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Einleitung

Während traditionell für 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 ., 1984) . Das zu Beginn

dieses Jahrhunderts aus gärendem Agavensaft isolierte Bakterium

Z. mobilis (LINDNER, 1928) ist in den tropischen Teilen Amerikas,

Asiens und Afrikas an der Erzeugung alkoholischer Getränke aus

Pflanzensäften beteiligt (SWINGS UND DE LEY, 1977) . Z .mobilis me-

tabolisiert Substrate im Gegensatz zur Hefe nicht über den EMB-

DEN-MEYERHOFF-PARNAS-Weg sondern über den ENTNER--DOUDOROFF-Weg,

(ENTNER UND DOUDOROFF, 1952 ; GIBBS UND DE MOSS,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 Gründen 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 hö-

heren Wachstumsgeschwindigkeit, 6-7 fach erhöht (BUCHHOLZ ET AL .,

1987) . Die Prozessführung ist einfacher als bei Hefen, da Z .mobi-

lis keinen Sauerstoff benötigt, (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 günstig.

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 für Fermentationen

ausgeschlossen, (SAHM, 1979), die eine großtechnische Anwendung

von Z .mobilis für 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 für neue Stoffwechselwege, z .B . auf die Pentose,

Xylose, zu erweitern.

Xylose gehört als Bestandteil der Hemicellulosen, die 25-40% der

pflanzlichen Biomasse ausmachen, zu den weitest verbreiteten Koh-

lenhydraten in der Natur, (SALM, 1979) . Die Pentose bildet in den

Xylanen die Hauptketten, bestehend aus etwa 200 p--1,4-glykosi-

disch verknüpften Einheiten, an die verschiedene Zuckerseiten-

ketten gebunden sein können, (SAHM,1979) . Xylane fallen in großen

Mengen als land- und forstwirtschaftliche Rückstände, 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 ermögli-

chen, (KIRK UND ERIKSSON,1990) . Darüberhinaus 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 vergären kann . Viele Bakterien ver-

werten Xylose zwar gut, produzieren jedoch in einer Gemischten

Säuregärung neben Ethanol eine Reihe unerwünschter Nebenprodukte

und verfügen nur über eine geringe Ethanoltoleranz, (ROSENBERG,

1980) . Durch gentechnische Veränderung von z .B . Escherichia coil
oder Kiebsiella planticola, gelang es die Bildung der Nebenpro-

dukte zu reduzieren und Ethanolausbeuten von 85-90% zu erzielen

(ALTHERTUM ET AL .,1989 ;CONWAY ET ALe,1989 ; FELDMANN ET AL .,1989),

jedoch zeigten die Stämme nur geringe Ethanoltoleranz.

Hefen sind ebenfalls in der Lage Xylose zu metabolisieren, jedoch

erfolgt der Xylose- Abbau bei der Mehrzahl der Stämme 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 unabhängig zu sein . Jedoch findet unter anaeroben Bedin-

gungen zwar Alkoholproduktion, aber kein Zeltwachstum statt (DU

PREEZ ET AL ., 1986).
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Das Hauptproblem der Xylosefermentation 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 zunächst mit einer Xylose-Re-

duktase zu Xylitol und oxidieren anschlie¢end mit einer Xylitol-

Dehydrogenase zu Xylulose . Aufgrund der häufig unterschiedlichen

Coenzymabhängigkeiten 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 Kon-

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 Einführung

des bakteriellen Xyloseisomerase-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 .,1_987), Bacillus subtilis,(WILHELM UND HOLLENBERG,1984;

AMORE ET AL .,1989) und Actinoplanes missouriensis, (AMORE ET AL .,
1989) ließen sich in S.cerevisiae zwar unter Kontrolle von Hefe-
promotoren exprimieren, jedoch war das Translationsprodukt inak-

tiv . Weitere Ansätze beschäftigten sich mit der Etablierung der

Gene für Xylose-Reduktase und Xylitol-Dehydrogenase aus Pichia

stipitis (AMORE, Dissertation Düsseldorf, 1990 ; KÖTTER, Disserta-

tion Düsseldorf, 1991) in einer S.cerevisiae Mutante, die Xylulo-
se anaerob fermentierte . Die Expression der beiden Gene führte

zur Verwertung von Xylose und zum Zellwachstum, jedoch nur in Ge-
genwart von Sauerstoff . Damit ist bislang noch keine für die Al-

koholproduktion geeignete, Xylose vergärende Hefe vorhanden.

In den letzten Jahren wurde von einigen Arbeitsgruppen versucht,

mit molekulargenetischen Ansätzen das Substratspektrum von Z .mo-

bills zu erweitern . Durch Einführung des Transposons Tn951, wel-

ches das gesamte Laktose Operons trug, auf dem mobilisierbaren

Vektor RPl : Tn951, gelang erstmals die Expression heterologer,

katabolischer Gene in Z .rnob.ilis, (CAREY ET AL ., 1983 ; GOODMAN ET
AL`., 1984) . Die Verwertung von Laktose war aber aufgrund sehr
niedriger f3-Galaktosidase- und Laktose-Permease Aktivitäten mi-

nimal und ermöglichte den rekombinanten Stämmen kein Wachstum auf

I . Einleitung
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Laktose als Kohlenstoff- und Energiequelle . Durch Expression des

Laktose-Operons unter Kontrolle eines Zymomonas-eigenen Promoters

konnten die Enzymaktivitäten erhöht werden, (YANASE ET AL, 1988),

jedoch führte erst die gleichzeitige Einbringung von gal-Operon
(gal EKT) und .lac-Operon unter Kontrolle eines Zymomonas-eigenen

