. im Test (md)

0,522 ml Aqua. bidest.

0,35 ml 0,75M Triethanolamin; 0,01¥ MgSO,;pH7,6 250/3

0,004 ml 10mg/ml Hexokinase ~6U

0,004 ml B5mg/ml Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase =30

0,010 ml 0,2M NADPT 2

0,010 ml 1¥ Glukose i0
E; (340 nm) messen, dann Start mit:

0,100 ml ATP-L8sung oder Rohextrakt 0,01-0,1

E5 (340 nm) nach Ablauf der Reaktion messen (= 20 min.)

10. Bestimmung interner Zucker- und Zuckerphosphatkonzentrationen mit
Hilfe der Sillikondizentrifugation

10.1. Silikondizentrifugation

Zur Bestimmung interner Metabolite in Z.mobilis Kulturen (ODggq
>4) wurden die Zellen mit der Methode der Silikondtlzentrifugation
in Perchlorsdure aufgeschlossen, (KLINGENBERG UND PFAFF, 1967).
Hierzu wurden 30pl 20%-ige Perchlorsdure und 65pl Silikondl
(Dichte 1,03 g/cm, Silikondl PN200 BAYER, Leverkusen) in 400pl
BECKMAN-Reaktionsgefife pipettiert, 30sec. zentrifugiert (EPPEN-
DORF Mikrofuge E), so daf sich die Olschicht iiber der Perchlor-
siure befand. Auf 20-~40 dieser R8hrchen wurden je 200 ul Kultur
gegeben. Durch Zentrifugation der 3Zellen in die Perchlorsdure,
erfolgte ein schneller Aufschluf und Trennung vom Medium. Zur
Aufarbeitung des Zellsedimentes wurde die Perchlorsdurephase mit
einem Skalpell abgetrennt, die Spitze des R&hrchens invers in ein

750u] EPPENDORF~ Reaktionsgef#f iiberfilhrt und 2 min. zentrifu-
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giert. Das Sediment wurde resuspendiert und die Zellen an-
schliefend durch 5-miniitige Beschallung im Ultraschallbad homo-
genisiert. Zur Neutralisierung wurden die Proben mit 2511 einer
5M KOH/ 1M Tri&dthanolamin-Ldsung versetzt, (30min.—200C). Ralium-
perchlorat, Zelltrlimmer und Ol wurden durch Zentrifugation (EP-
PENDORF-Zentrifuge 5 min.,13000 Upm) vom Uberstand getrennt. Die
Ubersténde der 20-40 aufgearbeiteten Proben wurden anschliefiend
vereinigt, um geniligend Material fiir die Analysen =zu haben. Die
internen Metabolitkonzentrationen konnten aus der ermittelten
Konzentration, unter Einbeziehung des Trockengewichts und des Cy-

toplasmavolumens, errechnet werden.

10.2. Nachwels von Aldosen und Ketosen miitels Borat-Komplex-Chromatographie

mit Anionenaustauscher

Die Auftrennung von reduzierenden Zuckern in Boratform erfolgte
nach XHYM UND ZILL, (1951) mit dem BIOTRONIK-Gerdt LC2000 (BIO-
TRONIK, Maintal). Unter alkalischen Bedingungen bilden Zuckermo-
lekiile mit Kaliumborat anionische Boratkomplexe, die mit dem ba-
sischen S8ulenmaterial in Wechselwirkung treten. Kaliumboratpuf-
fer steigender Konzentration bewirken bei ansteigendem alkali-
schen pH, sukzessiv die Abl&sung vom Ionenaustauscher. Durch Zu-
satz von CuZ*/ Bicinchoninat wird der eluierte Z%ucker-Borat-Kom-
plex bei hoher Temperatur (lOOOC) oxidiert, wobei ein farbiger
Cu1+/ Bicinchoninat~Komplex entsteht, der bei 570 nm im Durch-

flufphotometer gemessen wird.

Analvsenbedincuncgen:

Vorsdule: 1x 9 cm; DOWEX 1X4, 200-400 mesh (BIOTRONIK,Maintal)

Trennsdule: 0,6x 30 cm; Durrum DA-X-4-20 {DIONEX, Weiterstedt)

Temperatur: 60%C

Puffer zur Aqulibrierung: A 0,1 M KBO,, pH 8,0 (45 nmin.
zur Elution : B (0,2 M KBO;, pH 8,15 (60 min.

: C 0,4 M KBOy, pH 9,45 (120 min.

zur Regenerierungs F 10% (w/v) Tetraborat (45 min.

Nachweisreagenz: Na-Bicinchoninat 1,0 g/1
K2CO3 209,5 g/l
Asparaginsdure 1,85 ¢g/1

Pumpenleistungs Pufferpumpe 60 ml/h
Reagenzpumpe 60 ml/h

Probenvolumen: 20-500p1

Probenkonzentration: 5-50 nmol
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Alle eingesetzten Puffer wurden zuvor filtriert (Membrabfilter

0,2 um; PALL, Dreieich)

Zur Quantifizierung der verschiedenen Zucker wurden fiir die ein-
zelnen Zucker, Eichkurven mit bekannten Konzentrationen herge-

stellt. Flir die zu analysierenden Zucker ergaben sich folgende

Retentionszeiten:

Zucker Retentionszeit (min)
D-Erythrose 82
D-Fruktose 101
D-Glukose 161
D-Glycerinaldehyd 82
D-Ribose 83
D-Ribulose 104
D-Sedoheptulose 105
D-Xylose 122
D-Xylulose 80

Alkalische Phospatase-Behandliung
zZur Uberfithrung phosphorylierter Zucker bzw.- Zuckeralkohole in
ihre nicht phosporylierte Form wurde eine alkalische Phosphatase-
Behandlung durchgefiihrt. Dazu wurden 400pl Zellextrakt (IT.10.1)
mit 200ul PIPES-Puffer (0,2M, pH 8,4) und 12U alkalischer Phos-
phatase aus Kdlberdarm (CIP) 1h bei 370¢ dephosphoryliert. Die
Extrakte konnten im folgenden direkt analysiert werden, oder wur-

den bei HZDOC aufbawahrt.

10.3. Nachwsais von Zuckeralicobolen

Photometrischer Test
Zur Quantifizierung von Xylit und Sorbit wurde ein Farb-Test
nach BOEHRINGER MANNHEIM (Lebensmittelanalytik) durchgefithrt. Da-
bei werden die Zuckeralkohole mit NADT mittels Sorbit-Dehydroge-
nase zur Ketose und NADH+H™ umgesetzt. NADH+H' wird mit dem Enzym
Diaphorase oxidiert, wobei Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT) re-
duziert wird. In dieser irreversiblen Reaktion entsteht ein For-
mazan, dessen Absorption im Maximum bei 492nm mefbar ist (Extink-
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tionskoeffizient €= 19,9 (lo mmol™te cm~1y.

Die Durchfiihrung und Berechnung erfolgte wie wvon BOEHRINGER be-
schrieben mit einem Testansatz bestehend aus: 0,5 ml Puffer (200
mM Tri&thanolamin, 50 mM K,HPO,; pHB8,6), 0,1 ml NADT/ Diaphorase-
Losung (13 mM NAD", 3,4 U/ml Diaphorase), 0,1 ml INT (1,2mM), 0,7
ml Aqua bidest., 0,05 ml Probe (s0,1lmg/ml Zuckeralkohol) und 0,01
ml Sorbit-Dehydrogenase (30 mg Lyophilisat/ml).

Zur Unterscheidung zwischen Sorbit und Xylit wurde eine spezifi-
sche Sorbit-Bestimmung nach der Hexokinase-Methode (BOEHRINGER
MANNHEIM, (Lebensmittelchemie) angeschlossen. Aus der Differenz
der in den beiden Tests ermittelten "Sorbit- Xonzentrationen®

konnte die jeweilige Xylit-Konzentration ermittelt wexrden.

Qualitativer Plattentest

Fiir die Suche Aldose-Reduktase negativer Mutanten wurde ein
Plattentest zum qualitativen Xylit- Nachweis entwickelt. Die mu-
tagenisierten Z.mobilis Kolonien wurden auf Vollmediumplatten mit
5% Fruktose und 2% Xylose ausgestrichen (Xylit-Produktions-
medium; 50 Kolonien/Platte) und 2d bei 300C inkubiert. Anschlies-
send wurde ein Nylonfilter BIODYNE 2 (PALL,Dreieich) £fiir 10 min.
auf die Platten gelegt, damit ausgeschiedenes Xylit in den Filter
diffundieren konnte. Nach vorsichtigem Abziehen der Filter wurden
diese in eine Petrischale gelegt und die Kolonieumgebung mit etwa
10pl Testl8sung versetzt, (Zusammensetzung wie im photometrischen
Test). Nach 10-30 minlitiger Resaktionszeit wurde die Férbung der
Kolonieumgebung ausgewertet. Kolonien mit schwacher Farbung wur-
den gesammelt, (geringe Xylitolbildung) und mittels photometri-
schem Test und Aldose-Reduktase-Enzymtest weiter untersucht.

1. Umsatz von 14C-[U]-Xylose

Die Anzucht der Z.mobilis Stdmme erfolgte iliber Nacht in Vollme-
dium mit 5% Glukose. Die Zellen wurden morgens steril abzentri-
fugiert (BECKMAN Kihlzentrifuge, 3500 Upm,5 min. 40C), einmal in
Vollmedium mit 2% Fruktose gewaschen und das Sediment 20-fach

konzentriert in frischem Medium resuspendiert. Die Hauptkultur
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(3ml Vollmedium+ 2% Fruktose+ 2%Xylose) in "Warburg-Gef&fen" wur-
de mit 1pCi 14C—[U}—Xylose versetzt, die Radioaktivitdt des Me-
diums vor Zugabe der Zellen bestimmt und anschliefend mit der ge-
waschenen Vorkultur beimpft (ODgpg= 4). Die Kulturen wurden bei
55 Upm und 300C geschiittelt und das gebildete CO, mit 200pl 2N
NaOH (im "Warburg-Arm") aus dem Carbonat-Gleichgewicht entzogen.
{iber einen Zeitraum von 2 d wurde t#glich eine Probe Kulturmedium
sowie die NaOH entnommen. Die Radioaktivit&t wurde im Szintilla-
tionszdhler gemessen. Die Kultur wurde téglich mit 1% Fruktose
versetzt, um die Uberlebensrate von Z.mobilis zu erhthen. Als Po-
sitivkontrolle wurde eine E.coli Mutante DC1091/ pZM134 einge-
setzt, die aufgrund einer defekten Pyruvat-Formiat-Lyase und der
Anwesenheit der Pyruvat-Decarboxylase auf dem Plasmid pZM134, Xy-
lose (und andere Kohlenstoffquellen), weitgehend zu Ethanol und

CO, vergart.
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. Ergebnisse

1. Klonierung und molekularblologische Gharaklerisierung des
Xylose- Operons aus Klebsiella pneumoniae KAY 2028

Zu Beginn der vorliegenden Arbheit war es erforderlich; einen ge-
eigneten Organismus zur Isolierung der Gene fiir Xyloseisomerase
und Xylulokinase, auszuwdhlen. Das gram- negative Enterobakterium
K. pneumoniae KAY2026 (SPRENGER UND LENGELER, 1984), bot sich aus
folgenden Griinden als Donorstamm des Xylose-Operons ans

E guter gram- negativer Xylose- Vergdrer

8 Charakterisierung der heterologen xyi- DNA in rect E.coli

xyl~ Mutanten mSglich

1.1. Herstellung elner Cosmid-Genbank aus K preumoiiae KAY 2026 und
isolierung der Xviose- Gene

Zuxr Isolierung des Xylose-Operons aus K.pneumoniae KAY2026 wurde
eine Cosmid- Genbibliothek in dem Cosmid-Vektor pHC79 (HOHN UND
COLLINS, 1980) angelegt. Bei einer angenommenen Genomgrdfe des
Bakteriums von etwa 4x 103 kb und einer durchschnittlichen Ver-
packung von 30-45kb grofien Fragmenten in den Vektor pHC79, rei-
chen 300-500 Cosmid- Klone aus, um das Genom abzudecken, (GLOVER,
1985). Chromosomale DNA aus K.pneumoniae KAY2026 wurde mit dem
Restriktionsenzym Sau3A partiell gespalten, Fragmente mit einer
Grofe von 30-50kb aus einem Agarosegel isoliert und in die BamHI-
Schnittstelle des Vektors pHC79 ligiert. Nach in vitro Verpackung
der Plasmide durch die Phagenenzymextrakte wurde der A -sensitive
E.coli Stamm HB10l, der eine Mutation im Xyloseisomerarase- Gen
trdgt, mit dem Phagenlysat infiziert und auf LB-Agarplatten mit
Ampicillin selektioniert, (Abb.1). Aus der "Cosduktion" gingen
610 Amp-resistente Klone hervor. Diese Xolonien wurden auf LB~
Néhrbdden mit Tetracyclin ausgestrichen, um zu iiberpriifen, ob die
isolierten Cosmid- Klone chromosomale DNA-Inserts trugen. Die In-
sertion von DNA- Fragmenten in die BamHI-Schnittstelle des Vek-
tors pHC79 sollte zur Inaktivierung des Tetracyclinresistenzgens
flhren. 92% der isolierten Kolonien waren sensitiv gegeniiber Tet-
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racyclin, d.h.trugen DNA-Inserts. In einer nachfolgenden Schnell-
plasmidprédparation aus 24 Cosmid-EKlonen wurde die mittlere Grdfie

der DNA-Inserts bestimmt; sie lag bei 35-40 kb.

Anschliefend wurden alle Kolonien der Genbank auf McConkey-Plat-
ten mit 1% Xylose und Ampicillin ausgestrichen, um solche Kolo-
nien zu finden,; bei denen die xyla- Mutation des Stammes E.coli
HB101 duxch das Cosmid komplementiert wurde. Unter den getesteten
Kolonien zeigten zwel Klone eine starke Rotfdrbung auf McConkey+
Xylose-Platten. Die Rotfdrbung beruht auf der Sdureprodukition
beim Wachstum auf Xylose und deutet auf die Xomplementation des
xyld Defektes hin. Die beiden Cosmide trugen damit zumindest das
XylA- Gen des Xylose-Operons.

Im folgenden wurde das Plasmidmuster dexr beiden isolierten xyl+—
Cosmide nach verschiedenen Restriktionen untersucht. Die Cosmide
pZY200-1 bzw.-2 zeichneten sich durch wverschiedene Restriktions-
muster aus,wobei jedoch einzelne Fragmente beiden XKonstrukten ge-
meinsam waren, (in beiden Cosmiden vorhanden war, z.B. nach Re-
striktion mit EcoRI: 5kb Fragment; mit BamHI: 20kb Fragment; mit
SmaIs %kb Fragment). Hieraus war zu schliefen, daff die zwel Klone
unabhdngig voneinander entstanden waren und beide Anteile der Xy-
lose-Gene trugen. Das Cosmid pZY200-1 war =40 kb grof, das Plas-
mid pZY200-2 etwa 55kb.

Um zu iUberpriifen,; ob die isolierten Cosmide auch das xylB Gen fiir
die Xylulokinase kodierten, wurde eine A -Cosduktion (Avir) in
die xylAB~ Mutante E.coli LR2-168 durchgefiihrt. Dazu wurden expo-
nentiell wachsende E.coli HB101/ pZY¥200-1 bzw. -2 Stidmme mit dem
Phagen Avir lysiert, wobei die Cosmid-DNA in PhagenkOpfe verpackt
wurde. Das gewonnene, sterilfiltrierte Phagenlysat diente zur In-
fektion der Mutante F.coli LR2-168; und die Selektion der cosmid-
tragenden Klone erfolgte auf McConkey+Xyl+ Amp-Platten. Das Plas-
mid pZY200-1 komplementierte sowohl xylA als auch xylB~ Mutanten
auf McConkey+ Xylose-Platten. Das Cosmid pZ¥200-2 komplementierte
xylB~ Mutanten nicht, kodierte daher nicht fiixr die Xylulokinase

und wurde im folgenden nicht weiter untersucht.
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Restriktion der chromosomalen DNA mit Sau3A
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Isolierung von 30-50 kb Fragmenten aus dem Gel

Ligation der Fragmente in BamHi geschnitienen Vekior pHC78
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in vitro Verpackung durch Phageniysat
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Cosduktion in E.coli HB101 (yl-5)

Selekiion auf ampicillinhaliigen Nahrbdden

Abb.l: Schema der Cosmid-Klonierung
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Vor einer weiteren Charakterisierung des isclierten Xylose-Ope-
rons war es notwendig, die Xylose-Gene zundchst subzuklonieren.
Die Cosmid-DNA pZY200-1, die zuvor durch isopyknische Zentrifu-
gation gereinigt worden war, wurde vollstdndig mit dem Restrik-
tionsenzyvm Kpnl geschnitten und das erhaltene Fragment-Gemisch in
den ebenfalls mit EKpnl gedffneten Vektor pUCl1lS ligiert. Der Liga-
tionsansatz wurde in den Stamm E.coli HB101l transformiert und die
Selektion erfolgte auf ampicillinhaltigen McConkey-Platten mit 1%
Xyvlose. Unter 35 erhaltenen Transformanden komplementierte ein
Klon den xylA-Defekt des Stammes FE.coli HB10l. Das Plasmid pZY190
wurde in die zur Verfilgung stehenden xyl Mutanten FE.coli LR2-168
(xyIAB) und E.coli 1,233 (xylIB) transformiert. Durch Komplementa-
tionsanalyse der Transformanden auf McConkey+ Xylose-Platten und
durch nachfolgende Enzymtests wurde bestdtigt, daf auch das xylB-
Gen vollstdndig auf dem Konstrukt pZY190 vorlag.

1.2. Restriktionkartierung der Xylose-Gene auf dem Plasmid pZY190 und
Transposonmutagenese der Plasmide pZ¥180 und pZy240

Das Plasmid pZ¥190 wurde zundchst durch Restriktionskartierung
nédher charakterisiert, bevor die Lage der Gene xylA und xylB auf
dem 14,9 kb groflen KpnI-Fragment mittels Tnl725-Mutagenese (nach
UBBEN UND SCHMITT, 1986) eingegrenzt wurde.

Durch isopyknische Zentrifugation gereinigte Plasmid-DNA wurde
mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen gespalten und die
DNA-Fragmente anschliefend zur Analyse auf Agarose-Gelen aufge-
trennt. Die Gréfe der DNA-Fragmente wurde anhand mitgefiihrter Mo-
lekulargewichtsmarker bestimmt. Abb. 2A zeigt die ermittelte Re-
striktionskarte des Plasmids pZY¥190.

Zur Ermittlung der Position der Gene xylA und B auf dem 14,9 kb
grofien chromosomalen KpnI-Fragment, wurde eine Transposonmutage-
nese durchgefiihrt. Dazu wurde das Plasmid pZv¥190 in den Stamm E.
coli MV12 PRy g¢:Tnl725, transformiert. Die Selektion der Trans-
formanden erfolgte auf LB-Né&hrbdden mit Chloramphenicol (zur Se-
lektion auf das Transposon Tnl725) und Ampicillin (zur Selektion
auf pzZY¥190). Die erhaltenen 20 Transformanden wurden im Sektor-
ausstrich auf den gleichen N&hrboden iiberstrichen, iliber Nacht bei
370¢ und anschliefend fiir 4d bei 30%C inkubiert. In diesem Zeit-

raum finden Transpositionsereignisse von Tnl725 statt, die bevor-
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zugt in Plasmide exrfolgen, (UBBEN UND SCHMITT, 1986). Ven 20 Ko=-
lonien wurden Plasmidschnellpréparationen durchgefiihrt und die
Plasmid-DNA in die E.coli xylA Mutante HB10l transformiert. Die
Transformanden wurden auf LB-Platten,; wversetzt mit Chlorampheni-
col und Ampicillin, selektioniert. Die nachfolgende bifferenzie-
rung erfolgte auf McConkey+Xylose- Platten und den entsprechenden
Antibiotika.Aus jedem Transformationsansatz gingen rote und weis-
se Kolonien hexrvor. Diese verschiedenen Ph&notypen liefien den
Schluf3 zu, daf bei den weifen Kolonien die Transposoninsertion in
das Xylose-Operon, wahrscheinlich in das xyvlA-Gen erfolgt war und
die roten Kolonien das Transposon im xylB-Gen oder jenseits der
Xylose-Gene inseriert hatten. Diese erste phinotypische Differen-
zierung wurde im folgenden in Schnellplasmidprdparationen mit an-
schliefenden Restriktionsanalysen weiter untersucht. Durch Re-
striktionen der isolierten Plasmide mit HindIII, EcoRI und einer
Doppelrestriktion mit Hind III/ EcoRI und Auftrennung auf einem
Agarose-Gel konnte die Position der Jeweiligen Transposoninser-
tion auf dem Plasmid pZYl190 festgelegt werden (Abb.ZB).Durch Kom-
bination der Transposoninsertionen mit den entsprechenden Phdno-
typen auf McConkey+ Xylose-~ Platten wurde die Lage der Xylose-Ge-
ne auf dem Plasmid pZ¥19%0 auf =sinen RBereich von etwa 5kb einge-

grenzt.
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Abb.2: Physikalische Karte des Plasmids pZY¥1%0 (A) und Transpo-
sonmutagenese des Vektors mit Tnl725 (B). Abb.2B zeigt das Ergeb-
nis der Komplementationsanalysen dexr pZY¥l%0::Tnl725 Konstrukte in
der xylA Mutante E.coli HB101l auf McConkey+ Xylose-Platten:
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Xy1+wPhénotyp durch Tn-Insertion unbeinflufit, d.h.xylA intakt

Xyl™ Phénotyp durch Tn-Insertion, d.h. Tn-Insertion in xylA
Der Pfeil gibt jeweils die durch Restriktionskartierung ermittel-
te Orientierung des Transposons (bezogen auf die Leserichtung des
cat-Gens) an.V1l bezeichnet das Konstrukt pZY190::Tnl725-1, das
fiir die weitere Subklonierung eingesetzt wurde.
Die ermittelte Position des xylA-Gens (randstdndig zum Vektor pUC
19) und die daraus abgeleitete Position fiir xylB ist in Abb. 2A
angegeben.

Das Transposon Tnl725 bietet den Vorteil, neue Schnittstellen wie
z.B. die Restriktionschnittstelle Xpnl in Plasmide einzufiihren.
Hierdurch war es im folgenden mdglich,das Xylose-Operon als 5,9kb
groffies KpnI-Fragment aus dem Xonstrukt p%Y¥i90:: Tnl725-1 in die
KpnI- Schnittstelle des Vektors pUCl9 subzuklonieren. Das subklo-
nierte KpnI-Fragment trug neben den Xylose-Genen einen 1,3kb- An-
teil des Transposons Tnl725, der die Expression des Xylose-Ope-
rons jedoch nicht beeinflufte.Das neue Konstrukt pZ¥220 war 8,6kb
groff und komplementierte sowchl xylIA als auch xylB-Deliekte voll-
stdndig. Im folgenden wurde mit dem Plasmid pZ¥220 eine genauere

Restriktionskartierung durchgefithrt (Abb.3).

Pstl

Ezori/FN!

EcoRY

Tnl725

EcoR]

Sall
Pstl]

EcoRY

Hindl1Il:
Bamdl
Konl

Nrul
EcoR] = BamHl
HindI1I

Abb.3s Restriktionskarte des Plasmids pZ%¥220. Es sind nur die fiir
weitere Klonierungen relevanten Schnittstellen dargestellt. Ab-
kiirzungen sind dem Abkiirzungsverzeichnis zu entnehmen.

placZ= Promotor des fB-Galaktosidase-Gens
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Um den Transposonanteil von 1,3 kb aus dem FKonstrukt pZ¥220 zu
entfernen, wurde das 4kb PstI-Fragment aus dem Vektor pZ¥220 iso-
liert und in die PstI-Schnittstelle des Vektors pUC1% klomniert.
Die Transformation dieses Konstruktes pZ¥240 in den Stamm E.coli
HB101l, fihrte bel Selektion auf McConkey+Xyl+Amp-Platten zu weis-
sen Kolonien, obwohl das =xylA Gen auf dem Plasmid vollstédndig
vorlag und somit komplementieren sollte, (vgl. Abb.2). Die weite-
re Untersuchung dieses Effektes und die Eingrenzung der verant-
wortlichen Region sind in Abschnitt IITI.1.6. dargestellt.