Promoters nach chemischer Mutagenese zu minimalem Wachstum der

Rekombinanten mit Laktose (BUCHHOLZ ET AL ., 1989) . Die Verwertung

der Laktose, schien durch Instabilitäten der Plasmide sowie

ineffizienter Aufnahme des Disaccharids limitiert zu sein . Auch

der Erfolg einen Cellobiose vergärenden Z.mobilis Stamm mit einer

j3-Glukosidase aus Xanthomonas albilineans zu konstruieren, war

durch die schlechte Aufnahme des Disaccharids begrenzt, (SU ET
AL ., 1989) . Es gelang bislang nicht, das Substratspektrum durch

Einführung des ez-Amylase Gens aus Klebsiella oxytoca (WALKER UND
PEMBERTON, 1988), bzw . Bacillus licheniformis (BRESTIC GOACHET ET

AL ., 1990) auf Stärke zu erweitern . Um die Bildung von Ethanol

aus Cellulose mit rekombinanten Z .mobilis Stämmen zu erreichen,

wurden Versuche mit dem Cellulase-Gen aus Cellulomonas uda CB4

(MISAWA ET AL ., 1988), aus Erc inia chrysanthemi (BRESTIC GOACHET

ET AL .,1989), dem Endoglukanase-Gen (eglX) aus Pseudomonas fluo-

rescens var .cellulosa (LEJEUNE ET AL ., 1988) und dem ß-Glukosida-

se-Gen aus Klebsiella oxytoca (WALKER UND PEMBERTON, 1988), bzw.

Ruminococcus albus (MISAWA UND NAKAMURA, 1989) unternommen . Die

heterologen Gene lie¢3en 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 häufig die Sekretion der rekombinanten
Exoenzyme in Z .mobilis . Demzufolge waren die Enzyme teilweise in-

trazellulär oder im Periplasma zu finden, (BRESTIC GOACHET ET
AL ., 1989).

Auch erste Versuche zur Konstruktion eines Xylose-vergärenden
Z .mobilis Stammes mit dem Xylose-Operon aus Xanthomonas sp . (LIU
ET AL ., 1988), führte nicht zum Wachstum auf Xylose . Jedoch er-

füllt das Substrat Xylose eine entscheidende Voraussetzung für

einen effizienten Umsatz, nämlich die Aufnahme des Substrates in
die Zelle . Z .mobilis nimmt Xylose gut über das energieunabhän-
gige Glukose-Transportsystem auf, (DI MARCO UND ROMANO, 1985;
T .STRUCH,persönliche Mitteilung), das auf Proteinsequenzebene er-
hebliche Homologie zu einem E .coli Xylose-Transportsystem auf-

weist, (BARNELL ET AL ., 1990).
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Voraussetzung für 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, (GÄRTNER ET AL ., 1988), in Enterobakterien, wie E.

coli (DAVID UND WIESMEYER,1970), Kiebsiella oxytoca, (WILSON UND

MORTLOCK,1973) oder Salmonella typhimurium (SHAMANNA UND SANDER-

SON, 1979) wurde eine positive Regulation mit Xylose als Induk-
tor und der Aktivität eines cAMP/CRP-Komplexes gefunden, {DAVID

UND WIESMEYER, 1970 ; POSTMA UND LENGELER, 1985).

Das Gen für die Xyloseisomerase, die Xylose zu Xylulose isomeri-

siert, wurde aus zahlreichen Bakterien kloniert und sequenziert,

wie Actinoplanes missouriensis, (AMORE ET AL .,1989), Ampulariel-

la sp ., (SAARI ET AL .,1987), Bacillus subtilis, (WILHELM UND ROL-

LENBERG, 1985), verschiedenen Clostridium-Stämmen, (LEE ET AL .,

1990 ; DEKKER ET AL .,1991), Escherichia coli K12, (BRIGGS ET AL .,

1984 ; LAWLIS ET AL .,1984 ; SCHELLENBERG ET AL .,1984), Staphylococ-

cus xylosus, (SIZEMORE ET AL ., in press) und verschiedenen Strep-

tomyces Stammen, (DROCOURT ET AL .,1988) . Mit Hilfe von Röntgen-

strukturanalysen wurde der Mechanismus der Xyloseisomerasen weit-

gehend aufgeklart, (CARREL ET AL .,1989 ; COLLYER ET AL .,1990).

Die Xylulokinase katalysiert die Phosphorylierung der Xylulose.

Über Struktur und Mechanismus dieses Enzym ist zur Zeit noch

nichts bekannt . Partielle oder vollständige DNA-Sequenzen wurden

für Ampulariella sp ., (SAARI ET AL .,1987) ; Escherichia coli K12,

(LAWLIS ET AL .,1984), und Staphylococcus xylosus, (SIZEMORE ET

AL .,im Druck) beschrieben.

Zur 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 .1 . ist der Xyloseabbau über diese Reaktionen

schematisch dargestellt.

~, Einleitung
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Abb .I .l : Schema der Xyloseumsetzung in Bakterien über den
Pentose-Phosphat-weg.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es,die Gene Xyloseisomerase und

Xylulokinase aus einem geeigneten Organismus zu klonieren und

nach molekularbiologischer Charakterisierung in Zomonas mobi-

1is zur Expression zu bringen, um damit die Grundvoraussetzung

für einen katabolen Xylosestoffwechsel mit diesem Bakterium zu
etablieren, (Abb .I,2e), Hierfür waren folgende Arbeiten auszu-
führen,

1) Zunächst war die Konstruktion eines geeigneten Expressions-

vektors für Z.mobilis notwendig, auf dem sich das Xylose-Operon

stabil exprimieren ließ.

2) Anschließend waren Einflüsse der Xylose-Gene auf den Stoff-

wechsel zu untersuchen und auftretende Engpässe zu beseitigen.

3) Die Enzyme des Pentose-Phosphat-Weges waren in Z .mobilis

nachzuweisen, und im Falle zu niedriger Aktivitäten, sollten die-

se durch zusätzliches Einbringen des entsprechenden Gens gestei-

gert werden.

Xylose

Xyloseisomerase

Xylulose

ATP	 - ADP

PRE

	

PRI
Xylulasen5-®

	

Ribubse-5-P

	

>- Ribose-5-P

Xylulokinase

G-3-P = Glycerinaldehyd-3-P
E-4-P = Erytbrose-4-P
S-7-P = Sedoheptulose-7-P
PRI = Ribose-5-P-Isomerase
PRE = Ribulose-5-P-Epimerase

Transaldolase

Fruktose-6-P

Transketolase

G -3®

	

Fruktose® °P
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4) Durch sukzessives Einbringen definierter Gene für den Xylo-

sestoffwechsel, jeweils gefolgt von Untersuchungen zur physiolo-

gischen Antwort der rekombinanten Z.mobilis Stämme, sollte die

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

folgen.

Abbol .2 : Modell eines katabolen Xylose-Stoffwechsels mit rekombi-

nanten Z.mobilis Stämmen,

D-Glukose

	

D-Xylose

Cytoplasmamembran
Glukose
Transporter

Glukose 6 Xylose
XylA

2-Keto-3-desoxy
6-Phosph®glukonat

Weg

6 Xylulose

Xy1B
A7P----~,4®P

6 Xylulose-5-P

NATP

2 - tIVat :

Ribose-5-P
~o ~	 >-<

6 ATP

Nicht oxidativer

C02 Acetaidehyd C02
Pentose-Phosphat-Weg
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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

zu entnehmen.

ANI~~SHA~i~-BUCHLER, Braunschweig
a S--

C
dATP

a S5 S l~TP

D-~{U- C] Xylose

APPLIGENE, Heidelberg°
Phenol (wassergesättigt)

BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim:
Acrylamid, reinst, 2xkrist ., mind .99%
Ampicillin, Natriuinsalz
ATP
Chloramphenicol, kristallisiert
Desoxy-Nukleotide
Dig DNA Labeling and
Dig RNA Labeling Kit
DNA-Packaging Kit
Eichproteine für die SDS-PAGE (Combithek)
Morpholinopropansulfonsäure (MOPS)
NAD {freie Säure)
NADH (Dinatriurnsalz)
NADP (Dinatriumsalz, ca .98%)
NADPH (Tetranatriumsalz, ca .98%)
Nukleotide
1, 4-Piperazindiethansulfonsäure (PIPES)
Rinderserumalbumin, Fraktion V
SP6/T7 Transcription Kit
Tetracyclin, Hydrochlorid
Thiaminpyrophosphat

DIANOVA, 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)
Cäsiumchlorid (Ultra Pure)
Phenol

Detection Kit
(SP6/T7)
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OXOID Deutschland, Wesel:
Gas Generating Kit

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

PHARMACIA LIEB, Freiburg:
T7-Sequencing KitTM-Kit

PIERCE CHEMICAL COMPANY, Oud Beijerland, NL:
Bicinchoninat (Na-Salz)
Coomassie Protein Assay Reagent

SCHLEICHER & SCHÜLL, Dussel, CH:
NL17 Membranfilter 0,45 }gym
NY 13N Nytran Transfermembranen 0,45 km

SERVA FEINBIOCHEMICA GmbH, Heidelberg:
Bisacrylamid
Nalidixinsäure
Natriumdodecylsulfat
N,N ,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Rifamycin

SIGMA CHEMIE, München
Biotin
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol
Erythrose-4-Phosphat
Ethidiumbromid
Kanamycin, Monosulfat
Laurylsarcosinat
2-N-Morpholinoethansulfonsäure (MES)
Pantothenat (Ca-Salz)
Phosphoriboseisomerase
Phosphoriboseepimerase
Ribose-5-Phosphat
Transketolase
Transaldolase
Triäthano1amin
Xylitol
Xylulose-5-Phosphat

2.

	

Bakler€ensiämme und Plasmi de

Eigenschaften und Herkunft der in der vorliegenden Arbeit verwen-

deten. Bakterienstämme und Plasmide sind in den folgenden Tabellen

zusammengefaj3t . Die Bezeichnung der genetischen Marker erfolgte

dabei nach BACHMANN UND LOW, (1980) .

9H. Material und Metho den



Stamm Genotyp Referenz

Escherichia coli

CA 8000 thi kifrH BRICKMAN ET AL .,
1973

ED8767 recA supE supF hsdS met thi MURRAY ET AL,
1977

DH5 supE hsdR recA end gyr thi relA

	

LOW, 1968
FiB101 F- hsdS(rB -mB- ) recA ara proA lacY

	

BOYER UND ROULAND
galK rpsL (SmR ) xyl -5 mtl supE lambda- DUSSOIX, 1969

233 HfrC xyl -7 glp RC strA

	

LENGELER, 1980
LR2-168 F- thi arg met his gal xyl -7 pho ton

	

LENGELER,1980
supE rpsL gall)

MV12/ trpE recA thr l eu l a cY (KmR CmR )

	

ALTENBUCHNER ET
pRtsmeTn1725

	

AL, 1983
S17P-1 thi, F- , endAR, hsdR (r ®m+ ), supE,

	

SIMON ET AL .,
lambda - ,pro,

	

: :RP4-2

	

1983
ECG18 F®,

hsdS (rimmB°°), recA, ara, proA,

	

LUDWIG, 1987
lacY,

	

gal.K', rpsL (SmR ), xyl-5, mtl,supE
DC1091 pfl

	

CLARK, D .P .,

Tab® 1 : Verwendete E .coli K12- und K.pneumoniae Stämme

Stamm Relevanter Genotyp Referenz

Zymomonas mob.ili s

ZM6

	

(ATCC 29191) Wildtyp SWINGS UND DELEY,
1977

ZM1 (ATCC 10988) Wildtyp SWINGS UND DELEY,
1977

CU1-Rif2 RifR AFENDRA UND
ATCC 10988 Derivat) DRAINAS , 1987

CP4 (ATCC 31821) Wildtyp SWINGS UND DELEY,
1977

Tab . 2 : Verwendete Z.mobilis Stdmme

Illinois

Klebsiellapneumoniae

KAY2026 F - , arg, gua, Pl s	SPRENGER UND
LENGELER , 1984
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Plasmide