Das Plasmid pZY¥240 fiihrte in Xkeiner der 2zur Verfiligung stehenden
xyl~ Mutanten E.coli HB101, L233 und LR2-168 zur S&ureproduktion
aus Xylose; es trat jedoch schwaches Wachstum und damit Komple-
mentation auf Minimalmedium+Xyl auf, so daB davon auszugehen war,
daf xylA und B auf dem Konstrukt vorlagen. Es wurde eine weitere
Transposonmutagenese mit Tnl725 und dem Plasmid pZY240 durchge-
fiihrt, um nun auch das xylB-Gen genau einzugrenzen. Die Durchfiih-
rung der Mutagenese erfolgte wie bereits filir das Plasmid p2¥190
beschrieben. Die erhaltenen pZY¥240::Tnl725 Plasmide wurden aufer
in der xylA~ Mutante E.ccoli HBL0l auch jeweils parxallel in den
beiden anderen xyl~ Mutanten beziiglich Komplementation auf Mini-
mal-+Xyloset+Amp-Agarplatten getestet. Das Ergebnis der Mutagenese
und der Komplementationsanalysen ist in Abb. 4 dargestellt. Das
XxylA- Gen konnte auf einen Bereich von 1,5 kb eingegrenzt werden
und liegt etwa 1kb hinter dem lacZ-Promotor von pUC19. "Down-
stream" von xylA liegt das xylB-Gen mit einer CGr&fie von minde-
stens 1,5 kb. Das Ende des xylB- Gens konnte in dieser Mutagenese
nicht festgelegt werden, und es war nicht eindeutig nachweisbar,

ob das Gen vellst&ndig auf dem Konstrukt vorlag.

Nachdem das ZXylose-Operon in den Vektoren pZ¥220 und pZY¥240 re-
lativ genau kartiert worden war und die Messung der Enzymaktivi-
tdten zeigte, daff die Klonierung der Gene auf Vektoren mit hoher
Kopienzahl, wie =z.B. pUC19, nicht zur Uberexpression Ffiihrte
(IXrX.1.3.), erschien es notwendig, die Promotorregion des Xylose-
Operons zu untersuchen und zu entfernen. Damit scllte eine kon-
stitutive Genexpression ausgehend von Xylose-unabhdngigen Promo-

toren erreicht werden (III.1.6.).
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HB101 L233 LR2-168
xylA- xyiB- xylAB-

+ o+ +

Abb. 4: Transposonmutagenese des Plasmides pZ¥240 und Komplemen-

tationsanalyse in E.coli xyl™ Mutanten auf Minimal-+ Xylose-Plat-
ten.

A% Insertionspunkt und Orientierung von Tnl725 (vgl. Abb.2B)
+/ -

Wachstum/ bzw. kein Wachstum der pZ¥240::Tnl725 tragenden
Klone auf ¥Minimal- + Xylose-Platten
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1.3. Expression der konstrulerten xyi-Plasmide in E coff Stammen

Die Plasmidkonstruktionen des aus K.pneumoniae XKAY2026 klonierten
Xylose- Operons wurden in den verschiedenen zur Verfligung stehen-
den E.coli xyl~ Mutanten, sowie teilweise in FE.coli Wildtyp im
Hinblick auf die plasmidvermittelten Enzymaktivitdten von Xylose-
isomerase und Xylulokinase untersucht.

In Tabelle 4 ist eine Zusammenstellung der Enzymaktivititen der
verwendeten St&mme zu sehen, sowie die Enzymaktivititen der E.
coli Stdmme nach Transformation mit verschiedenen xyl-Plasmiden.
Die Enzymaktivitdten wurden nach Xylose-Induktion gemessen. Es
wird deutlich, daf die Konstrukte pZ¥190, pzY¥220 und pZY240 keine
Uberexpression der Xyloseisomerase und - Kinase bewirkten, obwohl
das Operon in diesen Konstrukten in einem Vektor mit hoher Ko-
pienzahl (pUC19) vorliegt.Die gefundenen Aktivit#dten lagen im Be-
reich von chromosomalen Aktivitdten flir Xyloseisomerase und -Ki-
nase. Die xylA Mutation von E.coli HB101l wurde durch das Plasmid
pZY240 komplementiert, es war jedoch eine starke Reduktion der
Xyiulokinase-Aktivitdt feststellbar (ph8notypisch XylT). Das Kon-
strukt pZY240 scheint die Expression von xylB zu verhindern.

Stamm Plasmid Spezifische Aktivitadt dex
Xyloseigomerase Zyiulokinage
U/mg U/mg
K. pneumoniaegs
KAY 2026 - 0,30 2,10
E.colis
ED8767 - 0,36 0,91
HB1O01 {xylA) - 0 1,88
1233 (xyIB) - 0,86 0
LR2-168 (xylAB) - 0 0
HB101 DZY200 0,40 1,10
HB10O1 pZY19¢ 0,43 0,98
HB101 pPZ¥220 0,51 1,34
HB101 pPEY240 0,52 0,01
LR2-168 pzY220 0,44 0,61
L233 pPZY220 0,63 1,14

Tab. 4: Vergleich der Xyloseisomerase- und Xylulokinase-Aktivi-
tdten verschiedener rekombinanter E.coli Stdmme und ihrer Elter-
stdmme nach Wachstum in MM-Medium mit 0,4% Glycerin und 0,1% Xy-
lose. Die angegebenen Aktivitidten sind Mittelwerte aus min-
destens 2 unabhéngigen Messungen.
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Um Hinweise auf die Regulation der Expression der Xylose-Gene zu
erlangen, wurden die verschiedenen Plasmidkonstrukte hinsicht-
lich ihrer Induzierbarkeit durch Xylose bzw. Reprimierbarkeit
durch Glukose untersucht. Dabei zeigte sich, daf die Enzymaktivi-
tdten auf den Konstrukten pZY¥190 und pZ¥220 weiter durch Xylose
induzierbar waren. Der Induktionsfaktor durch Xylose lag bei et-
wa 3-5 verglichen zu den Enzymaktivitdten Fruktose gewachsener
Bakterien. Die Induktion durch Xylose war jedoch deutlich schwi-
cher als diejenige bei chromosomaler Genexpression (Enzymaktivi-
tdt nur nach Induktion nachweisbar),was durch die hohe Kopienzahl
der Plasmidkonstrukte und einem damit verbundenen erhBhten Grund-

niveau an Enzymaktivitdt erklirbar ist.

Sehxr deutlich wurde auch die starke Xatabolitrepression der Xylo-
se- Gene in den Xonstrukten pZY190 und pz¥220,(Tab.5). Bei in Ge-
genwart von Glukose gewachsenen pzY220 rekombinanten Stdmmen
konnte weder Xyloseisomerase noch -Kinase-Aktivitdt nachgewiesen
werden. Erst nach Deletion des 5’'-upstream-Bereiches des xylA-
Gens im Konstrukt pZY¥222 (I¥I.1.6.) war die Glukose-Reprimierbar-
keit dexr ZXylose-Gene aufgehoben (Tab.5). Hier war vollstindige
Expression der Xylose-Gene erst nach Induktion mit IPTG nachweis-

bar, da auch der lacZ-Promotor katabolitreprimiert wird.

Stamm Plasmid Spezifische Aktivitdt
(U/mg)
Evloseisomerase Eylulokinase

Glukose  Glyc/Xyl Glukose  Glyc/Xyl

E.coli

HB101 pzY220 0,04 0,51 0 1,34
HB101 PZY222 ~IPTG 0,53 1,41 1,08 1,90
HB101 DPZY222 +IPTG 1,54 n.g. 1,75 n.g.

Tab. 5: Vergleich der Enzymaktivititen rekombinanter E.coli HB101
Stédmme nach Wachstum in Minimalmedium versetzt mit 0,4% Glukose
(reprimierend) oder 0,4% Glycerin + 0,1% Xylose (induzierend).
Der Vektor pZzY¥220 enthdlt den xyl-Promotor; im Plasmid p%¥222 ist
der gen-eigene Promotor entfernt. Zur Induktion des placZ im
Konstrukt pzZY222 wurde 1mM IPTG zugesetzt. n.g.= nicht gemessen
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1.4. Sequenzanalyse des Xylose-Operons aus K. pneumoniae KAY 2026

Die Charakterisierung des Xylose-Operons aus K.pneumoniae KAY2026
wurde durch Bestimmung der DNA-Sequenz vervollstédndigt. Die DNA-
Sequenz der kodierenden Regionen xylA und xylB, sowie der Pro-
motorregion des Operons wurde doppelstrdngig mit der Didesoxy-
methode von SANGER ET AL., (1977), modifiziert nach TABOR UND RI-
CHARDSON, (1987), durchgefiihrt. Es erxrfolgte eine Plasmidsequenzie-
rung in pUCLl8/19 und pGEﬁ?Zf+mVektoren mit k#uflichen "Primern".
Fiir die Sequenzierungsreaktionen wurden die in Abb.5 dargestell-
ten Fragmente,in die Vektoren pUC oder pGEM kloniert und mit Hil-
fe von Exonuklease III jeweils unidirektional wverkiirzt, so daf
Fragmente mit Grdfenabstufungen von etwa 200 bp entstanden. Die
Plasmid- DNA wurde entweder {iber isopyknische Zentrifugation iso-
liert oder es wurden aufgereinigte Miniplasmidprédparationen in
die Seguenzierungsreaktionen eingesetzt. Bel diesen Sequenzie-
rungsansitzen konnten in einer Reaktion ausgehend von der Bin-
dungsstelle des verwendeten "Primers" etwa 250 bis 300 Nukleotide

exmittelt werden.

: Richtung der Exonukleaseill Behandliung

Abb. 5: Sequenzierungsstrategie flir das Xylose-Operon aus Klebsi-
ella pneumoniae KAY2026. Von den gezeigten Fragmenten wurden je-
weils sukzessiv verkiirzte Vektoren mit Exonuklease III herge-
stellt, die in die Sequenzierung eingesetzt wurden.

52




Die Nukleotidsegquenz des Xylose-Operons sowie benachbarter Regi-
onen wurde iiber einen Bereich von 3225bp ermittelt, (Abb.6). Die
DNA-Sequenzanalyse mit dem Computerprogramm MICROGENIE der Firma
BECKMAN, (QUEEN UND KORN, 1984) zeigte die Existenz von 2 grofen
offenen Leserastern auf, die fiir die Gene xylA und xylB kodieren.
Das xylA- Gen ist 1320 bp, das xylB- Gen 144% bp grof. Die beiden
Gene sind durch eine 89 bp lange intergenische Region voneinander
getrennt, in der sich theoretisch "stem-loop" Strukturen ausbil-
den kénnten,; die zur Termination der Transkription fiihren k&nnten
(Abb.7, TINOCO ET AL.,1973). Vor dem xylA Gen findet sich die Se-
quenz 'TATGGAG, vor dem xylB-Gen die Sequenz TAAGGAG; beide
stellen typische Konsensussequenzen enterobakterieller Ribosomen-
bindungsstellen dar (S.D.-Sequenz; SHINE UND DALGARNO, 1974).

ATTTATTCATGCACGCTCTTATTATTGCACTGACTGTCTCTGACAAAGCGGGTCGAGTGC 265

AACGGTTGACTGGATATTATT T TGCCAGCTGCCCACGTTGIGATTCTCTCAATGECGTE ~205
cAMP/CRP

TGIGAAATAACGTAATTGACGGAAAAATGAAAGCGAAATTCTATATEGGCTTAAACCCGTC 145
CcAMP /CRP -35 ~10 **

ATACTTCAAGTTGTAGGTGCGGCTTCGTGACATTCGTTCGTCCGCCCCCGGTTACCGGACTG =85
exo 0,6

CGCGCTCCTGCCGCCTTCCTGCAACTCGAATTATTTAGGGTATCTGATTGGTTATTCGCC 25

+1
GCATCTCTGAATATGGAGTTCTCTATGCAGACCTATTTCGATCAACTCGATCGCGTTCGT 36
SD MetGlnThrTyrPheAspGlnLeuAspArgValArg ‘

xyiA

TACGAAGGCCCGAAATCCACTAACCCGCTGGCTTTCCGTCATTACAACCCGGATGAACTG 96
TyrGluGlyProLysSerThrAsnProlLeuAlaPheArgHisTyrAsnProAspGluLeu

GTGCTGCGCAAACGGATGGAAGATCATCTGCGTTTTGCGGCCTGTTACTGGCACACCTTC 156
ValleuGlyLysArgMetGluAspHisLeuArgPheAlaAlaCysTyrTrpHisThrPhe

TGCTGGAATGGCGCCGATATGTTTGGCGTGGGCTCCTTTGATCGTCCCTGGCAGCAGCCT 216
CysTrpAsnGlyAlaAspMetPheGlyValGlySerPheAspArgProTrpGlnGlnPro

GGCGACGCCCTGGAGATGGCCAAACGCARAGCCGATGTGGCEGTTCGAATTCTTCCATARA 276
GlyAspAlaLeuGluMetAlaLysArgLysAlaAspValAlaPheGluPhePheHisLys

CTCAACGTGCCTTACTACTGCTTCCACGACGTTGACGTCTCGCCGGAAGGGGCGTCGLCTC 336
LeuAsnValProTyrTyrCysPheHisAspValAspValSerProGluGlyalaSerLeu

AAGGAGTACAGCAATAACTTCGCCCGGATGGTCGAGCGTGCTGGCTGAGARACAGCAGCAG 396
LysGluTyrSerAsnAsnPheAlalhrgMetValGluValleuAlaGluLysGilnGinGln
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AGCGGCGTGAAGCTTCTGTGGGGGACCGCARACTGCTTTACCAACCCCCGLCTACGGCGLL
SexGlyVallLysLeuLeuTrpGlyThrAlaAsnCysPheThrAsnProArgTyrGlyAla

GGCGCGGCCACCAACCCGGATCCGGAAGTATTTAGCTGGGCGGCCACCCAGGTGGTCACC
GlyAlaAlaThraAsnProAspProGluValPheSerTrpAlaAlaThrGlnValvalThr

GCCATGAATGCCACCCATCAACTGGGCGGTGARAACTATETGCTCTGCGGCGETCGCGAG
AlaMetAsnAlaThrHisGlnLeuGlyGlyGluAsnTyrValLeuTrpGlyGlyArgGlu

GGCTATGAAACCCTGCTGAATACCGACCTGCGCCAGGAGCGTGAGCAGTTGGGCCGCTTA
GlyTyrGluThrLeuleuAsnThrAspLeuArgGlnGluArgGluGlnLeuGlyArgLeu

TTGCAGCTGGTCETGCAGCATAAGCATAAAATCGGCTTTAAAGGCACGCTGCTGATTGAG
LeuGlnLeuValValGluHisLysHisLysIleGlyPheLysGlyThrLeuLeulleGlu

CCCAAACCGCAGGAGCCGACCAAGCATCAGTATGACTATGATGCCTCTACCGTTTACGGC
ProLysProGInGluProThrLysHisGlnTyxAspTyrAspAlaSerThrValTyrGly

TTCCTCAAACAGTTTGGTCTGGAAAAAGAGATTAAACTGAATATTGAAGCTAACCATGCC
PheLeuLysGlnPheGlyLeuGluLysGlullelysleuAsnIleGluAlaAsnHisAla

ACGCTCGCCGGCCATTCGTTCCATCATGARATTGCGACGGCCATTGCGCTGGGGCTGTTC
ThrLeuAlaGlyHisSerPheHisHisGluIleAlaThrAlaIleAlaLeuGlyLeuPhe

GGCTCCGTTGACGCCAACCGLGGCGATCCGCAGCTGGGCTGEGATACCGACCAGTTTCCG
GlySerValAspAlaAsnArgGlyAspProGlnLeuGlyTrpAspThrAspGlnPhePro

AACAGAGTCGAAGAAGACGCCCTGGTGATGTATGAGATCTTCAAAGCGGGCGGCTTCALCC
AsnArgValGluGluAspAlaleuValMetTyrGluIlePheLysAlaGlyGlyPheThr

ACCGGCGGGCTCAACTTTGATGCTARAGTTCGCCGGCAAAGCACCGACARATACGATCTG
ThrGlyGlyLeuAsnPheAspAlaLysValArgArgGlnSerThrAspLysTyrAspLeu

TTCTATGGTCATATTGGCGCGATGCGATACCATGGCCGTATCGCTGAAGGTCGCGGCGCGG
PheTyrGlyHisIleGlyAlaMetAspThrMetAlaValSerLeulysValAlaAlaArg

ATGATCGAGGACGGCGAACTGGATAAGCGCGTGGCCAGACGGTACGCCGGCTGGAACGET
MetIleGluAspGlyGluLeuAspLysArgValAlaArgArgTyrAlaGlyTrpAsnGly

GAGCTGGGGCAGCAGATCCTTARCGGGCAGATGACCCTCGAGCGATATTGCCCAGTATGCC

GluLeuGlyGlnGlnIleleuAsnGlyGinMetThrLeuSerAspIllealatGinTyrila

GCTCAGCATCAGCTGGCGCCGCAGCATCGCAGCGGCCAGCAGGAACAACTGGRAAACCTG
AlaGlnHisGlnLeuAlaProGlnHisArgSerGlyGlnGlnGluGlnLeuGluAsnleu

GTCAACCATTATCTGTTTGACAAGTAATCATACGGCGGGCEGCCGGGGETGACCGGCGCCAG

ValAsnHisTyrLeuPheAspLys > <
+1

ACCAGGATGCTCTGTTCGCGCCACGTCAGCCGTGCGGTTTAAGGAGAGGGAGTATGTATA
S— SD MetTyrl

xyiB

TCGGCATCGATCTGEGGACGTCGGGCGTCAAAGCCATTCTGCTCAATGAGCAGGGTGAGS
leGlyTleAspLeuGlyThrSerGlyVallysAlalleLeuLeuAsnGluGlnGlyGluV

TAGTGGCATCGCATACCGAAARACTCACCGTCTCGCGTCCGCATCCGCTGTGGTCGGAGC
alvValAlaSerHisThrGluLysleuThrValSerArgProHisProLeuTrpSerGluG

54

456

516

576

636

696

756

816

876

936

996

1056

1116

1176

1236

1296

1356

67

127




AAGATCCCGAACAGTGGTGGCTGGCGACGGACACGGCGATGAAAGCCCTGGGCGCGCACG
InAspProGluGlnTrpTrpLleuAlaThrAspThrAlaMetLysAlaLeuGlyAlaHisA

ATAGCCTGCGCCACGTGAAGGGCCTCGGCATTGCCGGGCAGATGCACGGCGCCACCCTAC
spSerLeulArgHisVallysGlyLeuGlyIleAlaGlyGlnMetHisGlyAlaThrLeul

TGGATAAATCGTTACAGGTGTTGCGTCCGGCCATTTTATGGAATGACCGCCGLCTGCGLCG
euAgplysSerLeuGlnVallenArgProAlalleLenTrpAsnAspGlyArgCysAlac

AAGAGTGCCAGCTGCTGGAAGACAAAGTCAGCGCTTCCCGGCAGATCACCGGCAACCTTA
luGluCysGlnLeuleuGluAspLysValSerAlaSerArgGinIleThrGlyAsnLeuk

TGATGCCGGGCTTTACGGCGCCGAAGCTCTTATGGGTACAGCGCCACGAGGCGGCAGTGT
etMetProGlyPheThrAlaProLysLeulLeuTrpValGlnArgHisGluAlaAlavalP

TCAGCCAGGTCGATAAAGTGCTGCTGCCCAAGGATTATCTGCGCCTGCGCATGACCGGCG
heSerGlnValAsplLysValleuLeuProLysAspTyrLeuArglLeuArgMetThrGlyG

AGCTTGCCAGCGATATGTCTGACGCCGCCGGCACGATGTGGLTGGACGTCGCCCGGLGLG
luLeuAlaSerAspMetSerAspAlaAlaGlyThrMetTrpLeuAspValAlaArgArgA

ACTGGAGCGACGAGATGCTCGCCGCCTGCGATCTCAGTCGGGATGCGATGCCGGLGCTGT
spTrpSerAspGluMetLeuAlaAlaCysAspLeuSerArgAspAlaMetProAlaLeuP

TCGAAGGCAGCGATGTCACCGGGCAACTGCGACCTGAGGTGGCGCAGGCGTGGAATATGC
heGluGlySexrAspValThrGlyGlnLeuArgProGluValAlaGlnAlaTrpAsnMetP

CGCLCGGCGCTCETGGTGGGCEGCGGGGGCGACAACGCCGCCGGGGCCAGTCGGGATCGGCA
roProAlalLeuValValGlyGlyGlyGlyAspAsnAlaAlaGlyAlaValGlyIleGlyM

TGGCCGATGCCGGTCAGGCGATGLCTGTCGCTGGGTACGTCAGGCGTCTACTTCGCCGTCA
etAlaAspAlaGlyGlnAlaMetleuSerLeuGlyThrSerGlyValTyrPheAlavVals

GTGAAGGGTTCCTTAGCAAACCCGARAGCGCGGTGCACAGCTTCTCCCATECCTECCELG
erGluGlyPheLeuSerLysProGluSerAlaValHisSerPheCysHisAlaCysArgG

GCCGCTGGCATTTGATGTCGGTCGATGCTCAGCGCGGCCTCCTGTCTGCACTGGRCGGCAA
lyArgTrpHisLeuMetServValMetleuSerAlaAlaSerCysLeuAspTrpAlaAlal

AATTAACCGGTCTCGCCAGCGTGCCGGCGCTGATCGCGGCGECGCAGACGGCGGATGAAA
ysLeuThrGlyLeuAlaSerValProAlaleulleAlaAlaAlaGInThrAlaispGluS

GCGCCGGTCCEGETGTCETTCCTGCCCTATCTCGTC TGGCGAACGCACGCCGCACAACAALC
erAlaGlyProValTrpPheLeuProTyrleuSexGlyGluArgThrProHisAsnAsnP

CGCAGGCTAAGGGCGTCTTTTTTGGCCTGACGCATCAGCATGGGCCGGCAGAGCTGGCGC
roGlnAlaLysGlyValPhePheGlyLeuThrHisGlnHisClyProAlaGluLeuhlad

GGGCGGTGCTGGAAGGGETGEGCTATGCGCTCGCGGATGETATGGACGTGGTGCACGCCT
rgAlavVallLeuGluGlyValGlyTyrAlaLeuAlaAspGlyMetAspValValHisAlaC

GCGCCATCAAGCCGGAAGCAATCACGCTTATCGGCGGCGGACGCGCACGTTACTEGRCGGL
ysAlaIlleLysProGluAlaIleThrLeulleGlyGlyGlyArgAlaArgTyrTrpArgG

AAATGCTGGCGGATATCAGCGGCCTGCAGCTCGATTACCGTACCGEGGGCGATCTCGGCC
lnMetLeuAlaAsplleSerGlylLeuGlnLeuAspTyrArgThrGlyGlyAspValGlyP
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CGGCGCTGGGGGCGGCCAGGCTGGCGCACGTGECGGTTCACGACCGAGGCAGACCGCCCCG
roAlalLeuGlyAlaAlaArgleudAlaHisValAlavValHisAspGluAlaAspArgProG

GGCTGCTGAAGCCGCTGCCGCTTGAACAAGCCCATCGCCCGGACGATCGCCGTGTGGCCC
lyLeulLeuLysProLeuProLeuGluGlnAlatHisArgProAspAspArgArgValAlaH

ACTATGCGCCGCAGCGGGAAATCTTCGCCAGAATTTTCAGCAAACTGAAACCGCTGATGT
isTyrAlaProGlnArgGlullePheAlaArgIlePheSerLysLeulysProLeuMetS

CTTAGCTCAGTCAGTCGCAGCGGCGATTCTTCTGATTGACGCTAC
erEnd

Abb.6: DNA- und Proteinsequenz der Xyloseiscomerase und Xylulo-

kinase aus Klebsiella pneumoniae KAY2026. Die Sequenz

1327

1387

1447

1451

ist

in der EMBL- Datenbank unter der Nummer X61059 wverfiigbar.

S.D. = Konsensussequenz fiir Ribosomenbindestelle

wE = Transkriptionsstartpunkt (s.III.1.5.)

-10/ =35 = ZKonsensusseguenzen fiir entercbakterielle Promotoren
—> < : potentielle "stem loop" Region

| A AG= -31,4 Rcal
Gee? (nach TINOCO ET AL.,
|
GosC

5t _ CeA-T-A-C” ™ A-G-G=A-T - 3

1973)

Abb. 73 M&gliche Terminationsschleife zwischen xylA und xylB.

Die Punkte symbolisieren die Basenpaarungen.




Das xylA-Gen kodiert fiir ein Protein von 440 Aminosduren, mit ei-
nem Molekulargewicht von 49,793 XDa, das xylB-Gen fiir ein Protein
aus 483 Aminosiuren und einem Molekulargewicht wvon 51,783 KDa.
Diese Molekulargewichte liefen sich auch in der SDS-PAGE bestdti-
gen (siehe Abb. 14).