	

Größe

	

Relevante Marker Referenz

pRK2013 48,0kb

pRTS1 130,0kb

pHC79 6,4kb

pUC18/19 2,7kb

pGEM7Zf + 3, 0kb
pSUP104 9,5

pPTZI 6,9kb

pPTZ3 6,7kb

pPTZom3 8 ,7kb
ptktase 4,5kb

pZM134 7, 3kb

pZY200 40 kb
pZYl90 17,6kb
pZY220 8,6kb
pZY240 6,9kb
pZY235 7, 7kb
pZY250 4,3kb
pZY222 6,2kb
pZY224 6,5kb
pZY224a 5,9kb
pZY227 3, 4kb
pZY221 12, 8kb
pZY225 12,2kb
pZY226 13,9kb
pZY228 14,8kb

FIGURSKI UND
HELSINKI, 1979

cat trag TS

	

ALTENBUCHNER ET
AL ., 1983

tet cos

	

HOHN UND COLLINS,
1980

lacZa

	

VIEIRA UND
MESSING, 1982

lacZa

	

PROMEGA, 1990
SIMON ET AL .,
1983
REYNEN ET AL .,
1990

tet

	

REYNEN ET AL .,
1990

tet

	

DIESE ARBEIT
tkt-l-	SPRENGER,1990

unveröffentlicht
pdc¢

	

REYNEN ET AL . ,
1990
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT
DIESE ARBEIT

kan tra -l-

kan

bla

bla

bla
cat tet

bla tet

bla

bla
cat

bla

bla xylAB
bla xylAB
bla xylAB
bla xylAB'
tet xylA'B
bla xylA'
bla xylAB
bla xylAB ,
bla xylAB
bla p
tat x ~̀ylyAB
tet xylAB
tet xylAB
tet xylAB tkt

Tabe 3 : Verwendete und neu konstruierte Plasmide

Die Konstruktion der wichtigsten Plasmide ist im folgenden auf-
gelistet:

pZY200 :

	

40 kb Sau3A Fragment chromosomaler DNA aus K.pneumo-
niae KAY2026 in BamHI-Schnittstelle von pHC79 ligiert ; bla xylAB

pZY190 : 14,9kb Kpnl-Fragment aus pZY200 in Kpnl- Schnittstelle
von pUC19 ligiert ; 17,6kb, bla xylAB

pZY220 : 5,8kb KpnI-Fragment aus pZY190 : :Tn1725-1 in Kpnl-
Schnittstelle von pUC19 kloniert ; enthält 1,3kb Tn1725-Anteil und
4,5kb chromosomales Insert ; 8,6kb, bla xylAB

pZY240 : 4,1kb PstI- Fragment aus pZY220 in Pstl- Schnittstelle
von pUCI9 gebracht ; 6,9kb, bla xylAB' ; Phänotyp in E.coli WT und
Mutanten Xyl-

II .Materla l und. Methoden
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pZY235 : 2,9kb EcoRl-Fragment aus pZY220 in EcoRl- Schnittstelle
von pACYC184 kloniert ; 7,7kb, tet xylA'B

pZY25O : 1,6kb EcoRI/Pstl- Fragment aus pZY240 in EcoRI/ PstI
geschnittenen Vektor pUCI9 ligiert ; 4,3kb ; bla y1A'+ 5'-upstream

Bereich ; Plasmid vermittelt E .coli WT und Mutanten Xyl -Phänotyp

pZY250 g-2 : 1,7kb Hindill- Fragment aus pZY240 in Hind III-
Schnittstelle von pGEM7Zf ; 4,7kb, bla xylA'+ 5'-upstream--Bereich,
Plasmid vermittelt in E .coli WT und Mutanten Xyl° Phänotyp

pZY222 : Xylose-Operon rekonstituiert durch Ligation des mit Eco
RI geschnittenen Plasmides pZY250-exo 0,6 mit dem 2,9kb EcoRl-
Fragment, welches aus pZY220 isoliert wurde ; 6,2kb, bla xylAB

pZY224 : 0,7kb Hindill-Fra gment aus pZY222 in HindllI-Schnitt-
stelle von pGEM7Zf' ligiert ; Klan mit xylA'in Orientierung des
SP6-Promotors mit EcoRI nachgeschnitten und 2,9 kb EcoRl-Fragment
aus pZY220 anligiert, so daß xylAB rekonstituiert wurden ; 6,5kb,
bla xylAB

pZY224a : pZY224 mit EcoRV/ Xhol gespalten, 5,9kb-Fragment iso-
liert, mit Kienow-Polymerase behandelt und religiert ; 5,9kb, bla
xylAB' ; vermittelt in E .coli WT und Mutanten Xyl° Phänotyp

pZY227 : 0,35kb Pvul-Fragment aus pZY250g-2 isoliert (5'-"up-
stream" -Bereich mit Promotor und 25bp von xylA) mit Klenow-Poly-
merase überhängende Enden abgedaut und in Smal-Schnittstelle von
pGEM7Zf ligiert ; xyl-Promotor in Orientierung des T7-Promotors;
3,35 kb, bla pxyl

pZY17O : 1,7kb EcoRl/ Sacl-Fragment aus pZY240, mit Klenow-Enzym
behandelt und in Smal-Schnittstelle von pUC18 ligiert ; 4,4kb, bla
xylA', intergenische Region IGR, xylB'

pZY233 : 2 9kb EcoRl- Fragment aus pZY235 in EcoRI-Schnittstelle
von pGEM7Zf ligiert ; bla xy1A'B

pZY237 0 0,7kb EcoRV/ EcoRI-Frayment aus pZY222 in Smal-Schnitt-
stelle von pUC18 ligiert ; 3,4kb, b1a xvlB'

pZY221e 5,8kb Kpnl- Fragment aus pZY220 in Kpnl- Schnittstelle
von pPTZ1 kloniert ; 12,8kb, tet xylAB

pZY225 : 3,5 kb Nsil/ Sphl Fragment aus pZY224 isoliert, mit
Klenow-Polymerase glatte Enden hergestellt und in Smal-Schnitt-
stelle des Expressionsvektors pPTZom3 ligiert ; 12,2kb, tet xylAB

pZY225-XR4, pZY225-XR7 : Mutantenplasmide von pZY225

pZY226 : 3,5 kb Nsil/ Sphl Fragment aus pZY224 isoliert, mit
Klenow-Polymerase glatte Enden hergestellt und in die Klenow--
behandelte Asp718-Schnittstelle von pPTZ7 ligiert ; 13,9kb, tet
xylAB

pZY228 : 2,6kb Sspl/ Seal -Fragment aus ptktase in Scal -Schnitt-
stelle von pZY225-XR4 ; 14,8kb, b1a° tet xy1AB tkt

12



pPTZom3 : pPTZ3 mit EcoRI gespalten ; 5,2 kb EcoRI- Fragment iso-
liert und religiert ; entstandenes Konstrukt pPTZ3-02 mit PvuII
geschnitten ; oriz .mob . als 0,8kb Mspl/ Scal®Fragment aus pDS3154
(C .DRAINAS) isoliert und in pPTZ3-02 ligiert (pPTZ ori3-1) ; pPTZ
ori3-1 mit EcoRl restringiert und mit Klenow-Polymerase aufge-
füllt ; das aus pSUP104 isolierte 2,7kb Aval-Fragment (mob) wurde
in pPTZori3-1 ligiert ; 8,7kb ; tet orip ZMO3 mobpSUp 104

3.

	

Nghrmedien und Kuiturbedingungen

Fiir die Anzucht der E.coli Stämme wurden folgende Medien verwen-

det:

LB-Medium (nach LENNOX, 1955):

10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaC1,Aqua bidest . ad 11.

Zur Herstellung eines festen Nährbodens wurde dem Medium 18g/l

Agar zugesetzt .Dieses Medium diente standardmäj3ig zur Anzucht von

E .coli Zellen.

McConkey Agar, (nach MacConkey, 1905):

40 g /1 McConkey Agar Base der Fa .DIFCO

Die Kohlenstoffquelle 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

vergärender E .coli Stämme und daneben zur Unterscheidung zwischen

Eccol - und Z.mobilis®Zellen nach der Filterkreuzung . X . mobilis

wächst aufgrund der im Medium enthaltenen Gallensalze nicht auf

McConkey-Platten, während E.coli je nach Kohlenstoffquelle rote

bzw . weijße Kolonien bildet.

Minimalmedium (MM) (TANAKA ET AL ., 1967):

MM wurde zur Anzucht von E .coli Zellen für Enzymtests verwendet.

Für 1 1 Medium wurden folgende Komponenten separat autoklaviert,

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

füllt:

T~ . Material und Methoden
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Lösung A 100 ml
Lösung B 10 ml
Kohlenstoffquelle (40% in Aqua bidest .) 10 ml
bei festen Nährböden Agar {18% in Aqua bidest .) 100 ml

Lösung A

	

(10x) : 340 mM NaH2PO4 , 660 mM K2HPO4 , 200 mM
(NH4 ) 2 SO4

Lösung B : (100x) : 30 mM Mg50 , 1 mM CaC1 2 , 1 mM ZnCl 2 ,
0,1 mM FeS~4 , 1 mM HC1

Erforderliche Aminosäuren (Endkonzentration 20 ig/ml) wurden ste-

rilfiltriert und dem auf 48°C abgekühlten Medium zugesetzt.
Bei Anzucht von E.coli in Nährmedien mit Antibiotika wurden diese
dem Medium in den folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:

Ampicillin : 100µg/ml, Chloramphenicol : 25µg/ml
Kanamycin : 2511g/ml, Nalidixinsäure : 25ug/ml
Rifamycin : 100ug/ml, Tetracyclin : 10µg/ml

Für die Kultivierung von Z.mobilis Stämmen wurden folgende Me-
dien verwendet:

Vollmedium (BIM) (BRINGER ET AL ., 1984) :

10g/l Hefeextrakt, lg/l KH 2PO4 , lg/l (NH4 ) 25O4 , 0,5g/1MgSO 4 . Als

Kohlenstoffquellen wurden standardmäßig 5% Fruktose oder Glukose
nach dem Autoklavieren zugesetzt . Für feste Nährböden wurden 18g/
1 Agar ergänzt . Zur Selektion auf Antibiotiokaresistenz enthielt
das Medium zusätzlich noch die entsprechenden, sterilfiltrierten

Antibiotika in folgenden Konzentrationen:

Chloramphenicol (in 50% Ethanol) : 100µg/ml
Nalidixinsäure (in 0,1 N NaOH) : 40µg/ml *
Rifamycin (in 50% Methanol) : 100µg/ml
Tetracyclin (in 50% Ethanol) : 34.g/ml

* Da Z.mobilis resistent gegen Nalidixinsäure ist (SWINGS UND DE
LEY, 1977), wurde dieses Antibiotikum zur Gegenselektion von
E.coli verwendet.

..nera .salzmedium (ZMM) (modifiziert nach FEIN ET AL, 1983)
1,98 g (NH 4 ) 2 SO 4 ; 1,0 g MgSO 4 ° 7 H2O ; 3,48 g KH 2PO4 ; 0,21 g Tri-
Na-Citrat ; 19,52 g MES Puffer; Aqua bidest . ad 879 ml, pH 5,5 mit
KOH . Nach dem Autoklavieren und Abkühlen wurden folgende Sub-

stanzen aus sterilfiltrierten Stammlösungen zugesetzt:
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10 ml FeSO4 0 7H 2 O (100 mg/ml) ; 10 ml Biotin (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

für Enzymtests und für intrazelluläre Metabolitbestimmungen.