Die Xyloseisomerase von K.pneumoniae zeigte auf DNA-Sequenzebene
80% Identitdt zur E.coli Sequenz (LAWLIS ET AL.,1984; SCHELLEN-
BERG ET AL.,1984),auf Aminosiureebene sogar 89%. Abb.8 stellt ei-
nen Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz der Xyloselscmerase
von K.pneumoniae mit andexen bakteriellen Xyloseisomerasen dar.
In den verschiedenen Sequenzen finden sich hdufig kurze Bereiche
identischer Aminosduren. Es ist bekannt, daf die fiir die Aktivi-
tdt der Xyloseisomerase wichtigen Aminosduren nicht "geclustert"”
vorliegen, sondern iiber einen weiten Bereich der Sequenz ver-
teilt sind (CARRELL ET AL., 198%; COLLYER AND BLOW, 1990). Alle
fiir die Aktivitdt entscheidenden Aminos8urereste sind in den bis-

lang untersuchten Spezies konserviert.

Das xylB-Gen von K.pneumoniae zeigt auf DNA- Ebene 73% Identitat
zum E.coli xylB-Gen (LAWLIS ET AL.,1984),auf Aminosdureebene 81%.
Ein Vergleich verschiedener Teil- oder Gesamtsequenzen der Xylu-
lokinase ist in Abb.9 zu sehen. Neben einigen Bereichen homologer
Aminos#duren, fallen zwei interne Sequenzwiederholungen auf (mar-
kiert in Abb. 9). Ob diese Regionen fiir die Funktion des Enzyms
wichtig sind, oder ob sie nur ein zufdlliges Ergebnis einer in-

tramolekularen Duplikation darstellen, ist zur Zeit noch unklar.

K.pneumoniae besitzt zwei Xylulokinasen, ein Enzym fiir den D-Ara-
binitol-Stoffwechsel, das zweite fiir den Xylose-Stoffwechsel.
Vergleicht man die aminoterminale Region der Xylulokinase des D-
Arabinitol-Stoffwechsel von K.pneumoniae 10335P14 (Elterstamm von
KAY2026) mit der in dieser Arbeit klonierten Xylulokinase aus dem
D-Xylose-Stoffwechsel, so findet man deutlich geringere Homolo-
gie, verglichen zur Homologie der beiden Xylulockinasen des D-Xy-
lose-Stoffwechsels aus E.coli und KAY2026. Dies ist zu verstehen,
wenn die beiden Gene fiir die Xylulokinasen von K.pneumoniae sich
schon frith in der Evolution in den zwei Stoffwechselwegen aus-

einanderentwickelt haben.
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Abb. 8: Vergleich der Proteinsequenzen verschiedener Xyloseisome-
rasen. K.p.= K.pneumoniae KAY2026; E.c.=E.coli: S.x.= Staphvio-
coccus xylosus; B.s.=B.subtilis; C.t.=Clostridium thermohydrosul-
furogenes; A.s.= Ampulariella sp.; S.o0.= Streptomyces olivochro-
mogenes; S.v.= Streptomyces violaceconiger; * = Konservierte Ami-
nosduren; A = beteiligt an der Metallionenbindung
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%x. LLHRLNIDPSICPEIIASHQRSGQLTEKVENTLGIDSNINVYQOGGANNACGALGSGITD-EQKQLVS 258
v. TLAHIGLDPALLPRVVRPGEVAG--TVRDGHGLPFSEGTLVAAGTGDNAAAATGLG-LLPGRPVL~-S 256

*okdek * % * % * * *
p. LGTSGVYFAVSEGFLSKPE--SAVHSFCHACRGRWELMSVMLSAASCLDWAARLTGLASVPALIAAA 317
.¢. LGTSGVYFAVSEGFLSKPE-~SAVHSFCHALPQRWELMSVMLSAASCLDWAAKLTGLSNVPALIAAA 317
x. IGTSGV--ALSIENSTDYENDGNVHYFNHCVPNQKYIMGVTLSAGYSLEWLKQLISADENFTTFLKD 323
v. LGTSGTVWAVS—~-RGRPADPTGTVAGF-~—--—- ADARGDWLPLACTL--NCTL--AVDRVAALLGL 310

% ok KEkkEkk * % %% * %
K.p. QTADE-SAGPVWFLPYLSGERTPHNNPQARGVFFGL THQHGPAELARAVLEGVGY-ALADGMDVVHA 382
E.c. QQADE-SAEPVWFILPYLSGERTPHNNPQARGVFFGLTHOHGPRELARAVLEGVGY-ALADGMDVVHA 382
$.x. INQSEVGANGLMYTPYLLGERTPHNDASVRGSFIGLDANTTQLDMRRAVIEGITYSINESIKHIMEN 350
S.v. DREAVAPGGSVTLLPFLDGERTP-NIL.PNASGLLHGL.RHDTTFPGOLLOAAYDGAVHSLLGALDLVLDE 376

*TERE *® & * Ewk *

K.p. CAIRPEAITLIGGGRA~-RYWROMLADISGLOLDYRTGGDVGEPALGAARLAHVAVHDEADRPGLLKD 447
E.c. CGIRPQSVTLIGGGARSE-YWROMLADY SGQQOLDYRTGGDVGPALGARRLAQIAANPERSLIELL-P 447
S.x. NAININEIVSIGGGARNQWLWIQ--ADIFNTTITTRT--EEQGPAYGAAMIAAMGEQWFNTFNEMSEA 455
S$.v. DADRDSPLLLIGGGARGRA-WOQTVRRLSGRPVQI SFAKELV-AL.GAAAQAAGLLTGEDPRAVARRW 441

* k3
K.p. -LPLEQAHRPDDRRVAHYAPQREIFARIFSKLKPLMS+ 483
E.c. QLPLEQSHI.PDAQRYAAYQPRRETFRRLYQQLLPLMA+ 484
S.%. WIAYH-—————— QKVY—-—-P-TETNTESYODLFNIYRTIYD+ 485
S.v. NTAAG--~-~PVLEPV--—--PRDEETLARIGGVLSELS+ 480

Abb. 9: Vergleich der Proteinsequenzen verschiedener Xylulokina-
sen. K.a.= R.aerogenes (D-Arabinitol-Stoffwechsel); K.p.= K.pneu-
moniae KAY2026; E.c.=E.coli; S.x.= Staphylococcus xylosus; A.s.=
Ampullariella sp., S.v.= Streptomyces violaceoniger.
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1.6. Charakterisierung des Xyiose-Operons auf Transkriptionsebens

Fiir Gram- negative Bakterien war bislang nicht nachgewiesen, ob
die Gene xylA und xylB ein Operon, d.h. eine Transkriptionsein-
heit, bilden. Diese Aussage war nur fiir Gram-positive Bakterien
bestitigt worden, (GARTNER ET AL.,1988; AMORE ET AL., 1990; SIZE-
MORE ET AL.,199%91).

Um zu iiberpriifen, ob die Gene xylA und B als Operon transkribiert
werden, wurde die Methode der "NORTHERN"- Blot Hybridisierung
durchgefiihrt. Diese Methode eignet sich zur Bestimmung der Trans-
kriptlidnge von Genen und kann weiterhin Aufschluf iiber mdglicher-
weise vorhandene Uberexpression von Genen auf m-RNA-Ebene geben.
Die Bestimmung der Transkriptlédnge erfolgte mit Gesamt-RNA des
Ausgangsstammes K.pneumoniae KAY2026 sowie der RNA eines rekombi-
nanten Uberproduzenten der Xylose-Gene, E.coli DH5/pZY¥224. Die
Gesamt~ RNA der beiden Stédmme wurde in einem 0,8%- igen Formalde-
hvdgel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran {ibertragen und an-
schlieflend gegen eine Digoxigenin-markierte "antisense"-RNA Sonde
hybridisiert (SAMBROOX ET AL., 1989; BOEHRINGER MANNHEIM, Mann-
heim). Die Markierung der RNA-Sonde erfolgte mit T7-RNA~-Polymera-
se und dem mit BamHI linearisierten Vektor pZY¥224a (xylB'A) als
Matrize. Die Digoxigenin-markierten RNA:RNA-Hybride konnten durch
Bindung des Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase Konjugates
und einer nachfolgenden enzymkatalysierten Farbreaktion detek-
tiert werden. Die Lénge der RNA-~-Hybride wurde mit Hilfe von mit-
gefiihrten RNA-Molekulargewichtsstandards bestimmt. DPas Ergebnis
dieser NORTHERN-Blot- Analyse ist in Abb. 10 zu sehen. Es wurde
deutlich,dafl bei beiden Stédmmen ein etwa 3000 Basen langes Trans-
kript entsteht. Daraus 18Bt sich schliefen, daf xylA und xylB ei-
ne Transkriptionseinheit darstellen. Daneben trat ein zweites
kleineres Transkript von etwa 1600 Basen auf. Hierbei konnte es
sich um ein =xylA- Transkript handeln, bei dem es aufgrund von
Termination =zum Abbruch der Transkription vor xylB gekommen ist
oder unter der Voraussetzung eines zusadtzlichen Promotors vor dem
xylB-Gen um ein xylB-Transkript. Mdglich wdre auch ein m-RNA-Ab-
bauprodukt. Diese Ergebnisse sind noch weiter zu untersuchen, da
es sich mdglicherweise dabei um einen Regulationsmechanismus fir
die Expression der Xylose-Gene auf Transkriptionsebene handeln
kdnnte. Die NORTHERN-Blot Analyse bestdtigte mit einem starken

Hybridisierungssignal auch auf m-RNA-Ebene, die im Enzymtest und
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in der SDS-PAGE gefundene starke Uberexpression der ZXylose-Gene

im Plasmid pZY¥224, in dem die Xylose-Gene vom SP6-Promotor expri-

miert werden, (vgl. III.1.6.).

3.000 =& |

1,600 === -

Abb.10: "Northern"-Blot Analyse der Xylose-Gene aus K. pneumoniae
KAY2026; Gezeigt sind die Signale der Hybridisierung von Gesamt-
RNA aus K. pneumoniae KAY2026 und E.coli DH5/pZ2Y224 (jeweils etwa
5ug) gegen eine Digoxigenin-markierte xylAB RNA-Sonde.

Spur l: E.coli DHS/ pZY¥224; Spur 2: K.pneumoniae KAY2026

Anschliefend wurde der Transkriptionsstart des Xylose-Operons im
Ausgangsstamm K.pneumoniae KAY2026 bestimmt. Dazu wurde ein RNAse
-Schutz-Experiment nach SAMBROOK ET AL., (1989) durchgefiihrt. Die
Gesamt-RNA wurde aus K.pneumoniae KAY2026 isoliert. Zur Hybridi-
sierung wurde einea?SS—CTP—markierte 350 Basen grofie RNA- Sonde
eingesetzt, die den Promotorbereich des Xylose-Operons sowie 25bp
des translatierten xylA-Gens umfafte. Zur Herstellung dieser Ma-
trize wurde das 0,35 kb PvuI-Fragment aus dem Vektor pZY250g-2
isoliert, mit Klenow- Polymerase die Enden abgedaut und in die
Smal- Schnittstelle des Vektors pGEM?Zf+ ligiert. Die Bestimmung
der Orientierung des kleinen Fragmentes in dem neuen Konstrukt
PZY227, erfolgte duxrch Restriktion mit den beiden Enzymen EcoRI/
BstEII. Das Insert war so orientiert, dafl die Transkriptions-

richtung in Richtung des T7-Promotors lag. Durch in vitro Trans-
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kription ausgehend vom 8SP6-~-Promotor, konnte dann nach Lineari-~
sierung der Matrize pZY¥227 mit EcoRI durch Einbau von radioakti=-
ven Nukleotiden eine markierte RNA-Sonde synthetisiert werden.
Die Hybridisierung und nachfolgende RNAse-Behandlung erfolgte,wie
in Material und Methoden beschrieben. Mit Hilfe verschiedener ra-
dioaktiv markierter DNA-und RNA-Gréfenstandards, sowie einer mit-
gefiihrten DNA-Sequenz konnte die Grdfe des entstandenen RNA:RNA-
Hybrids nach Auftrennung iiber ein denaturierendes Polyacrylamid/
Harnstoff-Gel bestimmt werden. Das Ergebnis des RNAse-~Schutz-Ex-
perimentes ist in Abb.1l1 dargestellt. Schon nach 24 stiindiger Ex-
position des ROntgenfilms war ein starkes 175 Basen langes Signal
sichtbar. Durch Abz&hlen der Sequenz (siehe Abb.6) ausgehend von
der PvuI-Schnittstelle, die 25 bp im xylA-Gen liegt (nach Behand-
lung mit Klenow-Enzym) in den 5'-Bereich des Operons, ergab sich
fir den Transkriptionsstart die Position -150 bezogen auf den
Translationsstart AUG. Im 5’-"upstream"-Bereich des bestimmten
Transkriptionsstartes findet sich eine gute -10 (TATATT) und mit
einem Abstand von 19bp eine -35 (TTGAGG) -Konsensussequenz, die
in der DWNA-Sequenz in Abb.6 vermerkt sind. Die Bereiche entspre-
chen klassischen entercbakteriellen Promotorstrukturen, (RO~
SENBERG UND COURT, 197%). In der N8he der -35 Region befindet
sich in Wiederholung die fiir cAMP/ CRP-Bindestellen typische Kon-
sensussequenz (TGTGA), (VALENTIN- HANSEN, 1991; DE CROMBRUGGHE ET
AL., 1984). Die fiir perfekte Symmetrie notwendige Sequenz (TCACA)
der cAMP/CRP-Bindestelle (CAATGC bzw. GTAAT) waxr in der vorlie-

genden Sequenz nicht wvorhanden.

1.6. Untersuchung des in trans vermitislien Xvlose-negativen Phanotyps

Bei den Untersuchungen zur Expression der verschiedenen xyl-XKon-
strukte in E.coli hatte sich gezeigt,daf das Plasmid pZY240, wel-
ches das xylA-Gen,zusammen mit der 5'-"upstream" Region und 1,5kb
des xylB-Gens (pZY240) trug, einen starken Effekt auf den Xylose-
Phdnotyp der E.coli Wirtszellen HB10l ausiibte. Das Konstrukt wur-
de daraufhin in wverschiedenen E.coli Stdmmen untersucht. Durch
Vorhandensein des Plasmids pZY240 bekamen sogar E.coli Wildtyp-
Stémme, wie ED8767, die xylAB+ sind, einen Xylose- negativen Phd-
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Abb.11l: RNAse-Schutz-Experiment zur Bestimmung des Transkripti-
onsstartes des Xylose-Operons von K. pneumoniae KAY2026. Spur 1-
43 TCGA~ DNA-Sequenz M13mpl8 ("universal primer"); Spur 5: pUCL18
/Sau3A (Klenow)- DNA-Standard (108, 144, 261,344,588,958 Basen);’
Spur 6: RNA-Standard 109 Basen, Spur 7: RNA-Standard 304 Basen;
Spur 83 K. pneumoniae KAY2026 RNA, 50ug; Spur 9: RNA-Standard 304
Basen
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notyp. Die Messung der Enzymaktivitdten zeigte, daf die ZXylose-
isomerase in allen Stdmmen normal, mit etwa 0,5 U/mg, exprimiert
wurde, daf jedoch in xle+ Stdmmen eine ganz starke Reduktion derx
Xylulokinase-Aktivitdt von 21U/mg auf <£0,05 U/mg zu verzeichnen
war, (Tab.6). Ausgehend von Befunden mit dem Plasmid pZY240 und
Literaturdaten (LAWLIS ET AL.,1984; ROSENFELD ET AL.,1984;:BATT ET
AL., 1986), schien der beobachtete trans-Effekt auf die Expres-
gion von xylB in Zusammenhang mit der Xyloseisomerase xylA oder
dem 57~ gelegenen "upstream" Bereich des xylA-Gens zu stehen. Um
die tatsdchlich verantwortliche Region genauer einzugrenzen, wur-
de zundchst ein 1,7 kb EcoRI/PstI-Fragment, welches fiir den Gen-
start von xylA (=~ 0,5 kb) kodiert, sowie etwa 1,2kb der 5'-"up-
stream" Region enthdlt, aus dem Plasmid pZY240 iscliert und in
den Vektor pUC19 kloniert. Das erhaltene Konstrukt pZY250 (4,3kb;
Abb. 13) wurde in verschiedene E. coli Stédmme transformiert. Auch
dieses xyl-Plasmid vermittelte allen E.coli Stdmmen einen Xylose-
negativen Phinotyp. Die Messung der Enzymaktivitdten ergab, daf
neben der chromosomalen Xylulokinase auch die Xyloseisomerase-Ak-
tivitdt des Wildtyps ganz stark reduziert war, (Tab.6). Daraus
war zu schlieBen, dap fiir den beobachteten trans-Effekt auf die
Expression der chromosomalen Xylose-Gene, keine vollstdndige, en-
zymatisch aktive Xyloseisomerase bendtigt wurde. Stattdessen
schien der 5/-"upstream" bzw. der Genstart von xylA beteiligt zu

sein.
Stamm Plasmid Phénotyp Spezifische Aktivitét
auf (U/mg)
McC+Xylose Zyloseisomerase Eylulokinase

ED8767 - rot 0,36 0,91
ED8767 pZY240 weif 0,71 0,05
ED8767 pZY¥250-1 weif 0,06 0,01
HB101 - weif 0,008 1,88
HB101 pZY240 welf 0,52 0,01
HB10O1 pZY250-1 weif 0,04 0,03

Tab. 6: Vergleich der Enzymaktivitdten von Xyloseisomerase und
Xylulokinase in E.coli Wildtyp und der xylA- Mutante HB101l vor
bzw. nach Transformation mit den Plasmiden pZY240 und pZY¥250. Die
Kulturen waren in Minimalmedium+ 0,4% Glycerin+ 0,1% Xylose+ Amp
angezogen worden.

Das Plasmid pZY240 tridgt den 5'-"upstream"Bereich des xylA-Gens,
das gesamte Gen und 1,5kb des xylB-Gens; das Xonstrukt pZY¥250 be-
steht aus der 5’-"upstream"Region von xylA und = 0,5kb des Gemns.
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In der Literatur war bei der Klonierung des Xylose-Operons aus
E.coli (LAWLIS ET AL., 1984; ROSENFELD ET AL., 1984; BATT ET AL.,
1986) nach der Uberexpression von xylA auf Plasmiden mit hoher
Kopienzahl ebenfalls ein Xylose-negativer Phdnotyp von F.coli
Wildtypzellen beocbachtet worden. Dieser Effekt wurde in Zusam-
nenhang mit der verstdrkten xylA Transkription (m-RNA oder XylA-
' Genprodukt) diskussiert, wodurch es zur Titration von Aktivatoren
kommen sollte. Die molekulare Ursache dieses Phé&nomens sowie der

genaue Wirkort blieb bislang ungeklart.

1.6.1. Entfernung des Promotors der Xylose-Gene und Rekonstitution
des Operons

Die Entfernung des durch Xylose induzierbaren xylAB- Promotors
verfolgte verschiedene Ziele:

B Aufklirung der Bedeutung der Promotorregion fiir den trans-
Effekt auf die chromosomalen Xylose-Gene
Uberexpression des Xylose-Operons in E.coli
Deletion des Promotors notwendig fiir gute Expression des
Xylose- Operons in Z.mobilis unter Kontrolle des Z.mobilis

]

eigenen pdc-Promotors

In folgenden wurde der 5’- upstream Bereich der Xyloseisomerase
im Plasmid p%Y250 unidirektional, sukzessive mit Exonuklease III
verkiirzt. Die Reaktion wurde zu definierten Zeitpunkten abge-
stoppt, die verkiirzten Konstrukte religiert und in E.coli Wildtyp
ED8767 transformiert. Die Selektion der Transformanden erfolgte
auf McConkey+Xyl+ Amp, wobei der mit der Verkiirzung der 5’-Region
einhergehende Phinotyp direkt verfolgt werden konnte. Abb. 12A
zeigt schematisch die Durchfiihrung der Exonuklease III-Behandlung
und die dabei erhaltenen, entscheidenden Konstrukte mit ihren je-
weiligen Phdnotypen. Die verkiirzten Plasmide wurden isoliert und
die verbliebene Insertgrdfe durch Restriktion und anschlieflende
gelelektrophoretische Auftrennung bestimmt. Es wurde deutlich,daf

die Deletion von etwa 0,7 kb im 5°-Bereich keine Verdnderung des
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Xyvlose-negativen Phinotyps bewirkte. Die Deletion wvon 0,7-0,9 kb
fiihrte zu einexr graduellen Steigerung der Xylose-Vergdrung (Kolo-
nien auf McConkey+Xyloses: pZ¥250-exol weiff und -exo 0,8 pink) und
die Entfernung von insgesamt 1;1 kb der 5’'-Region filihrte zu einem

Xylose-positiven Ph&notyp (p%Y¥250-exc 0,6: rote Kolonien, Abb.
12B).

Abb. 12B: Wachstum der Stédmme E.coli ED8767/ pZ¥Y250- exo 1,0,;
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-exo 0,8, - exo 0,6 und /pZY¥222 auf McConkey+ Xylose.
weifle Koloniens: keine Xyloseverwertung; pink Kolonien:

schwache Xyloseverwertung; rote Kolonien: gute Xylose-
verwertung
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Abb. 123: Entfernung der Promotorregion in pZY250 mit Exonuklease
IIT und Nachweis der durch pZY¥250 und seine Derivate vermittelten
Phénotypen in E.coli ED8767 auf McConkey+Xylose, (&,B).

E= EcoRI; P= Pstl; ExoIIl= Exonuklease III; die XKorrelation von
Kolonlefarbung und Xyloseverwertung ist der Legende von Abb.12B
zu entnehmen.
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Mit dieser Untersuchung lief sich der fiir den beobachteten trans-
Effekt verantwortliche Bereich auf etwa 200bp eingrenzen. Im fol-
genden war noch zu iiberpriifen, ob die Region 5'- upstream des
xylA~ Gens lag, oder schon Teile des Strukturgens umfafte. Falls
der Effekt vom 5'-upstream-Bereich ausging, sollte sich das komp-
lette Xylose-Operon aus dem Xonstrukt pZY¥250 -exo 0,6 und einem
geeigneten Fragment, das den Rest des xylA- Gens mit dem gesamten
xXylB- Gen trug, rekonstituieren und hinter einem geeigneten Pro-

motor exprimieren lassen.

Wie aus Abb.13 hervorgeht,wurde das Xylose-Operon rekonstituiert,
indem das 2,9 kb EcoRI- Fragment aus pZY¥220 (xylA’'B) in das mit
EcoRI gespaltene Plasmid pZY¥250 -exo 0,6 ligiert wurde. Durch In-
sertion des 2,9kb EcoRI-Fragmentes in richtiger Orientierung (xyl
AB) entstand das Konstrukt pZ¥222 (6,2kb), welches sowohl xylA
als auch xylB Mutanten auf McConkey+Xylose+Amp-Platten vollstdn-
dig komplementierte. Daraus war zu folgern, daf die fiir den trans
Effekt verantwortliche Region im 5’-upstream Bereich des =xylA-

Gens gelegen ist.

Um die Expression der Xylose~-Gene auch ausgehend von einem kon-
stitutiven, nicht regulierten Promotor untersuchen =zu konnen,
wurde das Opercon zusdtzlich noch in den Vektor pGEM7zf+(PROMEGA)
hinter den SP6-Phagen-Promotor kloniert. Die Klonierung exfolgte,
wie in Abb.13 dargestellt in zweli Schritten. Zundchst wurde ein
Teil des xylA-Gens aus pZ¥222 als 0,7kb HindIII-Fragment in die
HindIII- Schnittstelle des Vektors pGEM7Zf+ ligiert, so daPp xylA’
in Orientierung des SP6- Promotors lag. Das Konstrukt wurde mit
Eco RI nachgeschnitten und der xylA’B- Anteil des Operons als 2,9
kb EcoRI-Fragment in die EcoRI-Schnittstelle ligiert. Im entstan-
denen Konstrukt pZY¥224 (6,5kb) erfolgte die Expression der Gene
ausgehend vom SP6~Promotor.

Abb. 13 zeigt zusammenfassend ein {bersichtsschema der wesentli-
chen Klonierungsschritte von Plasmid pZ¥220 bis zum Xonstrukt pZY
224,
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Abb.13:Ubersichtsschema der Subklonierungen von pZY220 bis pZY224
Abbkiirzungen: Restriktionsenzyme: E= EcoRI; B= BamHI;
P= Pstl; H= HindIII. ExoIII= Exonuklease III;
Promotoren: placZ (pUC19); pSP6 und pT7 (pGEM?Zf+)
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Die Expression der Konstrukte pZY222 und pZY¥224 in E.coli HB101
zeigte, daf3 durch Deletion des Operon-eigenen Promotors und Able-
sung ausgehend von einem fremden Promotor (placZ, pSP6) erstmals
Uberexpression der beiden Enzymaktivititen erreicht wurde. Die
h&chsten Aktivitdten (Xyloseisomerases:3-4 U/mg; Xylulokinase: 4-5
U/mg), mit 5-7facher Uberexpression,wurden in einem unregulierten
SP6- Promotorsystem (pZY¥224) erreicht, wahrend bei dem cAMP/CRP~-
abhdngigen lacZ-Promotor im Konstrukt pZv¥222 die Uberexpression

weniger deutlich wurde (2-fach).

Nachdem durch Deletion der Promotorregion im Plasmid pZY¥224 die
Uberexpression der spezifischen Aktivitdten von Xyloseisomerase
und Xylulokinase erreicht worden waxr, wurde die Expression auch
auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden Rohextrakte der ver-
schiedenen rekombinanten E.coli Stdmme iiber eine SDS-PAGE auf-
getrennt und die Proteinbanden angefdrbt. Es zeigte sich, in
Ubereinstimmung =zu den enzymatischen Messungen, daf bei den
pPZY190 und pZ¥220 Rekombinanten keine verstdrkte XylA/B Protein-
bande auftrat. Bei dem Konstrukt p%¥222 war eine starke Protein-
Doppelbande bei 50-52 kDa in den Rohextrakten erkennbar, beim
Plasmid pZY¥224 machten die XylAB Proteine, den Hauptbestandteil
des Zellproteins aus (Abb.14A).Die mit dem Plasmid pZy224
rekombinanten F.coli Stémme wurden anschliefend mikroskopisch
untersucht. Wie Abb.14B zeigt, fiihrte die Akkumulation von grofien
Mengen Xyl A/B Protein in den Zellen zur Ausbildung langer Zell-
ketten. In E.coli Zellen ist dies ein Indiz fiir Mangelbedingungen
der Zelle, und man kann daraus folgern, daf starke Uberexpression

der Xylose-Gene sich nachteilig auf den FE.coli Stoffwechsel aus-

wirkte,

Aus den Ergebnissen dieses Kapitels, lassen sich folgende Schliis-
se zur Erkldrung des trans-Effektes ziehen. Die Inhibierung der
Expression der chromosomalen Xylose- Gene durch die Plasmﬁde pPZY
240 und pZY¥250 bendtigt keine intakte, plasmidkodierte Xyloseiso-

merase. Dexr fiir den trans -Effekt verantwortliche Bereich wurde

70




kDa

97,4 wees

55,4 shies

365 amss

201

14A

EDB767/ piv220 ED8767/ pZY224

Abb.14 A: SDS-PAGE von xyl® rekombinanten E.coli ED8767 St&mmen.
Es wurden jeweils 50ug Protein (UZ-Extrakt) aufgetragen.

Spur 1, 6: Molekulargewichtsstandard (Combithek, BOEHRINGER MANN-
HEIM); Spur 2: E.coli ED8767/pUCl9; Spur 3: E.coli ED8767/pzY220;
Spur 4: E.coli ED8767/ pZz¥222; Spur 5: E. coli ED8767/ pZYy224
Abb.14B: Mikroskopische Aufnahmen des xylAB ~-Uberproduzenten
E.coli ED8767/ pZ¥224, im Vergleich zu ED8767/pZ¥220.(Vergr.l100x)
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auf etwa 200 bp eingrenzt und duxrch Rekonstitution des Operons,
wurde bewiesen, daf er 5'-"upstream" des xylA Strukturgens liegt.
Aus den vorliegenden DNA-Sequenzdaten und der Lage des Transkrip-
tionsstartpunktes bei -150 kann gefolgert werden, daB die Promo-
torregion bzw. die eng benachbarte cAMP/CRP-Bindestelle in Zusam-
menhang mit dem Xylose-negativen Phinotyp steht. In Ubereinstim-
mung zu dieser Aussage steht auch der Befund, dap die Uberexpres-
sion der Xylose-~Gene erst nach Entfernen des eigenen Promotors
ausgehend von fremden Promotoren (z.B. pGEM?Zf+) erfolgte und in
diesen Plasmiden (pZ¥222, pZY¥224) kein Effekt auf die chromosoma-
len Gene auftrat. Daraus 1l&Bt sich flir den trans-Effekt folgendes
Modell entwickeln: Die xyl-Promotorregion bildet in hoher Kopien-
zahl eine "Falle" fiir ein Aktivatormolekiil mit limitierter Syn-
these (mbglicherweise XylR oder CRP). Dem chromosomalen Promotor
wird so der notwendige positive Regulator wegtitriert, und die
Genexpression ist abgeschaltet. Durch Deletion der Aktivatorbin-
destelle auf dem Plasmid wurden wieder normale Aktivitdten der

chromosomalen Xylose-Gene ermdglicht.
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2. Untersuchungen zur Expression der Xyloseisomerase und Xylulokinase
in Z.mobilis

2.1. Konstrukiion von Vekioren fiir die Expression der Xylose-Gene in Zniochilis
Vor der Ubertragung des Xylose-Operons in Z.mobilis war es erior-
derlich, einen geeigneten Expressions-Pendelvektor, der die Gene
stabil und in hohem MafBe exprimiert, zu entwickeln. Die Xylose-
Gene sollten ausgehend von einem Z.mobilis eigenen konstitutiven,
starken Promotor exprimiert werden, da es sich mehrfach gezeigt
hatte, daf in Z.mobilis eingebrachte Gene hdufig nur schwach bzw.
iiberhaupt nicht durch den eigenen Promotor transkribiert wurden
(CAREY ET AL., 1983; GOODMAN ET AL., 1984:; LE JEUNE ET AL., 1988;
MISAWA ET AL., 1988).

Zu Beginn dieser Arbeit stand der von REYNEN ET AL., (1990) ent-
wickelte Expressionsvektor pPTZl zur Verfiigung. Dieser Vektor
enthdlt den konstitutiven Promotox des Pyruvat-Decarboxylase-Gens
von Z.mobilis vor einer Polyklonierschnittstelle mit den singuld-
ren Schnittstellen KpnI und PstI, worauf die starken Terminati-
onssequenzen T1T2 des rrnB Gens aus E.coli (BROSIUS UND HOLY,
1984) folgen. Die Selektion rekombinanter Z.mobilis Stdmme er-
folgt {iiber eine Tetracyclinresistenz. Der Vektor pPTZl enthdlt
ein 1,7 kb grofes kryptisches Plasmid pZMO2 aus dem Stamm Z.mobi-
lis CUlrif2, welches als Replikationsursprung flir Z.mobilis die-

nen soll.

Um festzustellen, ob das Xylose-Operon aus K.pneumoniae KAY2026
in Z.mobilis exprimiert wird, wurden die beiden Xylose-Gene aus-
gehend von dem Plasmid pz¥220 =zundchst in den Vektor pPTZl1 klo-
niert. Das Plasmid pZY¥220 wurde mit dem Restriktionsenzym Kpnl
geschnitten, das 5,%kb grofe Fragment, welches das gesamte ZXylo-
se-Operon, einschlieflich seiner Promotorregion und dem 1,3 kb
Transposonanteil trigt, isoliert und in den mit Kpnl gedffneten
Vektor pPTZl ligiert.Der Ligationsansatz wurde in kompetente Zel-~
len der E.coli xylA Mutante HB1Ql1 transformiert und rekombinante
Kolonien wurden auf tetracyclinhaltigen McConkey+Xyloset+Tc-Plat-
ten selektioniert. Insgesamt wurden 38 rekombinante Kolonien iso-

liert, von denen 25 Kolonien durch ihren roten Ph&notyp eine er-
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folgreiche Komplementation anzeigten. Aus 12 roten Transformanden
wurde die Plasmid-DNA isoliert, und die Orientierung des inse-
rierten Xylose-Operons durch Restriktionsanalvse bestimmt. Beide
Orientierungen des ZXylose-Operons konnten nachgewiesen werden
(pZY221-1 bzw.~2). Da auch diejenigen Plasmide (pZ¥221-2), in de-
nen das Operon entgegengesetzt zum pdc-Promotor liegt, FKomplemen-
tation ermdglichten, erfolgt die Transkription inm den Xonstrukten
vom gen-eigenen Promotor.

E.coli HB10l/ p2¥221-1 bzw. pZ¥221-2 wurde dann als Donorstamm
bei der Xonjugation der Plasmide in den Z.mobilis Stamm CUlrif2
eingesetzt. Da der pPTZl-Vektor die flir die Ausbildung eines
Konjugationsapparates notwendigen tra-Gene nicht besitzt, wurde
als zusdtzlicher Elterstamm noch der E.coli Stamm ECG18, der das
sogenannte Helferplasmid pRK2013 enthielt,eingesetzt. Widhrend der
Konjugation wurde pRK2013 zundchst nach E.coli HB101/pZY221~1 bzw
-2 ibertragen und bewirkte in einem =zweiten Schritt aufgrund
seiner in trans wirkenden tra-Funktionen die BHMobilisierung wvon
pZY¥221l-1 bzw.-2 nach Z.mobilis CUl-rif2 (triparentale Kreuzung;
nach SKOTNICKI ET AL., 1980). Transkonjuganden wurden auf tetra-
cyclinhaltigen N8hrbdden, die zur Gegenselektion der Elterstdmme
zusédtzlich Rifamycin enthielten, selektionierxt. Da nach 6-tdgiger
Inkubation die Anzahl spontanresistenter Kolonien auf EKontroll-
platten, die nur den Rezipienten enthielten, anndhernd so hoch
war, wie auf den Kreuzungsplatten, konnten Transkonjuganden nur
tiber Koloniehybridisierung, bei der Digoxigenin-markiertes linea-
risiertes pZ¥220-Plasmid als Sonde eingesetzt wurde, nachgewiesen
werden. Die Konjugationsfrequenz lag beil etwa 10-8/ Rezipienten-
zelle. Unter ca. 700 Spontanresistenten wurden 14 Transkonjugan-
den festgestellt. Da sich rekombinante Plasmide in dem Stamm CUl-
rif2 aufgrund des Vorhandenseins von 6 kryptischen Plasmiden
(SCORDAXI UND DRAINAS,1987)nicht direkt auf ihr Plasmidmuster hin
iiberpriifen lassen, war es erforderlich, die Plasmid-DNA aus den
Transkonjuganden zu isolieren, durch Retransformation in kompe-
tente FE.coli HB10l1 Std@mme zurickzuflihren und nach erneuter Iso-
lierung der Plasmide aus den F.coli St8mmen, das Plasmidmuster
mittels Restriktionsanalyse zu untersuchen. Bei diesen Untersu-
chungen zeigte sich, daff die Plasmide in Z.mobilis CUl-rif2 teil-
weise durch Rekombination verdnderte Restriktionsmuster auf-
wiesen. Damit erschien mit dem Vektor pPTZl1 keine dauerhafte sta-

bile Expression der Xylose-Gene méglich zu sein. Die Instabilitdt

74




dieses Vektors ist wahrscheinlich auf seinen 1,7 kb groBen pZM02-
Anteil zurilickzufiihren, der Homologie zu anderen kryptischen Plas-
miden von Z.mobilis CUl-~rif2 besitzt, (MISAWA UND NAKAMURA,1989).

Um zu lberpriifen, ob in Z.mobilis Expression der Xylose-Gene er-
folgte, wurden Xyloseisomerase- und -Kinase Enzymtests mit den
Transkonjuganden, die das richtige Plasmidmuster aufwiesen,durch-
gefiihrt. Es zeigte sich, daf beide Enzyme exprimiert wurden. Die
Xyloseisomerase von Z.mobilis CUl-rif2/pZ¥221-1 betrug 0,13 U/mg,
die Aktivitdt von pZY221-2 Rekombinanten 0,08 U/mg. Die spezifi-
sche Aktivitdt der Xylulokinase lag fiir das erste Konstrukt bei
0,21 U/mg, fiir die zweite Orientierung bei 0,18 U/mg. Aus diesen
Ergebnissen geht hervor, daB das Xylose-Operon in dem Xonstrukt
pZY221 wahrscheinlich unter Kontrolle des gen- eigenen Promotors
steht,der in diesem Falle von Z.mobiligs erkannt wurde. Eine Stei-
gerung der Enzymaktivit8ten in Z.mobilis sollte daher durch Ent-
fernen des Xylose-Promotors und Expression der Gene ausgehend vom

pde-Promotor in einem stabilen Expressionsvektor m&glich sein.

Un die oben beschriebenen Anforderungen zu erfiilien, war es not-
wendig einen verdnderten Expressionsvektor zu konstruieren, der
verbunden mit den positiven Eigenschaften des Vektors pPTZ (Pppc
TyTq, TetR, singuldre Klonierschnittstellen) zus&tzlich folgende
Eigenschaften aufweisen sollte:

B mbglichst geringe Z.mobilis homologe DNA-Regionen, um Re-
kombinationsereignisse zu reduzieren und die Stabilitit zu
erhdhen

8 verbesserte Mobilisierbarkeit und erweitertes Wirtsspek-~

trum verbunden mit reduzierter Spontanresistenz

Im folgenden wurde ausgehend von dem Vektor pPTZ3 (REYNEN ET AL.,
1950) der Expressionspendelvektor pPTZom3 (8,7kb) konstruiert,der
die genannten Anforderungen erfiillte. Die Klonierung des Vektors
erfolgte in zwei Schritten:
1) Stabilisierung des Vektors pPTZ3 durch Eliminierung des
pZMO2-Anteils und Einfiihrung eines 0,8 KB "ori"-Fragmen-
tes aus dem kryptischen Plasmid pZMO03 von Z.mobilis CULl-

rif2, das keine Homologien zu anderen kryptischen Plasmi-

den besitzt.
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2) Mobilisierung des Vektors pPTZ oril3-1 durch Einflihrung
einer 2,7kb "mob-site" aus dem Vektor pSUP104 (SIMON ET
AL,, 1883).

Untersuchungen der Gruppen MISAWA ET AL, (1989) und SCORDAKI UND
DRAINAS, (1990) hatten gezeigt, daf das kryptische Plasmid pZMO3
von Z.mobilis CUlrif2 keine Homologien zur DNA anderer Z.mobilis
Stamme besitzt und daf der Replikationsursprung dieses Plasmids
zur Konstruktion stabiler Expressionsvektoren geeignet ist. Das
Konstruktionsschema des Vektors pPTZori3-1 zeigt Abb.15. Der Vek-
tor pPTZ3 wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnitten, das
5,2kb Fragment aus einem Agarosegel isoliert und religiert (pPTZ3
-02). Anschliefiend wurde das 0,8kb MspI/Scal Fragment aus dem
Vektor pbS3154 (SCORDAKI UND DRAINAS, 19380), nach Auffiillen mit
Klenow-Enzym in den mit Pvull gedffneten 5,2 kb Vektors pPTZ3 ~02
ligiert. Das erhaltene Konstrukt pPTZ ori3-1 (6,0kb) enthdlt nun
einen fiir die stabile Replikation in Zymomonas geeigneten "ori-
gin®.

Ausgehend von diesem Konstrukt wurde die Mobilisierung des Vek-
tors, die zu erhdhten Konjugationsfrequenzen filihren soll, ange-
strebt. Der Vektor pPTZ war mit seinem grofien pBR322-Anteil nicht
mobilisierbar, sondern wurde bei der Konjugation wahrscheinlich
iiber Cointegratbildung (seltenes Ereignis) ilibertragen (CHO ET AL.
1989; REYNEN ET AL.,1990). Zur Erhdhung der Konjugationsfrequen-
zen wurde daher eine "mob-site" aus dem Vektor pSUP104 (SIMON ET
AY,.,1883) eingefiihrt, da von diesem Vektor bekannt war, daf er
gut nach Z.mobilig mobilisierbar ist (UHLENBUSCH ET AL., 1991).
Der Vektor pSUP 104 wurde mit dem Restriktionsenzym Aval ge-
schnitten, das 2,7 kb Fragment (kodiert fiir oriV oriT mob) wurde
isoliert und in die mit Klenow-Enzym aufgefillte EcoRI Schnitt-
stelle von pPTZ ori3-1 ligiert (pPTZom3).

Zur Uberpriifung der Mobilisierbarkeit des erhaltenen Vektors
pPTZom3 (Abb.15) wurde eine KXontrollkonjugation mit dem Donor-
stamm E.coli S17-1/pPTZom3 und den Z.mobilis Stdmmen CUlrif2 und
CP4 durchgefiihrt. Der neu konstruierte Vektor war nicht nur ia Z.
mobilis CUlrif2 mobilisierbar, sondern es gelang hiermit erst-
mals, einen pPTZ-Expressionsvektor auch in den fiir die biotechno-

logische Anwendung geeigneten Z.mobilis Stamm CP4 zu bringen. Die
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Abb.15: Konstruktion des Expressionsvektors pPTZom3.
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Konjugationsfrequenz lag bei 2x107°% bis leOBS/Rezipientenzelle
und war damit etwa 100-fach erhdht gegeniilber den ursprilinglichen
pPTZ-Vektoren. Die transkonjuganten CP4 Kolonien waren bereits
nach 3 Tagen sichtbar, es trat keine Spontanresistenz auvf,und al-
le Transkonjuganden gzeigten das richtige Plasmidmuster. Mit dem
neuen Expressionsvektor pPTZom3 ist eine effiziente Einfithrung
von heterologer DNA mdglich, und rekombinante Stdmme miissen nicht

mehr durch aufwendige Koloniehybridisierung gesucht werden.

Nachdem nun ein geeigneter Expressionspendelvektor vorlag, wurde
das Xylose-Operon in den neuen Vektor pPTZom3 kloniert. Das Xylo-
lose- Operon, bei dem die 5’-~Promotorregion durch ExonukleaseIIl
Behandlung entfernt worden war, wurde aus dem Plasmid p%¥224 iso-
liert. Der Vektor pz¥224 wurde dazu mit den Restriktionsenzymen
NsiI und Sphl gespalten, das entstehende 3,5kb Nsil/SphI-Fragment
auf dem das gesamte Xylose-QOperon vorliegt isoliert und die iiber-
stehenden Enden des Fragmentes mit Klenow-Polymerase zu glatten
Enden aufgefiillt bzw abgedaut.Das Fragment wurde dann in die Smal
Schnittstelle des Vektors pPTZom3 direkt hinter den pdc-Promotor
kloniert und der Ligationsansatz in den E.coli Stamm HB10l trans-
formiert.Inserttragende (pZY225;12,2kb) Transformanden wurden auf
tetracyclinhaltigen McConkey+ Xylose+ Tc-Ndhrbdden als rote Kolo-
nien identifiziert. Bei allen komplementierenden Plasmidkonstruk-
ten war die Orientierung des Xylose~Operons gleichgerichtet zum
pdc-Promotor, so daf davon auszugehen ist, daf die Expression der
Xylose-Gene auf dem Xonstrukt pZ2¥225 auch in E.coli vom pdc-
Promotor erfolgte. Diese Aussage wurde auch durch entsprechende
Enzymmessungen bestdtigt, aus denen hervorging, daff die Gene aus-
gehend vom Z.mobilis Promotor niedriger exprimiert wurden (Xylo-
seisomerase: 0,4 U/mg; Xylulokinase: 0,8 U/mg), als ausgehend von

Promotoren mit F.coli Konsensussequenzen (pZY¥222; pZY¥224).

Das Konstrukt pZ¥225 wurde mittels Filterkreuzung aus dem FE.coli
Donorstamm S17-1/pZ¥225 in Z.mobilis CP4 iiberfiihrt. Der Stamm S17
-1 ist aufgrund seiner tra-Gene, die auf dem chromosomal inte-
grierten Plasmid RP4 liegen, ein geeigneter Donorstamm bei Xonju-
gationen zur Uberfiihrung mobilisierbarer Plasmide. Die Selektion
der Exkonjuganden erfolgte auf Vollmediumplatten mit Tetracyclin
und Nalidixinsdure, wodurch eine Gegenselektion des E.coli Donors
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moglich war. Die erhaltenen Z.mobilis CP4/ pZY225 Exkonjuganden
zeligten alle das richtige Plasmidmuster.

Das im Vektor pZy225 (3,5kb xylT-Fragment in pPTZom3) enthaltene
xyl+mFragmentF wurde auch in einen weiteren Expressionsvektor fiir
Z.mobilis kloniert, pPTZ7. Der Vektor pPTZ7 (UHLENBUSCH ET AL.,
1991) gehdrt nicht zu den urspriinglichen pPTZ-Vektoren auf pBR322
Basis,sondern er wuxde von dem gut mobilisierbaren Vektor pSUPLl04
(SIMON ET AL.,1983) abgeleitet. Der Expressionsvektor pPTZ7 hat
folgende Eigenschaftens:

BH pSUP104 (Replikon RSF1010; Vektor mit breitem Wirts-
spektrum, Kopienzahl h&her als pPTZ-Vektoren)
PDC-Promotor und Terminator T1T2 aus pPTZ4
1 singuldre Schnittstelle (XKpnI/ Asp718) hinter dem pPDC

Das Xylose-Operon (NsiI/SphI-Fragment aus pZY224, aufgefiillt mit
Klenow-Polymerase) wurde in die mit Klenow-Enzym behandelte Asp
718 Schnittstelle des Vektors pPTZ7 direkt hinter den pPDC klo-
niert. Das entstandene Plasmid pZY226 (13,9kB) konnte nach der
schon fir den Vektor pZY¥225 beschriebenen Methode der Filterkreu-
zung erfolgreich nach Z.mobilis CP4 und erstmals auch nach ZM6
konjugiert werden. Die Konjugationsfreguenz war mit 2-5 %1072/
Rezipientenzelle etwa um den Faktor 10 h8her als die des Vektors
pPZY225. Alle Transkonjuganden zeigten das richtige Plasmidmuster.
Dasg Konstrukt pZY¥226 war in CP4 und 2ZM6 Plasmid-Miniprédparationen
nach Restriktion mit Dral zu sehen; pZ¥225 konnte aufgrund der
Uberlappung mit Fragmenten kryptischer Plasmide in verschiedenen

Restriktionen nicht direkt nachgewiesen werden.

Tabelle 7 =zeigt =zusammenfassend einen Vergleich der in diesem
Kapitel beschriebenen, konstruierten Xvlose-Expressionsvektoren
und in Abb.16 sind die physikalischen Karten der Plasmide darge-

stellt.
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EIGENSCHAFTEN pZY221 pZY¥225 pZY226

Vektor pPTZ% pPTngB pPTZ%

Mobilisierbarkeit =10~ =107 =10~

Stabilit&t/Muster instabil stabil stabil
/B8egregation instabil 17% 83

(nach 100 Generationen ohne Selektionsdruck)

Ropienzahl niedrig niedrig hiher

Tab 7: Vergleich der verschiedenen Xylose-Expressionsvektoren.
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Bbb.16s: Restriktionskarten der Xylose-Expressionsvektoren pZY¥221

pz¥225 und pZY226.

P =Promotor des Pyruvat-Decarboxylase-Gens; T,T;= Terminator
des rrnB-Gens aus E.coli; oriV=vegetativer Replikationsursprung;
oriT=Transfer Replikationsursprung; rep=Replikationsursprundj
mob=Mobilisationsfunktionen; tet= Tetracyclinresistenz-Gen
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2.2, Expression der Xylose-Gene in Z mobiils und Charakisrisierung
rekombinanter Stdmme

Nachdem die Xylose-Expressionsvektoren pZY221, pZY¥225 und p2Y226
in Z.mobilis CUlrif2, CP4 bzw. ZM6 eingefithrt worden waren, wur-
den gzundchst, als Map fir die Genexpression,die plasmidvermittel-
ten Enzymaktivitdten der Xyloseisomerase und Xylulokinase be-
stimmt (Tab.8).

Es zeigte sich, daf durch Entfernung des Operon eigenen Promo-
tore die Expression der Xylose-Gene in Z.mobilis gesteigert wer-
den konnte. Die Konstrukte pZY225 und pZ¥226 fihrten zu einer 7-8
fachen ErhShung der Xylulokinase-aktivitdt (1,3-1,6 U/mg), ver-
glichen mit dem Ausgangskonstrukt pZY¥22l. Die Xyloseisomerase-Ak-
tivitadt war in den verschiedenen Konstrukten maximal verdoppelt.
Die mit den Plasmiden pZY225 und pZ¥226 in CP4 und ZM6 erreichten
Enzymaktivitdten liegen im Bereich derjenigen Aktivitdten, die
auch in E.coli und K.pneumoniae gefunden werden (III.1.3.,Tab.4),
und man kann somit davon ausgehen, daf Xyloseisomerase und Xylu-
lokinase flir die Umsetzung der Xylose in Z.mobilis nicht mehr 1i-

mitierend sind.