Kultivierungsbedingungen

Die Anzucht der E.coli Stämme erfolgte aerob, in Flüssigkulturen

unter Schütteln bei 37°C (Reagenzgläser :G24 Environmental Incuba-

tor Shaker, Firma BRUNSWICK Scientific C ., USA; Erlenmeyerkolben:

Pilot-Shake der Firma Kühner AG Apparatebau Basel, CH) . Die Inku-

bationsdauer betrug 16-20 Stunden.

Die Kultivierung von Z.mobilis Stämmen erfolgte in Anaerobenge-

fäJ3en der Firma BELLCO-GLASS-INC ., New Jersey, USA oder in Zwei-

halskolben der Glasbläserei, KFA Jülich GmbH, bei 30°C . Die Anae-

robiose stellte sich nach CO2-Entwicklung und Entweichen des

überschüssigen Gases durch einen Sterilfilter selbst in den Kul-

turen ein . Kulturen in Mineralsalzmedium wurden im Wasserbad

leicht geschüttelt . Für die Vorkultur wurden Medien von einer

Komplexmediumplatte mit einer Einzelkolonie beimpft und 20h inku-

biert . Für die Hauptkultur wurden die Zellen steril abzentrifu-

giert und ohne Waschen zu einer OD 600 von 0,2 in Mineralsalzme-

dium überführt.

Medien für intrazelluläre Metabolitbestimmungen und 14C-Xylose-

Verwertung wurden mit einer OD 600 = 5-6 beimpft . Für Experimente

mit 14 C-[U]-Xylose wurde das Inokulum einmal in Mineralsalzmedium

mit 2% Fruktose gewaschen.

Die Kultivierung von Z.mobilis auf Agarplatten erfolgte bei 30 0 C

in einem Anaerobentopf (OXOID Anaerobic), der mit einem H 2 /C02

-Gasgemisch (OXOID Gas-Generating-Kit) gefüllt war und einen Edela-

metallkatalysator enthielt (OXOID, Wesel).

Zur Stammhaltung von E .coli- bzw . Z .mobilis-Stämmen wurden glyce-

rinhaltige Dauerkulturen angelegt, die bei -20°C aufbewahrt wur-
den. Dazu wurden 10ml einer Übernachtkultur in LB- bzw . VN-Medium

abzentrifugiert und das Zellsediment in . 1 ml Komplexmedium + 1 ml

87% sterilem Glycerin aufgenommen.

tt . Material und Methoden
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4. Bestimmung des Bakterienwachstums

Triibungsmessung

Das Zeliwachstum in Flüssigkulturen wurde photometrisch (Shimadzu

UV-160 Spektralphotometer, SHIMADZU,Diisseldorf) bei einer Wellen-

länge von 600 nm verfolgt . Bei einer OD 600 >0,5 wurde die Bakte-

rienkultur vor einer weiteren Messung mit Medium verdünnt . Für E.

coli entspricht 1 Absorptionseinheit bei 600 nm einer Zellzahi

von ca . 10 9 /ml Kultur, für Z .niobilis liegt sie bei 2x10 8 / m1.

Trockengewichtsbestimmung
Die Bakterienmasse wurde über eine Trockengewichtsbestimmung er-

mittelt . Hierzu wurden 10 ml Bakteriensuspension in einer Kühl-

zentrifuge (BECKMAN Kühlzentrifuge) bei 4 0 C mit 5000xg 15min . ab-

zentrifugiert und die sedimentierten Zellen zweimal mit eiskaltem

Aqua bidest . gewaschen . Das Sediment wurde in den vorbehandelten

(8-15h bei 105 0C, 8-15h im Exsikkator) Reagenzgläsern getrocknet

(8-15 h bei 105°C,8-15 h im Exsikkator) und anschließend gewogen.
Das Trockengewicht ergab sich aus dem Mittelwert der Parallelbe-

stimmungen abzüglich des Leerwertes der Röhrchen . Einer OD600 von

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

5. Genetische Methoden

5.1 . Transformation von E.ooii

Für 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 }t1

aufgenommen,in flüssigem 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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5.2 . Filterkreuzung von E .coll und Z.mobil'€s

Rekombinante Plasmide wurden über Konjugation nach Z.mobilis

mobilisiert . Der E.coli Donor-Stamm S17-I enthält chromosomal ein

Derivat des Plasmids RP4, welches die für die Mobilisation eines

Vektors mit RP4-spezifischer mob-Region notwendigen Transfer-

(tra) Gene trägt (SIMON ET AL ., 1983) . Die Durchführung der Kon-

jugation wurde modifiziert nach einem Protokoll von AFENDRA UND

DRAINAS,(1987) durchgeführt . Die Z .mobilis-Rezipientenstämme wur-

den über Nacht in Komplettmedium angezogen und anschließend zur

Konjugation eingesetzt .Obernachtkulturen der rekombinanten E. co-

ii 517-1 Donor-Stämme in LB-Medium mit entsprechendem A .ntibioti-

kazusatz wurden 1 :50 verdünnt in frisches Medium überimpft und

nach Erreichen einer OD600 von 0,6-0,8 eingesetzte Donor- und Re-

zipientenstämme wurden zweimal in LB- bzw .VM-Medium gewaschen und

dann 10-fach konzentriert in VM-Medium aufgenommen . Zur Konjuga-

tion wurden 4x10 8 Donorzellen mit 2xI0 8 Rezipientenzellen ge-

mischt und auf sterile Membranfilter (NL17,0,45j .,2,5cm SCHLEICHER

& SCHOLL, Dassel), die zuvor auf Komplettmediumplatten gelegt

worden waren, in einem Volumen von etwa 100 µl aufgetropft . Die

Kreuzungsansätze wurden 4 h bei 30°C inkubiert . Danach wurden die

Zellen mit lml VM-Medium von den Filtern in sterile 1,5m1 Eppen-

dorf-Reaktionsgefäße abgeschwemmt . Die Zellen wurden durch Zen-

trifugation (13000 Upm, lmin .) sedimentiert, in 200iul VN- Medium

resuspendiert und auf VM-Agarplatten mit Nalidixinsäure und dem

entsprechendem Antibiotikum ausplattiert . Nach anaerober Inkuba-

tion der Konjugationsplatten bei 30°C über einen Zeitraum von 3-6

Tagen, wurden die Bakterienkolonien anschließend zur Unterschei-

dung zwischen Z .mobilis- und E.coli Kolonien auf VM-Platten mit

Antibiotikum ausgestrichen und parallel dazu auf McConkey-Nähr-

boden, auf denen Z .mobilis aufgrund der darin enthaltenen Gallen-

salze nicht wachsen kann.