Stamm SPEZIFISCHE AKTIVITAT der Insert- Vektor
grope
EXyloseisomerase Xylulokinase
U/mg U/mg KB

Z.mobilis:

Ccpd /pPTZom3 0 0 - pPTZom3
CUlrif2 /pZY221 0,13 0,2 5,8 pPPTZ1
CP4 /pZY225 0,13 1,6 3:5 pPPTZom3
CP4 /pZY226 0,17 1.3 3,5 pPTZ7
ZM6 /pEY226 0,25 1,4 3:5 pPTZ7

Tab.8: Vergleich der Enzymaktivitdten verschiedener Xylose-
Expressionsvektoren in Z.mobilis Transkonjuganden. Die Zellen wa-
ren in Mineralsalzmedium mit 5% Fruktose und 0,1% ZXylose sowie
Tetracyclin angezogen und nach 48 h geerntet worden. Die Werte
sind Mittelwerte aus zwei unabhdngigen Messungen.
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Da neben guter Expression der Xylose-Gene auch die Stabilitdt der
Konstrukte gewdhrleistet sein mufte, wurde im folgenden die Sta-
bilitdt der verschiedenen Plasmide bezliglich der Segregation und
des Plasmidmusters untersucht. Da von dem Vektor pZY221 bekannt
war, daf h8ufig Rekombinationsereignisse auftraten, die zu einem
verdnderten Plasmidmuster filhrten, wurde dieser Vektor nicht wei-
ter beziiglich seines Segregationsverhaltens untersucht. Die Sta-
bilitdt der Vektoren pZ¥225 und pZY¥226 wurde iiber einen Zeitraum
von 100 Generationen ohne Selektionsdruck verfolgt. Dabei hielt
sich der Vektor pZY226 im Stamm CP4 deutlich stabiler als das
Konstrukt pZY¥225. Im Falle von pZY225 besafen nach 50 Generatio-
nen noch 36% der XKolonien das Plasmid, verglichen mit 92% bel pzZY
226, und nach 100 Generationen enthielten lediglich 17% das Plas-
mid pZY¥225, verglichen mit 83%, die pZY¥226 noch enthielten. Diese
hohe Stabilitd&t dexr auf Basis von pSUP104 konstruierten Plasmide
in Z.mobilis ist in Ubereinstimmung zu den Untersuchungen zur Ex-
pression der Alanindehydrogenase in Z.mobilis (UHLENBUSCH ET AL.,
1891). Die angeschlossenen Analysen des Plasmidmusters der Kon-
strukte pZ¥225 und pZY226 zeigte, daf die Restriktionsprofile der
Plasmide unverdndert waren. Aus diesen Ergebnissen 14Bft sich
schliefen, daf die Plasmidmuster beider Plasmide nicht mehr durch
Rekombination ver&ndert werden, daf es jedoch zum Erhalt des Vek-
tors pZ¥225 notwendig ist, selektive Bedingungen aufrechtzuerhal-
ten. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich auch, daP die rekombi-
nanten Z.mobilis Std8mme im Verlauf der Subkultivierungen wahr-
scheinlich die Xopienzahl der Plasmide reduzierten. Dies machte
sich in verringerten Enzymektivitdten in Rohextrakten von Stdmmen
bemerkbar, die die Plasmide iiber ldngere Zeit enthielten (Xylose-

isomerase 0,06 U/mg; Xylulokinase 0,36 U/mg).

Nachdem bestdtigt war, daf die Vektoren pZY¥225 und pZY¥226 eine
stabile Genexpression gewdhrleisteten, wurden die Xyl+— rekombi-
nanten Z.mobilis Stédmme charakterisiert. Zundchst wurde das Wach-
stum der Rekombinanten in Gegenwart von Xylose untersucht. Mit
Xylose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle war mit keinem
der plasmidtragenden Stdmme Wachstum festzustellen. Daher wurden
Wachstumsversuche in Komplettmedium mit niedriger Fruktosekonzen-
tration (0,8%) und steigenden Xylosekonzentrationen (0-5 %) ange-

schlossen, um zu fiberpriifen, ob Xylose einen Einflu auf das
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Wachstumsverhalten der rekombinanten Stdmme hatte. Die Kulturen
wurden mit einer frischen Vorkultur angeimpft und bei 30% an-
aerob inkubiert. Als ZKohlenstoff- und Energieguelle wurde in
diesen und folgenden Untersuchungen in der Regel Fruktose einge-
setzt. Glukose wiirde die Xyloseaufnahme kompetetiv beschrénken,
da Xvlose von Z.mobilis iiber das Glukose-Transport-System aufge-
nommen wird (DIMARCO UND ROMANO, 1985; BARNELL ET AL., 1990).

Es zeigte sich,daf Z.mobilis CP4/pZY¥225 rekombinante Stdmme durch
steigende Xylosekonzentrationen deutlich im Wachstum gehemmt wur-
den (Tab.9); dieser Effekt war bei den Z.mobilis CP4/pZY226 Stam-
men noch deutlicher. Warum die Hemmung durch Xylose bei Z.mobilis
CP4/pZY226 und CP4/pZY225 unterschiedlich stark war, ist noch un-
verstanden. Bei dem Kontrollstamm Z.mobilis CP4/ pPTZom3 ohne Xy~
lose- Gene war keine vergleichbare Wachstumshemmung in Gegenwart
von Xylose zu beobachten. Auch nach Verldngerung der Inkubations-
zeit bis auf 5 Tage war keine Aufhebung des Effektes nachweisbar.

Komplettmedium Stamm Z.mobilis
0,8% Fruktose CP4/pZY225 CP4/pZY226 CP4/pPTZom3
+ XYlose End—OD600 End“ODGOO End-—-OD600
0 % Xylose 0,60 0,67 0,71
0,1% Xylose 0,63 0,41 0,83
0,5% Xylose 0,52 0,32 0,81
1,0% Xylose 0,39 0,30 0,67
2,0% Xylose 0,41 6,23 0,77
5,0% Xylose 0,34 0,17 0,62

0 % Fruktose +
1,0% Xylose 0,055 0,053 0,06

Tab.9: Vergleich des Wachstums von Z.mobilis CP4/pZ¥225, CP4/ pZY
226 und CP4/pPTZom3 in Komplettmedium mit 0,8% Fruktose und stei-
genden Xylosekonzentrationen. Die Anfangs-O0D der Kulturen ent-
sprach der End-ODgng, der in Gegenwart von 1% Xylose ohne Fruk-
tose inkubierten Stédmme;die End-0D wurde nach 2d bestimmt. Die
MeBwerte wurden aus zwel unabhdngigen Versuchen gemittelt.

Um die Ursache der Hemmung der rekombinanten Stédmme beim Wachstum
iniéegenwart von Xylose aufzukldren, wurde das Spektrum der in-
trazellulé&ren Zucker- bzw. Zuckerphosphate analysiert. Diese phy-
siologischen Untersuchungen wurden mit den Stdmmen Z.mobilis CP4/
pZY¥225 und CP4/ p2ZY¥226 durchgefiihrt und zur Kontrolle mit dem
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nicht gehemmten Stamm CP4/pPTZom3. Die Zellen wurden zundchst zur
Produktion von Zellmasse {iiber Nacht in Mineralsalzmedium mit 5%
Fruktose unter leichtem Schiitteln inkubiert und anschliefend nach
einmaligem Waschen in Mineralsalzmedium mit 1% Fruktose zu einer
ODggp von 6-8 in Medium mit 1% Fruktose und 1% Xylose iliberimpft.
Die Xulturen wurden 4 h bei 300C und 100 Upm inkubiert und an-
schlieBend die Zellextrakte mittels Silikondlzentrifugation her-
gestellt.Die Zellextrakte wurden geteilt, eine Hilfte mit alkali-
scher Phosphatase dephosphoryliert und dann dexr phosphorylierte
bzw. der unbehandelte Extrakt, sowie die Kulturiiberstdnde mit dem
zuckeranalysator untersucht.In Tabelle 10 sind die gemessenen Me-
tabolite zusammengestellt. In den Zellextrakten war Xylose nach-
weisbar, wobei die intrazelluldre Konzentration nahezu der extra-
zelluldren entsprach. Hieraus kann man schliefen, daffi Xylose so-
wohl vom Wildtyp als auch von den Rekombinanten gut aufgenommen
wurde. Dariiberhinaus traten Ribose und Ribose-5- Phosphat auf. In
den Extrakten von Z.mobilis CP4/ p%Y¥225 konnte keine deutliche
Akkumulation von Xylulose oder Xylulose-5-Phosphat nachgewiesen
werden, was bei voller Aktivitdt von Xyloseisomerase und Xylulo-
kinase verbunden mit einem nur schwach aktiven Pentose-Phosphat-
Weg, zu erwarten gewesen widre. Die Hemmung konnte daher nicht auf

eine Akkumulation von Xylulose-5-Phosphat zuriickgefithrt werden.

Stamm Zeit Xylose Ribose Ribose-5-P
h Mokt mMint M5t M ne

Z.mobilis:

CP4/pzY225 0 52 0 - -
4 46 49 4 13
CP4/pZY226 0 53 0 - -
4 47 36 3 6
CP4/pPTZom3 ¢ 56 0 - -
4 52 35 3 5

Tab.10: Nachweis intrazelluldrer Zucker und Zucker-Phosphate in
rekombinanten Z.mobilis Stédmmen. Die Metabolite wurden mittels
BIOTRONIK- Zuckeranalysator in Z.mobilis Zellextrakten bestimnt.
Die Kulturen waren in Mineralsalzmedium + 1% Fruktose + 1% Xylose
(4h) inkubiert worden. Die Berechnung dexr internen Metabolitkon-
zentrationen erfolgte unter Einbeziehung des jeweils ermittelten
Trockengewichtes sowie des Cytoplasmavolumens (= Taurinraum), fir
das jeweils 2,2 ul/mg (UHLENBUSCH ET AL.,1991) eingesetzt wurde.
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Die angegebenen Konzentrationen sind Mittelwerte aus zweli un-
abhingigen Versuchsreihen. - : nicht gemessen zum Zeitpunkt tg

Bei den Metabolituntersuchungen fiel auf, daf die extrazelluldre
Xyvlosekonzentration im Verlauf der Kurzfermentation abnahm, wo-
raus zu schliefen war, daf eine Umsetzung von Xylose stattfand.
Um diese Aussage zu verstehen, wurden die Kulturiiberstdnde von in
Gegenwart von Fruktose und Xylose gewachsenen Z.mobilis CP4 Wild-
typ- sowie Transkonjuganden- Std&mmen auf mdgliche Metabolite un-
tersucht.Dabei zeigte sich, daf sowohl Z.mobilis Wildtyp als auch
die =xylAB rekombinanten Stidmme 1-15 mM Xylitol ins Medium aus-
schieden, d.h. Xylose wurde zum Zuckeralkohol Xylitol reduziert.
Die Xylitolbildung erfolgte in Medien mit Fruktose und Xylose,
Glukose und Xylose,sowie Xylose als Kohlenstoffguelle. Da ein Zu-
sammenhang zwischen der beobachteten Hemmung und der Xylitolpro-
duktion m8glich erschien, wurde untersucht, ob der externe Zusatz
von Xylitol (0-10mM) einen Einflup auf das Wachstum von Z.mobilis
CP4/ pZ¥225 hatte. Dabei zeigte sich, daB der Zusatz von 1-4 mi
Xylitol keinen Einfluf hatte, daf die End-ODgqq bei Z.mobilis CP4
/p%Y225 im Gegensatz zu CP4/ pPTZom3 jedoch in Gegenwart von 4-10
mM Xylitol um etwa 20% reduziert war. Daraus wurde gefolgert, daf
ein Zusammenhang zwischen Xylose-Hemmeffekt und Xylitol-Produk-
tion bestand. Da alle Z. mobilis Stdmme in Gegenwart von Xylose
Xyvlitol produzierten,aber nur die xylAB rekombinanten Stamme ge-
hemmt wurden,konnte das Xylitol selbst nicht fiir die Hemmung ver-
antwortlich sein, sondern eher ein Metabeclisierungsprodukt des

Xylitols, z.B. Xylitol-5-Phosphat.

Zundchst wurde untersucht, ob in rekombinanten Z.mobilis CP4/ p&Y
225 St&mmen auch intern Xylitol bzw. Xylitol-5-Phosphat nachweis-
bar war. Dazu wurden Z.mobilis CP4/pZY225 und CP4/pPTZom3 in Kom-
plexmedium (150ml) mit 1% Glukose iliberimpft und zum Anwachsen der
Kulturen 6h inkubiert. Dann wurden 5% Fruktose und 2% Xylose zu-
gesetzt (Wachstumshemmung und Xylitolproduktion) und die Kulturen
16 h bei 300C stehend inkubiert. Zur ErhShung der Zellmasse wur-
den die Kulturen anschliefend abzentrifugiert (5min. 3000 Upm)und
das Sediment zu einer ODgpg von 4-6 in dem FKultuxriiberstand re-
suspendiert und direkt der Silikondlzentrifugation untezworfen.
In den aufgearbeiteten Zellextrakten wurde die Xylitolkonzentra-

tion bestimmt bzw. nach Dephosphorylierung die Konzentration von
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Xylitol-5-Phosphat ermittelt. Dabei zeigte sich, daf in Z.mobilis
CP4/ pZY¥225 Stdmmen intern eine hohe Xonzentration an Xylitol-5-
Phosphat (lémM) wvorlag. Die interne Xylitolkonzentration war mit
3mM erheblich niedriger. Bei der Kontrolle Z.mobilis CP4/ pPTZom3
lag die interne Konzentration unter der Nachweisgrenze von 2mM.
Extern lag bei beiden Stidmmen 210 mM Xylitol vor (Tab.1ll).

STAMM Z.mobilis

METABOLIT CP4/p2¥225 CP4/pPTZom3
P

XYlitOlextern 16 mM 13 mM

Xyl%toli tern 3 mM <2 mM

Xylitol- ~Pintern 16 mM <2 mM

Tab.1i: Nachweis von intra- und extrazelluldrem Xylitol bzw. Xy-
litol-5-Phosphat. Die Konzentrationen sind Mittelwerte aus zwel

unabhédngigen Versuchen.

Diese Experimente machten deutlich, daff die beobachtete Hemmung
der xylAB+—rekombinanten Z.mobilis St&mme in Gegenwart von Xylo-
se wahrscheinlich auf der internen Akkumulation von Xylitol-5-
Phosphat beruhte. Von E.coli C Mutanten ist bekannt, daf die Ak-
kumulation von Zuckeralkoholphosphaten das Wachstum der Zellen
stark inhibiert, (SCANGOS UND REINER, 1979), wobei jedoch die Ur-
sache dieser Hemmung nicht aufgekldrt wurde und mdglicherweise
vielfdltig ist.
Im Anschluf an diese Exkenntnis galt es im Hinblick auf eine Be-
seitigung des Hemmeffektes in rekombinanten Z.mobilis Stammen
folgende Fragen zu kldren.
B Wie bildet Z.mobilis Xylitol?

B Wie entsteht Xylitol-5-Phosphat in Z.mobilis?
B Wirkt Xylitol oder Xylitol-5-Phosphat inhibierend auf

die Aktivitdten von Xyloseisomerase oder Xylulokinase?

Zundchst wurde das Enzym, welches Xylose zu Xylitol reduziert in
Rohextrakten (UZ) von Z.mobilis nachgewiesen und ndher charakte-
risiert. Das Enzym waxr sowohl in Z.mobilis CP4 als auch in ZM6
nachweisbar. Das Enzym wurde konstitutiv exprimiert; die Aktivi-

tdt war in Fruktose gewachsenen Z.mobilis Stdmmen etwas hdher als
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nach Glukose-Wachstum. Es handelte sich um eine Aldose-Reduktase
mit breitem Substratspektrum und strenger Spezifitdt fiir NADPH +
H+; (Abb.17; Tab.12). Das Enzym hatte filr Xylose einen apparenten
Ky-Wert von 0,14 M und einen apparenten V. -Wert von 0,51 U/ml.
Die Reaktion verlief in der thermodynamisch bevorzugten Richtung,

der Reduktion der Ketose zum Zuckeralkohol.

SUBSTRAT SPEZIFISCHE AKTIVITAT derxr
Aldose-Reduktase
U/mg

D-Ribose 0,08

D-Xylose 0,05

D=Mannose 0,02

D-Galaktose 0,02

D-Glukose 20,004

D=Fruktose 20,004

Tab. 12: Substratspektrum einer NADPH-abhdngigen Aldose-Reduktase
in Z.mobilis CP4. Die Enzymaktivitdten wurden in Rohextrakten
{UZ) von Zellen gemessen, die in Vollmedium mit 5% Glukose ange-
zogen worden waren.Die Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhd&ngi-

gen Messungen.

Die Aldose-Reduktase scheint nicht mit der wvon VIIKARI ET AL.,
(1986) beschriebenen Mannit-Dehydrogenase identisch zu sein, da
Glukose und Fruktose nicht als Substrat umgesetzt wurden. Es
handelt sich um ein bislang noch nicht beschriebenes Enzym in Z.
mobilis. Funktion und natiirliches Substrat der Aldose-Reduktase

sind zur Zeit noch unklar.

ALDOSE-REDURTASE
XYLOSE > XYLITOL

NADPH NADP™
s v
+H

streng spezifisch fiir NADPH

spezifisch fiir Aldosen: D-Riboge, b-Xylose,
D-Galaktose, D-Mannose

D-Glukose ist kein Substrat

apparenter Ky fiir D-Xylose (,14M

BHE ®BE

Abb.17: Charakterisierung einer Aldose-Reduktase von Z.mobilis.
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Im folgenden wurde untersucht, wie Z.mobilis Xylitol zu Xylitol-
5-Phosphat umsetzte. Aus dex Literatur war bekannt, dap die Xylu-
lokinase von Aerobacter aerogenes Xylitol mit geringer Affinitadt
phosphorylieren kann (SIMPSON,1966). Um zu iiberpriifen, ob die Xy-
lulokinase wvon K.pneumoniae KAY2026, Xylitol als Substrat akzep-
tiert, wurden Rohextrakte von K.pneumoniae KAY2026 und E.coli ED
8767 mit ZXylulockinase-Inkubaticonspuffer (ohne Xylulose), dem Xy-
litol als Substrat =zugesetzt wurde, fiir 16 h beil 370¢ inkubiert.
Zur Kontrolle der ATPase-Aktivitdt wurde jeweils ein Ansatz ohne
Substrat mitgefiihrt. Nach Abstoppen der Reaktionsansédtze mit Per-
chlorsdure, wurde das gebildete Xylitol-5-Phosphat indirekt iiber
den ATP-Verbrauch bestimmt. Nach Korrektur des ATP -Verbrauchs um
die ATPase Aktivitdt zeigte sich, daf3 sowohl die Xylulokinase von
Klebsiella als auch das E.coli Enzym, Xylitol langsam phosphory-
lierte. In Xylose- induzierten X.pneumoniae Kulturen =zeigte die
Xylulokinase, Aktivitdten von 1-3 mU/mg Protein mit dem Substrat
Xylitol, in E.coli ED8767 8-13 mU/mg. Aus diesen Untersuchungen
war zu schliefen, da xyl(A)B- rekombinante Z.mobilis Stimme
Xylose iiber Xylitol bis zum Xylitol-5-Phosphat umsetzen kOnnen.

Anschliefend wurde der Einfluf von Xylitol auf die Xyloseisomera-
se untersucht. In der Literatur gilt Xylitol als kompetetiver In-
hibitor fiir die Xyloseisomerasen von Lactobacillus mit einem Kj
von 1,5mM (YAMANAKA,1975) und Arthrobacter. (HENRICK ET AL.,19839).
Unm die Hemmung der Xyloseisomerase von K.pneumoniae durch Xylitol
zu untersuchen, wurden Rohextrakte 1in ZXyloseisomerase-Inku-
bationspuffer mit 10 mM Xylose und 0-15 mM Xylitol inkubiert. Die
Reaktion wurde nach 10 min. fiir 30 sec. bei 1000¢ abgestoppt und
die gebildete Xylulose mit Sorbit-Dehydrogenase (0,4U) gquantifi-
ziert. Dabei zeigte sich eine kompetetive Hemmung der Xyloseiso-
merase von K.pneumoniae KAY2026 durch Xyliteol:;in Gegenwart von 10
mM Xylose und 10mM Xylitol betrug die Aktivit&t des Enzyms noch
75% der ungehemmten Xyloseisomerase; durch weitere ErhShung derxr
Xylitolkonzentration bei konstanter Xylosekonzentration wurde die
Enzymaktivitdt kontinuierlich reduziert (12mM Xylitol: 70%; 15mM
Xylitol 65% der ungehemmten Aktivitdt). War die Xylosekonzentra-
tion aber deutlich hdher als die Xylitolkonzentration, so konnte

keine Hemmung nachgewiesen werden; was fiir eine kompetitive Inhi-

bierung spricht.
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Aus diesen Untersuchungen stellte sich der Xylosestoffwechsel in
xy1AB rekombinanten Z.mobilis St#mmen CP4/pZY¥225 bzw./p2z¥226 fol-
gendermafen dar: In Gegenwart von Xylose im Wachstumsmedium bil-
den sowohl der Wildtyp als auch die xylAB rekombinanten Z.mobilis
Stdmme Xylitol mit einer Aldose-Reduktase. Der Wildtyp wird durch
Xylitol nicht im Wachstum beeintrdchtigt. Der rekombinante Stamm
Z.mobilis CP4/pZ¥225 setzt Xylitol aber mit der Xylulckinase =zu
Xylitol-5-Phosphat um. Xylitol-5-Phosphat kann nicht weiter ver-
stoffwechselt werden, akkumuliert daher in den Zellen und fihrt
zur Wachstumshemmung. Abhingig von der intrazelluldren ZXylose-
und Xylitol-Konzentration kann auferdem noch eine kompetetive
Hemmung der Xyloseisomerase dazu fithren, daff wenig Xylulose bzw./

Xylulose-5~Phosphat gebildet wixd.

Es wurde deshalb im folgenden versucht, Mutanten zu isolieren,
die weniger oder kein Xylitol-5-Phosphat mehr produzierten, so
dap die Umsetzung der Xylose bis zum Xylulose-5-Phosphat und da-
mit die Einschleusung in den Pentose-Phosphat-Weg ungehemmt ab-

laufen konnte.

2.3. lsolierung Xylose-resisienter Z miobilis CP4/ pZY¥225 Stamme

Zur Isolierung Xylose-resistenter rekombinanter Z.mobilis Stémme
standen zweil Selektionsmglichkeiten zur Verfiigung. Einmal be-
stand die MOglichkeit unter den Z.mobilis CP4/pZY225 Rekombi-
nanten im Anschluf an eine Mutagenese,direkt in Gegenwart von Xy-
lose nach besser wachsenden Mutanten zu suchen und diese dann zu
charakterisieren. Dabei waren drei verschiedene Mutantentypen =zu
erwarten: Die Xylose-Resistenz kann auf Ausschaltung der Aldose-
Reduktase beruhen, sie kann aber auch durch Deletion des Xylose-
Operons, insbesondere des xyiB-Gens, hervorgerufen werden, oder
aber die Resistenz beruht auf einer verdnderten Substratbinde-
stelle der Xylulokinase.

Die zweite Selektionsmdglichkeit Lestand nach Entwicklung eines
geeigneten Plattenfiltertests in der Suche nach Aldose-~Reduktase
negativen Z.mobilis CP4 Wildtypzellen und der anschliefenden Ein-
filhrung des Xylose-Operons in die isolierten Mutanten. Dieses

Verfahren hatte den Vorteil, daB nur ein Typ von Mutanten zu er-
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warten war. Beide Selektionsverfahren wurden durchgefiihrt.

Mit Hilfe eines neu entwickelten Plattenfiltertests wurde zu-
ndchst nach solchen Mutanten von Z.mobilis CP4 (mutagenisiert mit
NTG) gesucht, die kein Xylitol mehr ausschieden und die damit in
der Aldose-Reduktase defekt sein sollten. Insgesamt wuxden 1600
Mutanten im Plattentest untersucht. Dabei fielen Mutanten an, die
durch schwache Xvlitolbildung auf dem Filter charakterisiert wa-
ren. Genauere Uberpriifung dieser Xolonien, d.h. quantitative Xy-
litolbestimmung und Aldose-~Reduktase Enzymtest ergab jedoch, daf
alle Kolonien noch Aldose-Reduktase Aktivitdt zeigten (maximal um
etwa 50% reduziert). Da die Wahrscheinlichkeit der Inaktivierung
eines Enzyms durch eine Punktmutation sehr gering ist, miifte eine

erheblich gr8fere Kolonienzahl untersucht werden.

Im folgenden wurde die Mutantenselektion direkt in den rekombi-
nanten St&mmen Z.mobilis CP4/ pZY225 durchgefithrt. Die Idee war,
Mutanten von Z.mobilis CP4/pZY¥225 zu isolieren, die entwedexr kein
Xylitol oder kein ZXylitol-5-Phosphat mehr bildeten, und bei denen
die Hemmung durch Xylose aufgehoben sein sollte. Beim Plattieren
von Z.mobilis CP4/p2¥225 auf vVollmediumplatten mit 2% Fruktose
und 5% Xylose (inhibierende Bedingungen) txitt nur schwaches
Wachstum auf; es entstehen jedoch schnell "Papillen" besser wach-
sender Mutanten. Diese Kolonien sollten einem der oben beschrie-
benen Mutantentypen entsprechen. Die Suche nach Mutanten umfafte
die Reinigung besser wachsender Kolonien, die Uberprifung in
Flissigmedium mit 0,8% Fruktose und 5% Xylose, gefolgt von HMini-
plasmidprédparationen und Retransfer der Plasmide in die FE.coli
xyih-Mutante HBi01.