5.3 . Plasrnidstabilitätstest

Zur Überprüfung der Stabilität konstruierter,rekombinanter Plas-
mide in den transkonjuganten Z .mobilis Stämmen wurde ein Stabili-

tätstest nach AFENDRA und DRAINAS (1987) durchgeführt . Die rekom-

binanten Bakterienstämme wurden hierzu zweimal täglich nach Be-

TL Material und Methoden
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stimmung der OD600 und der Generationszahl,1 :100 in 10m1 frisches
Vollmedium überimpft . Nach 50 bzw . 100 Generationen wurde eine

entsprechend verdünnte Bakterienkultur auf Vollmedium-Nährboden
mit bzw. ohne Antibiotikazusatz ausplattiert . Aus dem Verhältnis

der Anzahl der Kolonien auf VM-Platten ohne Antibiotika zur Kolo-

nienzahl auf antibiotikahaltigen Platten, ergab sich der Anteil

der Kolonien, die die plasmidvermittelte Antibiotikaresistenz

verloren hatte . Aus resistenten Kolonien der zuletzt untersuchten

Generation wurde dabei zusätzlich noch die Plasmid®DNA isoliert

und nach Spaltung mit Restriktionsendonukleasen das Fragmentmu-
ster mit dem ursprünglichen verglichen.

5.4. Trzrasposonmutage€€ese

Zur Transposonmutagenese verschiedener Plasmidkonstruktionen fand
das Transposon Tn1725 (UBBEN UND SCHMITT, 1986) Verwendung . Die

Methode eignet sich zur Kartierung der relativen Lage von Genen

auf Plasmiden, und sie ermöglicht die Einführung neuer Restrik-
tionsschnittstellen für Subklonierungen.

Das zu mutagenisierende Konstrukt wurde in den E.coli Stamm MV12

pRts ö g Tn1725 (KmrCmr ) transformiert, wobei die Selektion auf fe-

sten Nährböden mit Zusatz von Chloramphenicol und dem entsprech-

enden plasmidkodierten Antibiotika-Marker erfolgte . Die erhalte-
nen transkonjuganten Kolonien wurden dann im Sektorausstrich auf

frische Selektionsplatten überstrichen, über Nacht bei 37 0 0 inku-
biert und anschließend für weitere 4-6 d bei 30 0 0 belassen, In
dieser Zeit fanden die Transpositionsereignisse statt . Anschlies-
send wurden Schnellplasmidpräparationen (11 .6 .3 .) verschiedener

Transkonjuganden durchgeführt und die Lage des Transposons durch

Restriktionsanalysen sowie durch Komplementationsstudien unter-
sucht.

5.5 . EN-Mutagsnese von Z.nobälls

Eine Übernachtkultur von Z .mob.ilis Zellen in Vollmedium mit 5%

Glukose wurde 10-fach verdünnt in frisches Medium überimpft und 5
h bei 30 0C inkubiert (OD600 1,5-2) . Die Kultur wurde dann steril
abzentrifugiert (BECKMAN Kühlzentrifuge, 5min . 3000 Upm, 4 0C) und
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das Sediment in isotonischem Medium (Mineralsalzmedium) resuspen-

diert . Die Bakteriendichte wurde in 12m1 Medium auf 1®10 8 Zellen/

ml eingestellt . Diese Bakteriensuspension wurde anschließend in

einer sterilen Petrischale unter ständigem Rühren mit einer UV-

Lampe (254 nm, 25 cm Probenabstand, 170 sec .)

	

bestrahlt, bis die

Kultur eine Überlebensrate von etwa 1% aufwies und damit eine

ausreichende Mutationsrate erreicht hatte (SAMBROOK ET AL .,1989).

Zur Regenerierung der mutagenisierten Kulturen wurden 3 Vol . VM-

Medium + 5% Glukose zugegeben und 1-2 d bei 30 0 0 inkubiert.

6.

	

Praparati®n und Reinigung von Nukle€nsAuren

6.1 . Isolierung chresmosomaier DNA aus K.praeummniae

Zur Erstellung einer Cosmid-Genbibliothek wurde chromosomale DNA

von K. pneumoniae KAY2 0 2 6 nach einer Vorschrift von BYUN ET AL . ,

(1986) isoliert . Dabei wurden die Zellen einer 100 ml Kultur mit

einer OD600 2 schonend mit Lysozym und N- Laurylsarkosinat, in

Anwesenheit von Proteinase K zur Inaktivierung von Nukleasen auf-

geschlossen . Die DNA konnte nach Ethanolfällung mit einem Glas-

stab ausgedreht werden und wurde zur Aufreinigung je dreimal mit

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Volumenverhältnis 25 :2441 ) und

Chloroform/IAA (Volumenverhältnis 24 :1) extrahiert.