Nach UV-Mutagenese des Xylose-sensitiven Stammes Z.mobilis CP4/
PZY225 und anschliefender Selektion bessexr wachsender Mutanten,
wurden insgesamt 240 Fliissigkulturen untersucht. Davon zeigten
140 Kolonien besseres Wachstum in Gegenwart von Xylose. Von 100
Kolonien wurden Miniplasmidpr&parvationen mit anschliefender Re-
transformation nach E.coli HB101 durchgefithrt. Dabei zeigte sich,
daff die Plasmide von 97 Mutanten den Stamm E.coli HB101l nicht
mehr komplementierten, d.h. die xyl-Gene zumindest partiell dele-
tiert oder mutiert waren. Eine Xylose-resistente Mutante wurde
isoliert, die zwar noch xylA-Mutanten komplementierte, nicht aber
xylB-Mutanten. Dies ist ein weiterer Hinweis, daf die Hemmung auf
der unspezifischen Bildung wvon ZXylitol-5-Phosphat duxrch die
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Xylulokinase beruhte. Die Ergebnisse werden weiterhin durch Be-
obachtungen unterstiitzt, die in der Literatur £iir D-Arabitol bzw.
Ribitol-Dehydrogenase negative Mutanten von E.coli C beschrieben
wurden (SCANGOS UND REINER, 1979). Diese Mutanten wurden sensitiv
gegeniiber Zuckeralkoholen, weil statt der Oxidation der Zuckeral-
kohole mit anschliefiender Phosphorvlierung der Ketosen durch die
Kinase eine direkte unspezifische Phosphorylierung des Zuckeral-
kohols stattfand. Bei der Selektion resistenter Kolonien zeigten
die Mutanten immer Defekte in der Xylulokinase, was in Uberein-

stimmung zu den Befunden dieser Arbeit steht.

Bei der Mutantenselektion von Z.mobilis CP4/pZY¥Y225 wurden 2 Xylo-
seresistente Klone isoliert, die sowohl Xyloseisomerase als auch
Xyvlulokinase Mutanten komplementierten und ein unverandertes
Plasmidmuster aufwiesen (pZY¥225-XR4 bzw. -XR7). Bei der Untersu-
chung dieser Mutanten zeigte sich, daff die Aldose-Reduktase nicht
reduziert war, und daf auch die Aktivitdten der Xylose-Gene denen
des Xylose sensitiven Stammes Z.mobilis CP4/pZY225 entsprachen.
Dabei war jedoch die Aktivitdt der Xylulokinase sowohl im Aus-
gangsstamm Z.mobilis CP4/pZY225, der die ZXylose-~Gene seit der
Konjugation besaf (mehrere Monate), als auch in den isolierten
Xylose-resistenteren Mutanten auf etwa 0,2~ 0,3 U/mg reduziert.
Diese Exrgebnisse liefien die Hypothese zu, daff die Xylose-Resi-
stenz der Mutanten nicht nur auf eine reduzierte ZXylulokinase-
Aktivitdt zurtickzufiihren war, sondern vermutlich auf einer Verdn-
derung der Substratbindestelle der Xylulokinase beruhte, d.h. daf
Xylitol mdglicherweise kein/ oder schlechteres Substrat fir die
Xylulokinase war, widhrend Xylulose weiterhin umgesetzt wurde. Um
dies zu beweisen, wuxrde die intrazelluldre Konzentration von
Xylitol und Xylitol- 5-Phosphat in den Mutanten und im Stamm Z.
mobilis CP4/pZY¥225 gemessen (Tab.13). Die Kultivierung der Stamme
sowie die Silikondlzentrifugation zur Herstellung der Zellex-

trakte exrfolgte, wie bereits beschrieben.

Die Messung zeigte eindeutig, dap die intrazelluldre Konzentra-
tion wvon Xylitol-5-Phosphat in den Xylose-resistenten Stammen
Z.mobilis CP4/pZY225 -XR4 und -XR7 deutlich reduziert war, ver-
glichen mit Z.mobilis CP4/ p%Y225. Damit schien die Xylose-Resi-

stenz der Mutanten auf einer verdnderten Affinitdt der ZXylulo-

kinase zum Xylitol zu beruhen.
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Die isolierten Mutantenplasmide pZY225-XR4 Dbzw. -XR7 sollten
daher filir weitere Manipulationen des Pentosestoffwechsels, z.B.

Klonierung der Transketolase in die xylAB-Plasmide, in Z. mobilis

geeignet sein.

Stamm TG Zylitol g Zylitol; o Xylitol-5-Pi ¢
(mg/ml) [mif] [mM] [l ]

Z.mobilis:

CP4/pZY225 1,24 23,4 13,3 12,9
CP4/pZY225-XR4 2,06 20,3 13,7 0,6
CP4/DZY225-XR7 1,72 21,9 7,4 3,5

Tab.13: Intrazelluldre Konzentration wvon Xylitol und Xylitol-5-
Phosphat in den Z.mobilis Stdmmen CP4/pZ¥225; CP4/pZY225-XR4; CP4
/pZ¥225-XR7. Die Kulturen waren in Gegenwart von 5% Fruktoset 2%
Xylose 16 Stunden gewachsen. Die Messung erfolgte in Extrakten,
die durch SilikonSlzentrifugation hergestellt wurden.

TG= Trockengewicht; int= intrazelluldr; ext= extrazelluldr

2.4. Untersuchung der Enzyme des Peniose-Phosphat-Weges

Fiir den katabolen Xylose-Stoffwechsel sind neben den Enzymen Xy-
loseisomerase und Xylulokinase, die Enzyme des Pentose-Phosphat-
Weges erfordexrlich. Diese Enzyme,Transketolase,Transaldolase, Ri-
bose-5-Phophat-Isomerase und Ribulose-5-Phophat-Epimerase, waren
in Z. mobilis bislang nicht nachgewiesen worden (McGILL UND DAWES
1871; SWINGS UND DE LEY, 1577). Um Aussagen iuber mdgliche Engpids-
se des Xylose-Stoffwechsels dex xylAB+— rekombinanten Z.mobilis
CP4-Stdmme machen zu kOnnen, war es zundchst erforderlich, die
Enzyme des Pentose-Phosphat-Weges in Z. mobilis CP4 zu bestimmen.

Die Transketolase von Z.mobilis war in photometrischen Testsyste-
men nicht meBbar, daher wurde zur Analytik der BIOTRONIK-Zucker-
analysator eingesetzt. Rohextrakte von Z.mobilis CP4,die frei von
niedermolekularen Metaboliten waren, wurden 10 min. mit verschie-
denen Transketolase-Substraten inkubiert, und die gebildeten Me-
tabolite nach Abstoppen der Reaktion und Dephosphorylierung dex
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zZucker mit dem BIOTRONIXK Zuckeranalysator untersucht. Tabelle 14
zeigt die getesteten Transketolase-Substrate und die nachgewiese-

nen Produkte.

Zucker Transketolase-Substrate (mi)
(Produkt)
) Rib5P+xuSP | 2) E4P+Xu5P | Xu5P 3) Rib5P+ Hpyr
6,5 0,5 0,03 0,5 0,5 0,5 0,3

Xul5P + + + +
Rib5P + + + +
Exry/GAl-P - + - -
Frké6P - - - -
Shp7P - - - -
Rub5P + + + +
GlceP - - - -

Tab. 14: Umsetzung verschiedener Transketolase-Substrate durch
Rohextrakte von Z.mobilis CP4. Nach 10 min. Inkubation der Rohex-
trakte (UZ/ NAP-10) mit den Substraten wurden die Umsetzungen ab-
gestoppt (30sec. 100%YC), dephosphoryliert und mit dem BIOTRONIK
Zuckeranalysator untersucht. Folgende Umsetzungen durch die
Transketolase waren zu erwarten:

Transketolase
1) Rib5P + XulbdP > Shp7P +  GAL13P
2) Ery4P + XulSP <—> Frk6P + GA13P
3) Rib5P + Hpyr L——> Shp7P + CO,
+= Zucker gefunden; -= Zucker nicht aufgetreten;

Exy= Erythrose; Frk= Fruktose; GAL= Glycerinaldehyd; Glc= Gluko-
se; HPyr= Hydroxypyruvat; Shp= Sedoheptulose; Rib= Ribose; Rub=
Ribulose: Xul= Xylulose; -P= Phosphat

Es zeigte sich, daf beim Einsatz verschiedener Substrate jeweils
die Umsetzung von Ribose-5-Phosphat zu Ribulose-5-Phosphat und
Xylulose-5-Phosphat auftrat. Das Transketolase-Produkt Sedoheptu-
lose-7-Phosphat konnte nicht nachgewiesen werden (mfglicherweise
aufgrund einer Uberlappung mit dem Ribulose-Peak), so daf hieraus
keine Transketolase-Aktivitdt in Z.mobilis abgeleitet werden
konnte.Anschliefend wurde die Umsetzungen phosphorylierter Trans-
ketolase- Substrate durch Rohextrakte von Z.mobilis CP4 und E.co-
1i CA8000 iiber einen %Zeitraum von 60 Minuten verfolgt und ndhe-
rungsweise guantifiziert (Tab.153}).

Die schnelle Umwandlung der drei Pentose-Phosphate war sowohl in

B.coli als auch in Z.mobilis zu beobachten.In E.coli CA8000 konn-
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te die Umsetzung der Transketolase~Substrate iiber Sedoheptulose-
7-Phosphat bis zum Glukose-6-Phosphat nachgewiesen werden. In 2.

mobilis CP4 war dies nicht m8glich.

Z.mobilis CP4 E.coli CABOOO

Zucker

(nmol/ml) 5 157 307 60" 57 157 307 667’
Xulsp 187 187 225 206 113 34 19 18
RibbP 54 45 176 131 84 45 45 53
Rub5sP 170 170 200 225 83 160 128 135
Shp7P - - - - 200 300 75 25
GlcHP - - - - - - 450 430

Tab. 15: Umsetzung der Transketolase-Substrate Ribose-5-Phosphat
(0,5mM) und Hydroxypyruvat (0,3mM) durch Z.mobilis CP4 und FE.coli
CA 8000 ilber einen Zeitraum von 60 min.(’). Die Abkiirzungen der
Zuckerphosphate sind Tab. 14 zu entnehmen. Die Reaktionsansdtze
enthielten 0,44 mg Protein Z.mobilis Rohextrakt und 0,12 mg FE.co-
1i Extrakt (UZ/ NAP-10).

Im folgenden wurden Untersuchungen zur Transaldolase durch-
gefihrt, wobei 0,5mM Sedoheptulose-7-Phosphat und 0,5mM Glycerin-
aldehyd-3-Phosphat als Substrate angeboten wurden. Pie durch die
Transaldolase zu erwartende Umsetzung dieser Substrate zu Ery-
throse-4-Phosphat und Fruktose-6-Phosphat konnte im Zuckeranaly-
sator nicht nachgewiesen werden. Es wurde jedoch in Z.mobilis Xy-
lulose-5-Phosphat als Produkt gefunden. Diese Umsetzung kann auf
die Aktivitdt einer Transketolase zuriickgefiihrt werden, so daf
mit Hilfe dieses Testsystems in Z.mobiliis CP4 eine geringe Trans-
ketolase~Aktivitdt von 1-2 mU/mg Protein gezeigt wurde (Tab. 16).
Die Transaldolase lief sich auch unter Einsatz anderer Substrate

in Z.mobilis CP4 bisher nicht messen.

Stamm SPEZIFISCHE ARTIVITAT (mU/mg)
Pransketolase Transaidolase
E365 BIOTRONIK E365 BIOTRONIK
E.c. CABOOO 65 59 32 n.g.
Z.mchk., CP4 n.n. 1-2 n.n. n.n.

Tab. 16: Nachweis von Transketolase- und Transaldolase-Bktivitd-
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ten in E.coli CAB000 und Z.mobilis CP4.

Fiir die Analysen mit dem BIOTRONIK-Zuckeranalysator wurden die
Rohextrakte (UZ/NAP10) 30 min. mit den Substraten inkubiert, de-
phosphoryliert und untersucht. n.g.= nicht guantifiziert; n.n.=
nicht nachweisbar.

Der Testansatz (0,5ml) fir den Nachweis der Transketolase in Z,
mobilis CP4 mit dem Zuckeranalysator, enthielt folgende Komponen-
ten (konzipiert fiir den Transaldolase-Test): 0,5mM Sedoheptulosew
7-Phosphat, 0,5mM Glycerinaldehyd-3-Phosphat,0,2mM NADP',8U Phos-
phoglukose-Isomerase, 4U Glukose-6-Phosphat- Denyafogenabe, 38 mi
Tris-HC1/7,5mM ¥gCl,; pH 7,6. Die Bildung von Xylulose-5-Phos-
phat wurde bestimmt.

Anschliefend wurden zwei weitere Enzyme des Pentose-Phosphat-We-
ges, die Ribose-5- Phosphat-Isomerase und die Ribulose-5-Phosphat
-Epimerase, in Z.mobilis CP4 bestimmt. Es handelt sich hierbei um
Enzyme, die die reversiblen Umwandlungen der Pentosen Ribose-5-
Phosphat, Ribulose-5-Phosphat und Xylulose-5-Phosphat katalysie-
ren. Ribose-5-Phosphat-Isomerase und Ribulose-5-Phosphat-Epime-
rase waren eindeutig in Z.mobilis CP4 nachweisbar, sowohl im
photometrischen Enzymtest, als auch in der Analytik mittels Zuk-
keranalysator. Im photometrischen Test (Eggg) lag die spezifische
Aktivitdt der Isomerase von Z.mobilis CP4 bel 0,43U/mg: die Quan-
tifizierung mittels BIOTRONIK ergab eine deutlich hhere Aktivi-
tdt von 1,6 U/mg Protein, (Tab.17).

Die Ribulose-5-Phosphat-Epimerase von Z.mobilis CP4 zeigte im
photometrischen Test (E,q,) eine spezifische Aktivitdt von 0,32
U/mg, im Zuckeranalysator wurde eine Aktivitit von 0,64 U/mg er-
mittelt, (Tab.17).

STAMM SPEZIFISCHE AKTIVITAT (U/mg)
Ribose-5-Phosphat-Isomerase |Ribulose-5-Phosphat-Epimerase
] BIOTRONIK E BIOTRONIX
290 290
E.c.CABOOO 1,25 >1,4 0,70 1,0
Z.mob. CP4 0,43 1,6 0,32 0,64

Tab.17: Nachweis von Ribose-~5-Phosphat-Isomerase und Ribulose-5-
Phosphat-Epimerase Aktivitdten in Rohextrakten (UZ, NAP-10) von
Z.mobilis CP4 und E.coli CAB000.
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Aus diesen Untersuchungen lief sich schliefen, daB Z.mobilis CP4
die Enzyme Ribose-5-Phosphat-Isomerase, Ribulose-5-~Phosphat-Epi-
merase und Transketolase des Pentose-Phosphat-Wegs besitzt. Die
Isomerase~ und Epimerase- Aktivitdten waren denen der entspre-
chenden FE.coli Enzyme vergleichbar, die Transketolase-Aktivitdt
zeigte nur sehr geringe Aktivitdt. Der Nachwels einer Transaldo-
lase-Aktivitdt konnte mit der verwendeten Analytik bislang nicht

erbracht werden.

3. Einflhrung des Transkelolase-Gens aus £.coli In die xy//AB * rekom-
binanten Z.mobilis Sidmme

3.1. Kionierung des Transketolase-Gens in das Plasmid pZY225-XR4

Bei der Untersuchung des Pentose-Phosphat-Weges von Z. mobilis
CP4 hatte sich gezeigt, daf die Transketolase mit einer spezifi-
schen &aktivitdt von 1-2 mU/mg Protein etwa 60-fach schwicher
exprimiert wuxde als das £E.coli Enzym. Um einen signifikanten
Durchflufl von ZXylulose-5-Phosphat =zum Glycerinaldehyd-3-Phosphat
und damit den Anschluf an die Glykolyse =zu ermdglichen, war es
notwendig die Transketolase-Aktivitdt in xyl+—rekombinanten Z.
mobilis CP4 St&mmen zu erhdhen.

Es bestand die MOglichkeit, das klonierte tkt-Gen aus E.coli
(SPRENGER ,unvertffentlicht) in den xylAB+—Vektor pPZY225~-%XR4 ein-
zubringen. Dazu wurde das tkt+mFragment aus dem Vektor ptktase
als 2,6 kb Scal/Sspl Fragment mit glatten Enden iscliert und in
den mit dem Restriktionsenzym Scal linearisierten Vektor pZY¥225-
XR4, der nicht Phosphatase behandelt war, ligiert. Die Selektion
der E.coli DH5-Transformanden erfolgte auf tetracyclinhaltigen LB
~Nédhrbbden. Die erhaltenen 26 Transformanden wurden auf LB-Agar-
platten mit Tetracyclin sowie auf Nahrbdden mit Ampicilliin ausge-
strichen. Die Insertion des Fragmentes in die ScaI-Schnittstelle
des Vektors pZ¥225- XR4 fiihrt zur Inaktivierung der Ampicillin-
Resistenz. Es wurde ein Klon isoliert, der Tetracyclin resistent
und Ampicillin sensitiv war. Dieser Klon enthielt das tkt-Frag-
ment in Orientierung des bla -Promotors, so daf die Transkription

des tkt-Gens theoretisch sowohl vom tkt-eigenen Promotor als auch
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vom bla-Promotor erfolgen konnte. Das Konstrukt pZ¥228 (14,8kb,
Abb.19) vermittelte verschiedenen E.coli St@mmen spezifische
Transketolase-Aktivitdten von 2,1- 2,5 U/mg, d.h. in F.coli lag

eine fast 40-fache Uberexpression des Gens vor.

Das Plasmid p2%Y228 wurde anschliefend iiber eine Filterkreuzung
aus dem Stamm S$17-1/ pZ¥228 in Z.mobiiis CP4 mobilisiert. Die
Transkonjuganden wurden auf VM + 5% Glukose-Platten mit Tetracyc-
1in und Nalidixinsdure, selektioniert. Alle 35 erhaltenen rekom-
binanten Z.mobilis CP4 Kolonien wiesen das richtige Plasmidmuster
auf, welches im Agarosegel nach Restriktion der Gesamt-Plasmid-
DNA mit dem Enzym Kpnl sichtbar war. Nachdem das Plasmid erfolg-
reich in Z.mobilis CP4 eingebracht worden war, wurde die Charak-

terisierung der nun zylAB+/tkt+ rekombinanten Z.mobilis CP4-Stam-

me durxrchgefihrt.

HindIT1l
Kpnl
HindIfI 1 ¢
Pstl : ¢
EcoRI i

{

pbla 1472

MNrul
~BamHI
~HindII]

07228

14816 bps

or ipZrMi3

HindI11~

EQGRQ 5
HindIIT

Abb. 18: Restriktionskarte des xylAB+/tkt+ Plasmides pZY228. Die
Expression des Xylose-Operons erfolgt vom p,qos das Transketola-
se-Gen kann vom gen-eigenen und VOmM Py, é%gelesen werden. Die
verwendeten Abkiirzungen sind Abb. 16 und dem Abkiirzungsverzelch-

nis zu entnehmen.
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3.2. Charakierisierung der xy!£§+/ #t™ rekombinanten Zmobilis
CP4- Stamme

Zundchst wurde die Expression der drei Gene auf dem Plasmid pZ¥
228 mit Hilfe der Enzymaktivitdten bestimmt. Dabeil zeigte sich,
dafl neben den Xyvlose~Genen auch die Transketolase aus E. coli in
Z. mobilis CP4 gebildet wurde, (Tab.18). Die spezifische Aktivi-
tdt der Transketolase war 2-3-fach hoher (150 mU/mg), als das
Enzym in E.coli Wildtyp-St&mmen (65 mU/mg) und sollte damit fir
den katabolen Xyloseumsatz nicht mehr limitierend sein. Die Akti-
vitdten von Xyloseisomerase und Xylulokinase waren im Vektor pZY
228 vergleichbar mit den Aktivitdten, die das Konstrukt pZY¥225-
XR4 vermittelte. Es fiel auf, daff die spezifische Aktivitdt der
Xylulokinase deutlich niedriger war als in den urspringlichen
Plasmiden pZY¥225 und pZY¥226 (direkt nach Einbringen der Plasmide)
Daraus ist =zu schliefen, daff die ZXylulokinase der ZXylose-
Resistenz vermittelnden Mutantenplasmide pZY225-XR4 und -XR7
nicht nur reduzierte Affinitdt zum Xylitol sondern auch zur Xylu-
lose besitzt. Die gemessenen Aktivitdten sollten jedoch fir den

Xylose-Metabolismus mit Z.mobiiis nicht limitierend sein.

STAMM SPEZIFISCHE AKTIVITAT
(U/mg)

Xvloseisomerase Zvylulokinase Transketoclase

Z.mobilis:

CP4/pZY225XR4 0,16 0,14 n.mn.
CP4/pZY228 0,15 0,17 0,15

Tab.18: Nachweis der Xyloseisomerase, Xylulokinase und Transketo-
lase in pZY¥228 rekombinanten Z.mobilis CP4-Stdmmen. Die fiir Z.
mobilis CP4/ pZY228 angegebenen Enzymaktivitdten sind Mittelwerte
verschiedener Transkonjuganden.

n.n.= photometrisch nicht nachweisbar

Im Anschluf an die Enzymmessungen wurde das Wachstum der Z. mobi-
lis CP4/ pZY¥228 Stdmme mit Xylose als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle untersucht. Die XYIAB+tkt+ rekombinanten Stémme
wuchsen nicht auf Xylose als alleinigem Substrat. Daraufhin wur-

%8




den niedrige Fruktose~ bzw. Glukose-Konzentrationen (0,8%) mit
steigenden Xylose-Konzentrationen (0,5%-5%) als Substrate einge-
setzt. Als Kontrollen wurden Z.mobilis CP4/pPTZom3 und der Aus-
gangsstamm Z.mobilis CP4/pZY225-XR4 mitgefithrt. Dabei zeigte sich
bei keinem der Stimme beim Wachstum mit Glukose ein inhibierender
Effekt der Xylose. Mit Fruktose als Kohlenstoffquelle war allein
beim Zusatz von 5% Xylose eine Reduktion des Wachstums bei Z. mo-
bilis CP4/ p2Y228 und CP4/ pzY225-XR4 feststellbaxr (=50%). Nied-
rigere Xylosekonzentrationen wirkten nicht inhibierend.

Wachstumsversuche mit 5%-iger Fruktosekonzentration zeigten, dafi
Z.mobilis CP4/pz¥Y228 Stdmme im Gegensatz zu allen bisher unter-
suchten Rekombinanten durch Fruktose im Wachstum gehemmt wurden.
In Gegenwart von Fruktose hatten die Zellen zundchst eine fast 1-
tdgige Anwachsphase und wuchsen dann mit stark reduzierter Wach-
stumsrate innerhalb von 3 4 hoch (ld:OD600 0,1; 2d:OD600 0,45 3d:
ODgqg 1,5), wdhrend rekombinante Kontrollst&mme das Substrat nach
1d verbraucht hatten. Diese Inhibierung durch Fruktose ist wahr-
scheinlich im Zusammenhang mit der Transketolase zu verstehen, da
Fruktose nach der Phosphorylierung direkt ein Substrat filir die
Transketolase ist und somit zur Akkumulation von phosphorylierten
Metaboliten, z.B. Sedoheptulose-7-Phosphat oder Xylulose-5-Phos-

phat, fiihren koénnte.

Um zu iberpriifen, ob durch Einfhrung des Transketolase-Gens die
Umsetzung von Xylose iiber Xylulose, Xylulose-5-Phosphat, (Ribose-
5-Phosphat) bis zum Glycerinaldehyd-3-Phosphat und damit auch bis
zum CO, ermdglicht wurde, wurden Experimente mit“léc-[U]walose
durchgefiihrt. Diese radiocaktive Methode ist aufgrund ihrer hohen
Empfindlichkeit geeignet,auch geringsten Durchsatz von Xylose zum
CO, nachzuweisen. Die Z.mobilis Stédmme CP4/ pZY¥228, CP4/ pzZY¥Y225-
XR4, sowie CP4/ pPTZom3 wurden in Vollmedium mit 2% Fruktose und
2% Xylose, versetzt mit 1pCi 14C~{U]—Xylose unter leichtem Schit-
teln inkubiert. Als Positivkontrolle wurde die E.coli Mutante DC
1091/ pZM134 eingesetzt, die aufgrund einer defekten Pyruvat-For-
miat-Lyase, unter anaercben Bedingungen mit der plasmidkodierten
Pyruvat-Decarboxylase aus Z.mobilis die Substrate hauptséchlich
zu Ethancl und C02 umsetzt. Aus Tabelle 19 geht hervor, daff der
xy1aBT/tkt rekombinante Stamm Z.mobilis CP4/pzy228, l4c-[U]- Xy-
lose zu einem geringen Anteil zum 14002 verstoffwechseln konnte.

0,3% der eingesetzten 140~[U}m Xylose wurden als 14C02 gebunden,
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was 15-30 fach mehr war als bei den Kontrollen Z.mobilis CP4/ pZY
225 und CP4/pPTZom3. In der £E.coli Positivkontrolle wurden 7,4%

gebundenes 14C02 nachgewiesen.
Damit war bewiesen, daf Z%. mobilis CP4 durch die Einfiihrung der

Gene Xyloseisomerase, ZXylulokinase und Transketolase, Xylose in

geringem Mafe zu (Ethanol) und CO, umsetzte.

STAMM Zeit léCanlose gebundene Radioaktivitdt

(d) {(dpm) 14

Medium 2N NaOH COy (%)

Z.mobiligs
CP4/ DZY228 0 2,490100 -

1 2,50s10° 6,44010°3

2 2,5210° 0,810 0,30%
CP4/ DZY225-XR4 O 3,17.100 - 3

1 3,20010° 0,590107

2 3,19010° 0,18010 0,023
CP4/ pPTZom3 0 2,93.106 -

1 2,850100 0,230103

2 3,01.100 0,280103 0,01%
F.colis
DC1091/ pzMi34 O 3,14010° -

1 1,95610° 2,03010°

2 1,70010 0,23-10 7,20%

Tab. 19: Umsetzung von 14me_ylose Zu 14C02 durch Z.mobilis CP4/

PZY228 und verschiedens Kontrollstémme. Die gf sungsen beritcksich-
tigen nur die Radiocaktivitdt des gebundenen CO,, nicht die Ra-
dioaktivitdt der Gasphase.

Nachdem gezeigt war, daf Z.mobilis CP4/pZY¥228 Xylose bis zum CO4
metabolisieren kann, war es naheliegend nach intrazelluldren Me-
taboliten zu suchen, die diesen Stoffluf noch limitierten. Hierzu
wurden erneut intrazelluldre Metabolituntersuchungen in Silikon-
Olzentrifugationsextrakten von Z.mobilis CP4/ pZY¥228 im Vergleich
zu Z.mobilis CP4/ pZY225-XR4 mit dem BIQTRONIX Zuckeranalysator
durchgefiihrt. Die Zellextrakte wurden von Xulturen hergestellt
(ODgpp >4), die 4h in Gegenwart von 1% Fruktose und 1% Xylose in-

kubiert worden waren.
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Die Untersuchungen zeigten eine Akkumulation von SmM Sedoheptulo-
se-7-Phosphat in den Z.mobilis CP4/ pZY¥228 Extrakten. In Zellex-
trakten der Stdmme Z.mobilis CP4/ pZY¥225 , CP4/ pZY225-XR4 bzw.
CP4/p7Y226 war dieser Metabolit nicht gefunden worden, so daf da-
von auszugehen ist; daff Sedoheptulose-7~-Phosphat aufgrund der exr-
hohten Transketolase-Aktivitdt in den Zellen akkumuliert. Die
Bildung und Akkumulation wvon Sedoheptulose-7-Phosphat erklirt
sich auns der Umsetzung von ZXylulose-5-Phosphat mit Ribose-5-
Phosphat. Dabei entsteht Glyceraldehyd-3-Phosphat, das weiter
verstoffwechselt werden kann und Sedoheptulose-7-Phosphat, wel-
ches aufgrund der niedrigen /oder nicht vorhandenen Transaldola-
se-Aktivitdt nicht weiter umgesetzt werden kann. Es ist zu vermu-
ten, daf die Akkumulation wvon Sedoheptulose-7-Phosphat oder die
Anhdufung eines anderen phosphorylierten Transketolase-Metabo-
lites in den pZY228~Rekombinanten auch fiir die Wachstumshemmung

in Gegenwart von Fruktose verantwortlich ist.

Aus den vorliegenden Untersuchungen mit dem Stamm C24/ pZY228
lassen sich folgende Schliisse ziehen: Z.mobilis CP4/ pZY228 ist
mit den Genen fiir die Xyloseisomerase, die Xylulokinase und die
Transketolase in der Lage, Xylose zu CO, umzusetzen. Dabei kommt
es aufgrund fehlender Transaldolase-Aktivitdt zur Akkumulation

von Sedoheptulose-7-Phosphat.
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Diskussion

Grundvoraussetzung filir die Etablierung eines katabolen ZXylose-
Stoffwechsels in Z.mobilis war die Klonierung und molekularbioclo-
gische Charakterisierung der Gene fiir Xyloseisomerase (xylA)} und
Xylulokinase (xylB) aus einem Xylose umsetzenden Gram-negativen
Bakterium. Mit dem in dieser Arbeit klonierten Xylose-Operon aus
K.pneumoniae KAY2026 steht neben den E.coli xylAB-Genen (ROSENFELD
ET AL., 1984; LAWLIS ET AL., 1984) die zweite vollstdndige DNA-Se-
quenz Gram-negativer Bakterien zur Verfiigung. BAus Gram-positiven
Bakterien liegen bereits iiber 10 Sequenzen des xylA Gens vor. Die
Bestimmung der relativen Lage der Gene durch Transposon-Mutagenese
und Sequenzanalysen ergaben, daff die an der Xylose- Verwertung
beteiligten Gene benachbart vorliegen und das xylA Gen vor der ko-
dierenden Region von xylB liegt, was in Ubereinstimmung zu den
bisher untersuchten Prokaryonten steht (F.coli: ROSENBERG ET AL.,
1984; LAWLIS ET AL.,1984, B.subtilis: WILHELM UND HOLLENBERG,1984;
GARTNER ET AL., 1988).

Die Bestimmung und Analyse der Primdrstruktur eines 3225bp Frag-
mentes,welches xylA und xylB enthielt, ergab zwei grofe Leseraster
von 1320bp fiir das xylA- und 1489bp fir das xylB~Gen. Zwischen den
beiden Genen befindet sich eine intergenische Region von 89%bp, in
der die Ausbildung einer GC-reichen Terminationsstruktur mit einer
freien Enthalpie von -31 kcal (nach TINOCO ET AL., 1973), mdglich
ist. Jedem Strukturgen geht die Konsensusseguenz einer Ribosomen-
Bindungsstelle (SHINE UND DALGARNO,1974) voraus, proximal zum xylA
Gen ist auferdem der AT~ Gehalt deutlich erhdht. Die Translation
kann somit bei beiden Genen, jeweils beginnend am Initiationscodon
AUG (+1), unabhdngig voneinander erfolgen. Durch eine "NORTHERN-
Blot"-Hybridisierung wurde gezeigt, daf xylAB eine Transkriptionsg-
einheit mit einer etwa 3 kb langen m-RNA bilden. Daraus ist =zu
schliefen, daf sich die Texminatorstruktur zwischen xylA und B
nicht immer ausbildet. Ein in kleinerer Menge zusdtzlich gefunde-
nes Transkript von etwa 1,6 kb kbnnte jedoch, abgesehen von einem
stabilen Abbauprodukt, ein aufgrund von Termination entstandenes
xylA-Transkript sein, was auf einen Regulationsmechanismus des Xy-
lose-0Operons auf Transkriptionsebene hindeuten wiirde. Vorstellbar
wdre ein der "Attenuation" analoger Mechanismus, (ROSENBERG UND
COURT,; 1979). Zu Aufkl&rung dieser Hypothese sind weitere Untersu-
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chungen erforderlich.

Es konnte Thiermit erstmals fiir Gram- negative Bakterien gezeigt
werden, daf xylA und xylB, entsprechend den Befunden bei B.subti-
lis (WILHELM UND HOLLENBERG,1985; GARTNER ET AL.,1988), St.xylosus
(SIZEMORE ET AL., 1991) und A.missouriensis (AMORE ET AL., 1983),
ein Operon bilden. Der Transkriptionsstart lag bei -150 Basen vor
dem Initiationskodon AUG des xylA-Gens. An den Positionen =159 und
-184 finden sich in der Nukleotidsequenz Regionen, die der -10 und
-35 Konsensussequenz prokaryontischer Promotoren entsprechen, (RO-
SENBERG UND COURT, 1979). Vor der -35 Region liegen an Position
-196 und -221 zwel Xonsensussequenzen fiir cAMP/CRP-Bindestellen
(DE CROMBRUGGHE ET AL., 1984), die in guter Ubereinstimmung zu Be-
funden dieser Arbeit, sowie Literaturdaten (WILSON UND MORTLOCK,
1973; POSTMA UND LENGELER, 1985) stehen, die eine starke Abhdn-
gigkeit der Aktivierung des Xylose-Operons durch cAMP/CRP fanden.

Der (Codon-Gebrauch von Genen ist mit der Translationshdufigkeit
korrelierbar, (IKEMURA ET AL., 1981). Hiufig verwendete Codons wei-
sen auf hohe Konzentrationen der mit der entsprechenden Aminosdure
beladenen t-RNA in der Zelle hin. Die Analyse der in den xylAB-Ge-
nen von K.pneumoniae KAY 2026 verwendeten Tripletts ergab, eine
Frequenz des optimalen Codon-Gebrauchs von 0,66 fir xylA und 0,62
fir xy1B (nach IKEMURA ET AL.,1981). Diese Werte weisen daraufhin,
daf3 die Proteine in mittleren Konzentrationen in der Zelle vorlie-
gen. Im xylA- Gen fanden verschiedene Tripletts, die charakteri-
stisch nur in schwach exprimierten Genen auftreten, z.B.CTA (Leu),
ATA (Ile), ACA (Thr), GGA (Gly), CCC (Pro) und insbesondere CGA
(Arg), keine Verwendung. Auch im xylB-Gen war der Anteil dieser
Tripletts niedrig. Deutlich wurde bei beiden Genen die Bevorzugung
von Codons mit G oder C in der dritten Position, was dem GC-Gehalt
von 57% zuzuschreiben ist (Tab.IV.1.).

Das xylA- Gen kodiert fiir ein Polypeptid von 440 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 49,8 kDa, das xylB-Gen fir ein 51,8 kDa
grofies Enzym mit 483 Aminosduren. Das Molekulargewicht der Xylose-
isomerase ist mit dem der monomeren Untereinheit der Enzyme von E.
coli, B.subtilis und (Clostridien Stdmmen vergleichbar, und sie ge-
hért damit zu den im aminoterminalen Bereich etwa 50 Aminosduren
ldngeren Isomerasen, verglichen zu den 4344 kDa grofen Actinomy-
ces-Proteinen. Die Gruppe der =~ 50 kDa grofen Xyloseisomerasen um-

fapt die mesostabilen Enzyme, die untereinander auf DNA-Sequenz-
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ebene stirker ibereinstimmen und andere katalytische und physiko-
chemische Eigenschaften aufweisen (z.B.bevorzugtes Metallion CoZ*:
Mn2t> Mg2+; St&chiometrie Metallion/ Monomer= 1/1), als die tempe-
raturstabilen Actinomyces-Enzyme, die Mg2+ zur Aktivierung bevor-
zugen und eine Stdchiometrie von 2 Mol Metallionen zu 1 Mol Mono-
mer besitzen (LEE ET AL 1990; VANGRYSPERRE ET AL., 1590).

Alle ZXyloseisomerasen enthalten wenig oder kein Cystein, was fir
thermostabile Enzyme charakteristisch ist, (FREIDMANN, 1978). Der
aliphatische Index, definiert als das relative Volumen der ali-
phatischen Seitenketten von Ala, Val,Ile und Leu im Protein, la&aft
weitere Aussagen Uber die Temperaturstabilitdt zu, (IKAI, 1980).
Thermostabile Proteine besitzen einen hSheren aliphatischen Index
von >90% als mesostabile mit <80%, (IKAI,1980). Die Xyloseisomerase
von K.pneumoniae KAY2026 hat einen aliphatischen Index von 72%, 4
Cysteinreste im Protein und ist damit dem E. coli und B. subtilis
Enzym vergleichbar (SCHELLENBERG ET AL., 1984; WILHELM UND HOLLEN-

BERG,1985).

Das xylA-Gen von K.pneumoniae und die abgeleitete Aminosdurese-
quenz zeligen grofie "Homologien" zu den xylA- Genen anderxrer Bakte-
rien. Xvloseisomerasen aus sechs verschiedenen Bakterien, mnit
durchschnittlich je 440 Aminosduren, haben 64 Positionen (=15%)
streng konserviert. Bezieht man auch die 43 kDa Isomerasen in den
Vergleich ein, so sind Aminosduren in insgesamt 49 Positionen kon-
serviert. Die identischen Aminosduren verteilen sich iiber einen
weiten Bereich der Primdrstruktur; die 40-45 Aminosduren des
carboxyterminalen Endes sind nicht konserviert. Auffdllig sind die
drei "Cluster" FHD.D..P..G bei Position 100-111, LG....V.WGGREG.E
bei Position 180-196 wund EPXP.EP bei Position 232-238. Aus
chemischen Modifikationsstudien einzelner Aminosduren (BATT ET AlL.
1990) und ROntgenstrukturanalysen verschiedener ZXyloseisomerasen
(CALLENS ET AL., 1985; CARREL ET AL., 1989; HENRICK ET AL., 1990;
VANGRYSPERRE ET AL., 1989) geht hervor, daf der Mechanismus der
Substratumsetzung in den Xyloseisomerasen verschiedener Organismen
gleich ist. Der Hisl0l.Rest im konservierten Motiv FHD.D wurde als
aktives Zentrum vorgeschlagen. Das an der Katalyse, einem Hydrid-~
shift, beteiligte zweiwertige Kation (Mg2+,Mn2+ oder C02+)F wird
durch die Carboxylgruppen der konservierten Reste Glu232, Glu268
und Asp2?® gebunden (CARRELL ET AL., 1989; HENRICK ET AL., 1990).
Der-Hisz7l—Rest scheint fiir die Temperaturstabilitdt wichtig =zu
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sein (BATT ET AL.,1990). Die im aktiven Zentrum der Xyloseisomera-
se identifizierten konservierten Aminosiuren, sind auch in der

K.pneumoniae KAY 2026 Sequenz vorhanden.

Das Fehlen konservierter Aminosiuren im carboxyterminalen Bereich
13pt vermuten, daf eine strukturelle Trennung der Xyloseisomerase
in zwei Dom#nen vorliegt; die konservierte Domdne besitzt kataly-
tische Funktionen, die zweite nicht konservierte Domine beeinfluft
den strukturellen Aufbau (Anzahl der Untereinheiten) und die
Stabilitit des Enzyms. Diese Annahme wird unterstiitzt durch stér-
kere Ubereinstimmungen im carboxyterminalen Ende der Xyloseisome-
rasen einerseits, die im nativen Zustand Dimere bilden, z.B. E.
coli, K.pneumoniae, B. subtiiis (TUCKER ET Al,. ;1988; WILHELM UND
HOLLENBERG,1985) bzw. die hohe Identit#t der tetrameren Enzyme beil
Actinomyces sp. (DAUTER ET AL.,1989). Die Teilung der Xyloseisome-
rase in zwei Domdnen wird durch Strukturanalysen des A.missouri-
ensis, (REY ET AL., 1988) und des Arthrobacter Stamm B3728 Enzyms
bestdtigt. Ein Monomer bildet in der dreidimensionalen Peptid-

struktur ein "Core"-Peptid, aus dem das Carboxylende hakenflrmig

herausragt.

Uber Struktur und Funktion der Xylulokinase ist welt weniger be-
kannt als iiber die Xyloseisomerasen. Neben der in dieser Arbeit
charakterisierten ZXylulokinase aus K.pneumoniae KAY2026, liegen
noch xylB-~Sequenzen von E.coli (LAWLIS ET AL., 1984), St.xylosus
(SIZEMORE ET AL., 1931) und S.violaceoniger, (F.MARTIN, persdnliche
Mitteilung) sowie Teilsequenzen von Ampulariella sp. (SAARI ET A,
1987) vor. Homologievergleiche zeigen, daf konservierte Aminosdu-
rereste iiber einen weiten Bereich der Primdrstruktur verteilt sind
und in den 40-50 carboxyterminalen Aminosduren fehlen. Es treten
kurze konservierte Bereiche auf,z.B. RPA.LWND.R (Position 91-101),
SDAAGT (Position 169-174), S.GTSGV (Position 252-258), PYL.GERTPHN
(Position 331-342) und GPA.GAA (Position 421-427). Bemerkenswert
ist auch eine interne Sequenzwiederholung LGTSGV an den Positionen
7-12 und 253-258 des xylB-Gens.

Bakterielle Zucker-Phosphatkinasen lassen sich nach ihrer Grdfe in
zwei Klassen einteilen; einerseits die Klasse der Kinasen aus etwa
300 AminosSuren mit einem Molekulargewicht von =30 kDa (z.B. Fruk-
tokinase von E.coli; ORCHARD ET AL.,199%0), andererseits die >50kba

grofen Kinasen, bestehend aus etwa 480 Aminosiuren, zu denen auch
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die Xylulokinasen geh8ren. Seguenzvergleiche zwischen Xylulokina-
sen, der Glukonatkinase aus B.subtilis, der Fucosekinase und der
Glycerinkinase aus E.coli (REIZER ET AL.,1991) =zeigten, dap die
beschriebenen konservierten Regionen anch bei diesen Enzymen weit-
gehend erhalten waren. Insbesondere die Motive im Bereich 331-352
(PYL.GERTPHN usw.) und die interne Sequenzwiederholung an Position
7-12 und 253-258 waren in allen Seguenzen orkennbar. Ob dissse Se-
quenzen funktionell an der Substrat- oder ATP- Bindung beteiligt
sind,bleibt durch Strukturanalysen aufzukldren. Eine typische ATP-
Bindestelle konnte weder in der Xvlulokinase von X.pneumoniae KAY
2026 noch in der Fucosekinase aus F.coli oder der Glukonatkinase

aus B.subtilis nachgewiesen werden.

Die Klonierung des Xylose-Operons auf Vektoren mit hoher Xopien-
zahl filhrte erst nach Deletion des 5’-upstream Bereichs, der den
xyl-Promotor sowie die Bindestelle des caMP/CRP-Komplexes umfaft,
zur Uberexpression der Gene ausgehend von vorgeschalteten starken
Promotoren, (z.B.pSP6). Diese Beobachtungen wurden auch bei der
Klonierung der FE.coli Xyloseisomerase gemacht, (BATT ET AL.,1984;
ROSENFELD ET AL.,1984; SCHELLENBERG ET AL.,1984) und deuten auf
eine starke Abhdngigkeit der Genexpression von in der Synthese li-
mitierten Aktivatormolekiilen, wie cAMP/CRP und mdglicherweise ei-
nes zusdtzlichen XylR Aktivatorproteins, hin. Die Aktiviexung der
xylAB Expression wird durch eine Aussage von BATT ET AL., (1985)
gestiitzt, daf Tnl0-Insertionen 1-2 kb distal zum E.coli xylA Gen
einen pleiotropen Xyl~ Phinotyp verursachten, was durch Inaktivie-
rung des Aktivators oder seiner DNA-Bindestelle erklérbar ist. Da-
rliberhinaus wurden bislang keine Hutanten mit konstitutiver Ex-
pression der Xylose-Gene isoliert,; was als Hinweis auf die Abhin-
gigkeit der Genexpression durch einen Aktivator zu verstehen ist.
Es ist weiter bekannt, daB das Xylose-Operon von F£.coli und XK.
pneumoniae der Katabolitrepression unterliegt und abhdngig ist von
CAMP, (DAVID UND WIESMEYER,1970; POSTMA UND LENGELER, 1885).

Die Klonierung des =xylA-Gens von K.pneumoniae KAY2026, einge-
schlossen seiner 5’'-~upstream Region auf Vektoren mit hocher Kopien-
zahl, verursachte einen Xylose negativen Phinotyp in den plasmid-
tragenden Stdmmen, darauf beruvhend, daf die Expression der chro-
mosomalen xylAB-Gene verhindert war. Vergleichbare Befunde wurden
auch bei der Klonierung des E.coli xylA-Gens gemacht (BATT ET AL.
1984; ROSENFELD ET AL.,1984; SCHELLENBERG ET AL.,1984) und so dis-
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kutiert, dap der Effekt auf die Titration eines Aktivators, z.B.
Xylose, xylA-DNA, -RNA oder -Protein, durch das in hoher Kopien-
zahl vorliegende xylA-Gen zuriickzufiihren war. Der trans-Effekt
wurde nicht aufgekldrt und die verantwortliche Region nicht einge-
grenzt. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit =zeigten, daf
der trans-Effekt keine <funktionell aktive Xyloseisomerase bend-
tigt, sondern durch den 5’-upstream Bereich, der den Promotor und
die benachbarte cAMP/ CRP-Bindestelle einschliefit, bedingt ist.
Hieraus wurde folgendes Modell abgeleitet: Die Uberexpression der
cAMP/ CRP-Bindestelle auf Vektoren mit hoher Kopienzahl fiihrt zur
Titration eines positiven Aktivators, entweder CRP oder XylR, 80
daf die Aktivierung der chromosomalen xylAB-Gene verhindert wird
und phénotypisch Xylose-negative Kolonien entstehen. Diese Ergeb-
nisse erkléren auch Beobachtungen von BATT BT AL.,(1986), die bei
Uberexpression des promotorlosen xylA-Gens ausgehend vom tac-Pro-
motor, (DE BOER ET AL.,1983) nach Induktion mit IPTG einen Xy1 Ph8-~
notyp, in nicht induzierten Zellen aber ZXylose-positive Xolonien
fanden. Der ptac enthdlt auch die Konsensussequenz fiir cAMP/CRP-
Bindung. Unter reprimierten Bedingungen findet keine Aktivator-
Bindung statt (mdglicherweise durch Repressor sterisch verhin-
dert), nach Induktion kann jedoch auch hier die Titration des Ak-
tivators erfolgen, der zur Expression des chromoscomalen Xylose-
Operons bendtigt wird.

Zusammenhdnge zwischen Xylose-negativem Ph&notyp und dem verdnder-
ten Supercoil der xyl-DNA in Gyrase B defekten E.coli Stammen wur-
den von FRIEDMAN ET AL., (1984) beschrieben. Die Abhidngigkeit der
Expression des Xylose-Operons von einer funktionell aktiven Gyrase
B, steht in Ubereinstimmung zu Aussagen von SANZEY ET AL.,(1979),
daf3 iiber Katabolit-Repression regulierte Operone, sensitiv gegen-
iiber Verdnderungen im Supercoil sind. Diese Befunde unterstiitzen
die in der vorliegenden Arbeit gefundene Bedeutung des cAMP/CRP-

Komplexes flir die Aktivierung der Xylose-Gene.

Grundlage fiir einen Xylose-Stoffwechsel in Zymomonas mobilis war
die stabile Expression der heterologen Gene £fiir Xyloseisomerase
und Xylulokinase in dem Bakterium. Da die zu Beginn dieser Arbeit
zur Verfiigung stehenden schlecht mobilisierbaren Expressionsvekto-
ren pPTZl und pPTZ3, (REYNEN ET AL.,1990) aufgrund von Rekombina-
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tionen keine stabile Genexpression ermglichten, (diese Arbeit,
UHLENBUSCH ET AL.,19881; WILDEN, Diplomarbeit 1990), wurde im Ver-
lauf der Arbeit ein verbesserter Expressionspendelvektor konstru-
iert. Dieser neue Vektor pPTZom3, basierend auf dem Konstrukt
DPTZ3, (ppdc, T1Ty, singuldre Schnittstellen, tetR) igst aufgrund
der neu eingefiihrten Replikations- und Mobilisationsfunktionen des
RSF1010=-Derivats pSUP104, (SIMON ET AL.,1983) sowie dem Ersatz des
die Rekombinationsereignisse bedingenden pZM02-Anteils durch einen
nicht homologen pZM03-Anteils mit Tori"-Funktion (MISAWA TUND
NAKAMURA, 1989; SCCORDAKI UND DRAINAS, 1891), mit erhShter Frequenz
(310“6} erstmals auch nach Z.mobilis CP4 einfiihrbar und stabil re-
plizierbar. Rekombinationsereignisse mit kryptischen Plasmiden
oder dem Chromosom von Z.mobilis waren nicht mehr zu beobachten.
Mit diesem nur 8,7kb grofien Expressionsvektor liegt nun ein ge-
eigneter E.coli/ Z.mobilis Pendelvektor vor, der verglichen zu in
der Literatur beschriebenen Z.mobilis Vektoren, (BYUN ET AL.,
1986 ; TONOMURA ET AL.,1986;CONWAY ET AL.,1987; LIU ET AL.,1988; CHO
ET Al.,1989) erhebliche Vorteile aufweist. Der Vektor ist mit 8,7
kb relativ klein, verfiigt liber singuldre Schnittstellen, definier-
te Replikations- und Mobilisationsfunktionen und den gut charakte-
risierten starken Z.mobilis eigenen Promotor des Pyruvat-Decarbo-
xylase Gens, (CONWAY ET AL., 1987; REYNEN UND SAHM, 1988), der die
Expression heterocloger Gene ermbglicht. Abgesehen vom Z.mobilis
Promotor des adhB-Gens, (MACKENZIE ET AL.,1989) wurden fiir Vektor-
konstruktionen bislang entweder undefinierte Z.mobilis oder fremde
Promotoren verwendet, die hdufig nur zu schwacher Expression hete-

rologer Gene in Z.mobilis fihrten.

Unter Verwendung des neuen Expressionsvektors pPTZom3 wurden die
Gene fiir Xyloseisomerase und Xylulokinase in Z.mobilis CP4 expri-
miert. Es wurden spezifische Aktivitdten wvon 0,13U/mg fir die Iso-
merase und 1,3U/mg fiir die Kinase bestimmt. Diese spezifischen Ak~
tivitdten sind mit den in F.coli und K.pneumoniae Wildtyp-Stémmen

vorliegenden Aktivitdten vexrgleichbar.

Die in E.coli gefundene 5-6 fache Uberexpression der promotorlosen
Xylose-Gene mit vorgeschalteten fremden Promotoren war in Z.
mobilis nicht vorhanden. Dies 1&ft sich einerseits mit der er-
heblich niedrigeren Kopienzahl der Z.mobilis Expressionsvektoren,

verglichen gzu den in E.coli verwendeten Vektoren (pGEM?Zf+,pUCl9),
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erklaren. Dartiberhinaus entscheidet aber auch der Codon-Gebrauch,
bzw. der GC-Gehalt der eingefilhrten Gene iiber die Expressions-
stdrke, (IKEMURA ET AL.,1981). Je besser diese Parameter bei Donor
und Akzeptorstamm iibereinstimmen, desto hohere Expression ist zu
erwarten. Der GC-Gehalt der heterologen K. pneumoniae DNA liegt
mit 57% etwas hoher als der GC-Gehalt von Z.mobilis~-DNA, der etwa
49% betrdgt, so daf K.pneumoniae diejenigen Tripletts bevorzugt,

die in der dritten Position ein G oder C haben.

Ein Vergleich des Codon-Gebrauchs von Z.mobilis mit den im Xylose-
Cperon von K.pneumoniae KAY2026 verwendeten Tripletts, (Tab. IV.1)
zeigt, dapf insbesondere zwei sehr hdufig verwendete Codons, ndm-
lich GAG fir Glu (3,2mol% in xylA; 2,1mol% in xylB) und GGG fir
Gly (1,4mol% in xylA; 2,5mcl% in =xylB), in geringerem Mafle aber
auch GTA fiir Val (0,5 mol% in xylA; 0,4 mol% in xylB) translati-
onsregulierend wirken kOnnten, da diese Tripletts in Z. mobilis
durchschnittlich nur mit einer Haufigkeit wvon <0,1 mol% vorkommen,
(nach GUNASEKARAN ET AL., 1990). In Regionen der mRNA, in denen
diese seltenen Codons gehduft auftreten, kdnnen daher voriiberge-
hende Translationspausen auftreten (MORTON ET AL., 1983). HOEKEMA
ET AL.(1987) diskutieren solche Verzdgerungen im Zusammenhang mit
der Abnahme der Stabilitdt sowohl der mRNA als auch des gebildeten
Polypeptids. Da die in Z.mobilis gefundenen Enzymaktivitdten je-
doch darauf hinweisen, daf Xyloseisomerase und Xylulokinase stabil
exprimiert werden, ist davon ausgehen, dafl die Translation durch
die fiir Z.mobilis seltenen Codons nicht erheblich limitiert wird.

Im Konstrukt pZ¥225, gehen den ZXylose-~Genen 16 bp des pdc-Gens,
einschlieflich des pdc-Initiationscodons AUG voran (abgeleitet von
pPTZ3; REYNEN ET AL.,1990), so daf die Translation entweder am
Startcodon des pdc-Gens starten konnte, was zur Bildung eines XylA
-Fusionsproteins filhren wﬁrde; daneben war ein Translationsstart
beim AUG des xylA-Gens mglich. Da im Vektor pZY226 (pPTZ7 stammt
von pPTZ4 ab; REYNEN ET AL.,1990; UHLENBUSCH ET AL.,1991), in dem
keine Proteinfusionen mehr entstehen konnen, die Expression von
xyv1AB- Genen nicht erhtht war, ist davon auszugehen, daff auch im
Vektox pZY225 keine Begrenzung der Translation durch Fusionsprote-

ine vorlag.

¥V, Diskussion 169




Codongebrauch (mol%)
Amino- Codon Z.mobilis K. pneumoniae E.coli
s8ure 2xylA xy1lB
Fhe gue 31 53 918 33
Leu UUA 0,06 U, 2 U,8 0,7
UG 1:5 0,5 0.4 0,9
Cub 2,3 0:;5 1,0 0,8
cuc 1,7 1,6 1,7 0,8
T 2 S WIS 1 R
Tle %%‘8 3.3 T 271 3.7
-=> AUA <O, T 0’ [ T, Z
Vet cog 278 73 33 578
a
GUC Vv 12 2.3 .7
- TS
Ser ucu 1,1 . ; 1,3
UeC 14 0.7 0,4 1,5
UCA 0,6 0 0,2 T g
UCE 0,5 0,9 1,4 0,6
Ace 013 2.4 3% 513
Pro CCU T8 Tr5 U7 0,5
CCC 0;6 0,7 1,0 0,3
&ca 93 3.5 9.1 3L
Thre igtc] 317 A1 1,7 201
ACA 07 L 0’ 073
ACG 1,2 0,7 2,1 0,8
Ala GCU 7.4 i,1 Tz 2,6
GCC K 50 5,8 2,2
S D A
Tyr UAU 1,5 2,0 1.0 i
) UAC 0,4 2,3 76 15
s GAC 15 T 514 ves
Gin gﬁ‘é 2‘2; gE% 3.1 3.2
Asn ﬁg 2.5 3.6 0.8 2.8
Lys AAA 4,2 3,2 2,1 T
AZ é‘%% i3 32 3.5 3.5
o1 gac o T L3
1
GAG <0, 1 E 3,7 VP 1,8
SRR+ S 12 B (- B It
Trp UGGE 1.8 1.8 775 ;
ATg 888 "'j;’ 273 2.7 S5
-=> £ea 0,2 T 072 0:2
—— GGG 0.2 1,1 1,72 0,2
AGA 0,2 0,5 0,2 <Q;1
Gl égg g 1 9 1 g'% <(3)’:55
Y F Fs
CGC 76 6,1 5.6 3,1
-—> GGA 0,4 T 0,2 0,4
GGG <0,1 E 1,4 2.5 0;6

Tab, IV.1.: Codongebrauch des Xylose-~QOperons aus K.pneumoniae KAY

2026 im vergleich zu Z.mobilis (nach GUNASEKARAN ET AL,,1990; Mit-
telwerte aus gap, pgk,adh, pdec,phoC) und E.coli Genen.Unterstrichene
Amincgsduren werden im jeweiligen Stamm am h8ufigsten fiir die ent-

sprechende Aminos&ure Verwendet.

-=> : Translationsregulierende Codons nach IKEMURA ET AL.,1981

B : MOgliche Limitierungen der Translation aufgrund des seltenen

Gebrauchs dieser Tripletts in Z.mobilis
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Die in Z.mobilis/ p#Z¥225 bzw./ pZY¥226 gefundenen Enzymaktivitdten
fiir Xyloseisomerase 0,13- 0,2 U/mg und Xylulokinase 1,3-1,6 U/mg
entsprechen gréfenordnungsmdfig den Aktivitdten der ENTNER-DOUDO~
ROFF- bzw. der Glykolyse-Enzyme in Z.mobilis, (ALGAR UND SCOPES,
1985; OSMAW ET AL.,1987). Auch hier zeigen Isomerasen die Tendenz
zu niedrigeren spezifischen Aktivitdten, z.B.Triosephosphat-Isome-
rase:60 mU/mg; Phosphoglukoseisomerase: §,8 U/mg, als die irrever-
sible Reaktionen katalysierenden Kinasen, z.B. Glukokinase: 1U/mg;
Phosphoglyceratkinase: 3U/mg; Pyruvatkinase: 4,5 U/mg. Das Gleich-
gewicht reversibler Reaktionen wird durch erh&hte Aktivitdten
nachfolgender irrveversibler Enzymreaktionen deutlich verschoben
und dex Metabolitfluf erhdht. Die unter Einbeziehung der Wach-
stumsrate Hxyl (O,lSh“l) sowie dem Wachstumsertrag YXyl (3:% g
Trockengewicht/ Mol Xylose; nach FELDMANN, Diplomarbeit 1988) be-
rechnete Mindestaktivitdt fiir anaeroben Xyloseabbau in Klebsiella,
liegt bei =1,3 U/ mg Protein. Diese in vivo zu fordernde Aktivi-
tdt, die noch durch das Zusammenwirken mit anderen Enzymreaktionen
sowie durch den Abfluff von Metaboliten in den Anabolismus beein-
flufbar ist, stimmt mit den gemessenen Aktivitdten iberein. Ver-
sucht man fiir die Umsetzung von Xylose in Z. mobilis, Mindestakti-
vitdten der beteiligten Enzyme anzugeben, so reichen hier = 0,7 U/
mg aus, unter den vom Glukose-Wachstum bekannten, abgeleiteten
Voraussetzungen, daf die Wachstumsrate p= 1/4 der enterobakteriel-
len Rate entspricht und der Wachstumsertrag mindestens 50% niedri-
ger als der enterobakterielle Ertrag ist (SWINGS UND DELEY, 1977).
Damit sollten die spezifischen Aktivitdten der Xylose-Gene auf den
Plasmiden pZY¥225 und pZY¥226 den Xylose~Abbau nicht limitieren. In
Z. mobilis CP4/ pZY228 kénnte die Xylulokinase mit 0,25 U/mg einen
effizienten Xyloseumsatz begrenzen, jedoch ermdglicht auch die
Fruktokinase mit einer spezifischen Aktivitdt von 0,6 U/mg (ALGAR
UND SCOPES, 19584) Z.mobilis-Stdmmen Wachstum auf Fruktose.

Da die Affinitdt der Xylulokinase zum Xylitol in den Mutantenplas-
miden pZY225-XR4 bzw. im abgeleiteten Plasmid pZY¥228 deutlich re-~
duziert wurde, und somit die stark wachstumshemmend wirkende Xyli-
tol-5-Phosphat Bildung weitgehend iliberwunden wurde, sollte man ab-
widgen gwischen dem Nachteil, den die mutierte Kinase mit ernied-
rigter Aktivitdt flir einen Xyloseabbau in Z.mobilis bietet und dem
Vorteil, den die ver&nderte Xylulokinase mit sich bringt. Als
Fernziel sollte aber die Ausschaltung der NADPH-abh8ngigen Aldose-
Reduktase angestrebt werden, um die ZXylitol-5-Phosphat-Bildung zu
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verhindern und die Xyloseumsetzung durch erhShte ZXylulokinase-

Aktivitdt, zu steigern.

Eine weitere entscheidende Voraussetzung fiir einen katabolen Xylo-
sestoffwechsel sind die Enzyme Ribose-5-Phosphat-Isomerase (PRI},
Ribulose-5-Phosphat-Epimerase (PRE), Transketolase und Transaldo-
lase des nicht oxidativen Pentose-Phosphat-Weges, (HORECKER,1962Z).
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, daf PRI
(1,6 U/mg), PRE (0,6 U/mg) und sehr niedrige Transketolase- Akti-
vitdten (=1-2 mU/mg) in Z.mobilis vorliegen. Bislang war man auf-
grund von Untersuchungen von McGILIL. UND DAWES, (1871), davon aus-
gegangen, dafl Z.mobilis keine Transketolase besaf. Dagegen spra-
chen jedoch die physiologischen Fdhigkeiten von Z.mobilis, der so-
wohl aromatische Aminosduren,die als Vorstufe das durch die Trans-
ketolase gebildete Erythrose-4-Phosphat benGtigen, als auch samt-
liche Pentose-Phosphat abh&ngigen Metabolite, wie RNA, DNA, Histi-
din und Hopanoidseitenketten, synthetisieren kann. Aus 13c.Markie-
rungsexperimenten der Hopanoide von Z.mobilis schloB SUTTER (1991},
daf die Pentosen der Hopanoidseitenketten von Xylulose -5-Phosphat
abstammten. Dies 1348t sich nun unter Einbeziehung der Enzyme
Transketolase, PRI, und PRE erklidren. Bislang konnte mit der ein-
gesetzten Analyvtik keine Transaldolase-Aktivitd8t in 4. mobilis
nachgewiesen werden. Theoretisch ist vorstellbar, daff dieses Enzym
nicht benttigt wird, da alle Vorstufen fir anabole Prozesse durch
die reversiblen Reaktionen der nachgewiesenen Enzyme Transketo-
lase, PRI und PRE gebildet werden k&nnen. Auch von Transaldolase-
negativen S.cerevisiae Mutanten ist bekannt, daf dieses Enzym fir
das Wachstum auf C6-~ Zuckern nicht essentiell ist (SCHAAF ET AL.,
1590).

Berechnet man die fiir den anabolen Stoffwechsel erforderliche
Mindestaktivitdt der Transketolase in F.coli B, unter der Voraus-
setzung, dafl der Bedarf an Erythrose-4-Phosphat als Vorstufe der
aromatischen Aminosduren etwa 360umol/gTG betrdgt (nach NEIDHARDT,
1990), so ist eine spezifische in vivo Aktivitdt von =18 nmol/mg
Protein zu fordern. Ubertrdgt man diese Abschitzung auf Z.mobilis,
dessen Generationszeit etwa um den Faktor 4 niedriger ist,so wiirde
hier eine Transketolase-Aktivitdt von 4-5mU/mg Protein fir anabole
Zwecke ausreichen. Dieser Wert stimmt gut mit dem gemessenen iber-
ein, ist aber fiir katabolen Xyloseabbau viel zu niedrig, (in E.co-

1is 60-65 mU/mg). In der vorliegenden Arbeit konnte die Transketo-
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lase-Aktivitdt in Z.mobilis durch Einbringung des aus E.coli klo-
nierten tkt-Gens, (SPRENGER, unverdffentlicht) im Vektor pZY228
(xylAB+ tkt+) auf 150 mU/mg gesteigert werden. Diese in Z.mobilis/
pZY 228 gemessene spezifische Aktivitdt ist um den Faktor 2,5 ho-
her als die in E.coli Wildtyp vorliegende Transketolase-Aktivitét,

die katabolen Xyloseumsatz ermdglicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde fir Z.mobilis erstmalig gezeigt,
dap die Xylose-resistenten CP4/ pZ¥228 Stédmme durch Einfihrung der
heterologen Gene xylAB sowie des tkt-Gens befdhigt waren, 14C-—[U]—»
Xylose zu 14COZ umzusetzen. Intrazelluldre Metabolituntersuchungen
von Z.mobilis CP4/p7Y¥228 Zellextrakten =zeigten, daff mit der Umset-
zung von Xylose eine »Akkumulation von Sedoheptulose-7-Phosphat
einherging. Dies ist in Ubereinstimmung zu Befunden in Transaldo-
lase-negativen §.cerevisiae Mutanten (SCHAAF ET AL.,1830). Auch in
Xylulose umsetzenden S.cerevisiae Stdmmen, (SENAC UND HAHN-HAGER-
DAL, 1990), kam es aufgrund zu niedriger Transaldolase-aktivitat
(=5 mU/mg) zur Akkumulation von Sedoheptulose-7-Phosphat. Unter
dieser Voraussetzung wird das Glycerinaldehyd-3-Phosphat aus der
Transketolase-Reaktion, um das Pentose~Phosphat-Weg und Glykolyse
"kompetetieren®, {iber die Glykolyse metabolisiert. Dieser Befund
traf auch flir Z. mobilis CP4/ pZ¥228 zu. Die Arbeiten mit ZXylose-
Reduktase und Xylitol-Dehydrogenase rekombinanten &5.cerevisiae
Stémmen, weisen ebenfalls daraufhin (AMORE; Dissertation Diissel-
doxrf, 1990), dap der Pentose-~Phosphat-Weg in diesem Organismus zu

schwach fiir einen anaercben Xylose-Abbau ist.

Vergleicht man den Entwicklungsstand der Konstruktion einer unter
anaeroben Bedingungen Xylose vergdrenden S.cerevisiae Hefe mit dem
in dieser Arbeit konstruierten Z.mobilis CP4/pZY¥228 Stamm, so las-
sen sich im Hinblick auf eine Ethanolproduktion folgende Schluf-
folgerungen ziehen:

Rekombinante $.cerevisiae Stdmme wachsen aerob langsam auf Xylose,
jedoch ist der anaevobe Abbau bislang entweder durch unzureichende
Aktivitdten des Pentose-Phosphat-Weges limitiert oder/und die un-
terschiedliche Coenzymabhdngigkeit der zweistufigen Umsetzung von
Xylose zur Xylulose, die sich nicht durch Einfilhrung bakterieller

Xyloseisomerase-Gene umgehen lief, (AMORE; Dissertation Dissel-

dorf, 1980).
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In Z.mobilis CP4/ pZY228 ist die direkte Isomerisierung von Xylose
zu Xylulose und die Phosphorylierung zum Xylulose-5-Phosphat durch
das neu eingefiihrte Xylose-Operon aus K.pneumoniae KAY2026 gewdhr-
leistet. Die Rekombinanten wachsen jedoch auch nach zusdtzlicher

Einflihrung eines Transketolase-Gens im Gegensatz zu rekombinanten

S.cerevisiae Stammen bislang nicht auf Xylose. Der dafiir verant-

wortliche Engpaf ist wvermutlich die £fehlende bzw. zu niedrige
Transaldolase-Aktivitdt. Es gilt in einem weiteren Schritt die

Transaldolase zu erhShen, um eine effizientere Einschleusung von

Xylose in den Zentralstoffwechsel nach dem in Abb.IV.2 dargestell-
ten Schema zu erreichen. Unter der Voraussetzung eines ausreichen-

den Energiegewinns, sollte dann Wachstum auf Xylose m&glich sein.

Xylose
Xyloseisomerase
Xyviulose
ATP ADP Xylulokinase
PRE PRI

Kylulose-5-P Ribulose-5-P Hibose-5-P

Mnsketoiase

£5.2.9

Rl W §

-la

Transaldolase | Glykolyse

¥
ADPfé—» ATP

G-3-P = Glycerinaldehyd-3-P
8-7-P = Sedohepiuiose-7-P

PRI = Ribose-5-P-lsomerase
PRE = Ribulose-5-P-Epimerase

Abb. IV.2: Schema der katabolen Xyloseumsetzung in xylAB+ tkt
rekombinanten Z.mobilis Stdmmen CP4/ pZ¥228
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V. Zusammeniassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen katabolen ZXylose-

Stoffwechsel in Z.mobilis zu etablieren.

1. Die exfoxderlichen Gene, xylA filr die Xyloseisomerase und xyl
B fir die Xylulokinase, wurden aus einer Cosmid-Genbank von K.
pneumoniae XAY2026 durch Komplementationsanalysen in E.coli xyl~
Mutanten isoliert und in pUC-Vektoren subklonierxrt. Durch Transpo-
sonmutagenese und Promotoranalysen wurde die Genanordnung pxyl’
xylA gefolgt von xylB, ermittelt.XylA und xylB bilden eine Trans-
kriptionseinheit. Der Transkriptionsstart lag bei -150 Basen vor
dem Startcodon des xylA- Gens. Die Sequenzierung des Xylose-Ope-
rons ergab zwei grofe, offene Leseraster; 1320bp kodieren fiir das
xylA-Gen, 1449 bp fiir xylB. Zwischen den beiden Strukturgenen be-
findet sich eine intergenische Region von 89%bp, in der die Aus-
bildung einer Terminationsstruktur mbglich ist. Das xylA- Gen ko-
diert fiir ein Protein mit 440 Aminosduren und einem Mo von 49,8
kDa. Das xylB- Gen bildet ein 483 Aminosduren langes Protein von
51,8 kDa. Sequenzvergleiche mit verwandten Zuckerkinasen zeigten
konservierte Bereiche auf, jedoch ist weder eine klassische ATP~-

Bindestelle noch eine Substratbindestelle erkennbar.

2. Die Klonierung des xylA-Gens einschlieflich des 5’'-"upstream”
Bereiches auf Vektoren mit hoher Kopienzahl, fiilhrte in E. coli
Wildtypzellen zu einem Xylose- negativen Ph8notyp. Dieser Effekt
benttigte keine aktive Xyloseisomerase. Durch Verkiirzung der 57-
"upstream" Region mit Exonuklease I11I, wurde der verantwortliche
Bereich auf etwa 200 bp eingegrenzt. Durch Rekonstitution des
Operons wurde gezeigt; dafl die Region "upstream" des xylA-Struk-
turgens lag und den Promotorbereich und die benachbarte cAMP/CRP-
Bindestelle umfasste. Nach Entfernung der xyl-Promotorregion war
erstmals eine Uberexpression der klonierten Gene mit vorgeschal-
teten, fremden Promotoren (z.B.SP6) mdglich. Aus diesen Ergebnis-
sen wurde geschlossen, daf der Xylose-negative Ph&notyp auf der
Titration eines in seiner Synthese limitierten, positiven Regula-
tors, entweder eines XylR-Aktivatorproteins oder des CRP-Proteins
beruhte, wodurch die Aktivierung der chromosomalen ZXylose-Gene

verhindert wurde.
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3. Zur Expression des Xylose-Operons in Z.mobilis CP4 wurde ein
verbesserter Vektor entwickelt. In diesem gut mobilisierbaren und
stabilen Vektor, wurden die Xylose-Gene mit dem Z.mobilis- eige-
nen Promotor des Pyruvat-Decarboxylase-Gens exprimiert. Die spe-
zifische Aktivitit fiir die Xyloseisomerase lag bei 0,13 U/mg Pro-
tein, die Xylulokinase wurde mit 1,3-1,6 U/mg gebildet.

4. Die Expression der ZXylose-Gene fiihrte nicht zum Wachstum von
Z.mobilis CP4/p2Y¥225 auf Xylose als Kohlenstoff- und Energiequel-
le. Stattdessen wurden die Rekombinanten in Gegenwart von 1-5%
Xylose stark im Wachstum gehemmt.

Xylose wurde von Z.mobilis mit einem bisher noch nicht beschrie-
benen Enzym, einer NADPH-abhingigen Aldose-Reduktase, zum Xylitol
reduziert. Durch Phosphorylierung des Xylitols mit der Xyluloki-
nase, akkumulierten die plasmidtragenden Sté&mme ZXylitol-5-Phos-
phat (10-~15mM), was zur Wachstumshemmung fithrte. Durch die Iso-
lierung von zwel Mutantenplasmiden pZ¥225 -XR4 bzw.-7, bei denen
die Xvlulokinase, wahrscheinlich aufgrund einer verdnderten Sub-
stratbindestelle, reduzierte Affinitdt zum Xylitol besitzt,konnte

dieser Hemmeffekt weitgehend iiberwunden werden.

5. Fiir den Xyloseumsatz sind neben Xyloseisomerase und Xyluloki-
nase, die Enzyme des nicht- oxidativen Pentose-~-Phosphat-Weges er-
forderlich. Die Bestimmung dieser Enzyme in Z.mobilis CP4 exgab,
daf Ribose-5-Phosphat-Isomerase (1,6 U/mg), Ribulose-5-Phosphat-
Epimerase (0,64 U/mg) und eine sehr niedrige Transketolase- Akti-
vitdt (1-2 mU/mg) vorhanden sind. Die Aktivit8t einer Transaldo-

lase war nicht nachweisbar.

6. Die Einfiihrung des E.coli Transketolase-Gens (tkt) in das
Plasmid pZY¥225-XR4, vermittelte Z.mobilis CP4/ pZ¥228 eine spezi-
fische Transketolase-Aktivitdt von 0,15 U/mg Protein. Die xylAB+
tkt? rekombinanten Stimme setzten 14C—[U] Xylose zu 14C02 um.Die-
se Umsetzung war, aufgrund der fehlenden/ oder limitierten Trans-
aldolase-Aktivitdt, mit einer Akkumulation von etwa 9mM Sedohep-
tulose-~7~Phosphat verbunden.
bDurch die Expression der Gene fiir Xyloseisomerase, Xylulokinase
und Transketolase in Z.mobilis CP4, ist die Etablierung eines ka-

tabolen Xyliose-Stoffwechsels weitgehend gelungen.
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