6.2 . Piasmidisoiierung im großen Maßstab aus E.coli

Isopyknische Zentrifugation

Zur Isolierung großer Mengen hochreiner Plasmid-DNA aus E.coli

für Klonierungen und Restriktionskartierungen wurden Cdsiumchlo-

rid/ Ethidiumbromid Dichtegradientenzentrifugationen durchgeführt

(MESELSON UND STAHL, 1958) . Die Plasmidaufarbeitung erfolgte nach

SAMBROOK ET AL . (1989) aus 11 Übernachtkultur 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 20 0 C durchgeführt . Die Laufzeit betrug minde-

stens 36h bei 49000 Upm . Die Plasmidbande wurde unter UV-Beleuch-

tung mit einer Injektionsspritze aus dem Zentrifugenröhrchen ab-
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gezogen und mit eiskaltem absoluten Ethanol mindestens 2h bei

-20 0C ausgefällt, zentrifugiert und die gewonnene DNA anschlies-

send dreimal mit 500µ1 Phenol/Chloroform/IAA und Chloroform/IAA

extrahiert . Die DNA wurde dann mit 1/5 Volumen einer 2 M LiCI-Lö-

sung sowie dem 2,5-fachen Volumen absoluten Ethanols für minde-

stens 1 h bei -20°C gefällt, durch Zentrifugation (SIGMA-Kühlzen-

trifuge 202MK, 13000 Upm, 4°C, 30 min) sedimentiert, der Nieder-

schlag getrocknet und in 100-300 µl TE-Puffer gelöst.

6.3 . Plas€nddscl•!nelllsollerung aus E. coil und Z. mobll gs

Die Präparation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus E.co1i erfolgte

durch alkalischen Aufschluß {modifiziert nach BIRNBOIM UND DOLY,

1979) .1,5m1 selektive Übernachtkulturen (LB-Medium) rekombinanter

Einzelkolonien wurden in EPPENDORF-Reaktionsgefäße überführt und

abzentrifugiert (SIGMA-Kühlzentrifuge 202MK, 13000 Upm,4°C,2min).

Die Zellen wurden in 100µl Lösung I (50 mM Glukose,10 mM EDTA, 25

mM Tris/HCI pH 8) resuspendiert und durch Zugabe von 200µl Lösung

II (1% SDS, 0,2 N NaOH) lysiert . Nach 5-minütiger Inkubation auf

Eis wurden durch Zugabe von 150µl Lösung III (3M Kaliumacetat,

1,8 N Essigsäure) die chromosomale DNA und Proteine weitgehend

gefällt und durch Zentrifugation {13000 Upm,4°C,15 min) vom plas-

midhaltigen Überstand getrennt . Der Überstand wurde zur Entfer-

nung verbliebener Proteine zweimal mit Phenol/Chloroform/IAA (25:

24 :1) und mit Chloroform/IAA (24 :1) extrahiert . Die Präzipitation

der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe des 2,5-fachen Volumens

reinen Ethanols und Zentrifugation (SIGMA-Kühlzentrifuge 202 MK,

13000 Upm, 4°C, 8 min) . Das DNA-Präzipitat wurde in einer Vakuum-

Zentrifuge (Speed Vac Concentrator der Firma BACHHOFER) getrock-

net und in 30-100µl TE-Puffer (10mM Tris/HCI,lmM EDTA, pH 8) auf-

genommen.

Zur Präparation von Plasmid-DNA aus Z.mobilis wurde ein alkali-

scher Aufschluß unter Einsatz von Lysozym durchgeführt (modifi-

ziert nach BIRNBOIM UND DOLY, 1983) . 10ml Übernachtkulturen in VM

mit selektivem Antibiotikazusatz wurden abzentrifugiert (BECKMAN

Kühlzentrifuge 4000 Upm, 5 min .), das Zellsediment dann in 200 µl
Lösung I, die zusätzlich frisch gelöstes Lysozym (10 mg/ml) ent-

hielt, resuspendiert und 30 min . auf Eis inkubiert . Nach Zugabe
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von 400 p.1 Lösung II erfolgte eine 5 minütige Inkubation auf Eis.

Es wurden 300 111 Lösung III zugegeben und nochmals 10 min auf Eis

inkubiert . Nach Zentrifugation (SIGMA-Kühlzentrifuge 202MK, 13000
Upm, 4°C, 15 min) wurde der Überstand auf 2 Reaktionsgefäße 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 verlängert wurde.

Die Plasmid-DNA wurde mit 2 Volumen absoluten Ethanols präzipi-

tiert (SIGMA-Kühlzentrifuge 202MK, 13000 Upm, 4°C, 10 min) in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und in 30-100µl TE-Puffer aufgenom-

men .

A.ufreinigung von. Plasmid-DNA

Plasmid .-DNA aus E.coli, die zur Sequenzierung eingesetzt wurde

und Plasmid-DNA aus Z .mob.ilis für Restriktionsanalysen wurde nach

einer Methode von SAMBROOK ET AL .,(1909} weiter aufgereinigt.

100µl Plasmid-DNA wurden mit 300 µ1 4M LiCL (-20 00) 30 min . auf

Eis gehalten, was zur Ausfällung von RNA führt . Nach 10-minütiger

Zentrifugation (SIGMA-Kühlzentrifuge 202MK, 13000 Upm, 4 0 C} wurde

die Plasmid-DNA im Überstand mit 1,5 Volumen Isopropanol ausge-

fällt {30 min . bei Raumtemperatur, 10 min 13000 Upm 4 0 C} . Die DNA

wurde in 10-30 µl TE gelöst und bei 4 0C aufbewahrt.

6.4 . Isolierung von Gesamt-RNA aus E . ooii und K. pneurooniae

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 abgekühlt {10

min . 0 0 C), 5 min . bei 4 0C und 3000 Upm erbzentrifugiert (BECKMAN

Kühlzentrifuge) und einmal in eiskaltem Puffer (50mM Tris-HCI, 50

mM NaCl, pH 6,6} gewaschen . Der Zellaufschluß erfolgte in 0,5m1

10 mM Natriumacetat, 1% SDS pH5 bei 60 0 0 . Anschließend wurde die

RNA dreimal je 10 min . bei 60 0C mit lml vorgewärmtem wassergesät-

tigtem, saurem Phenol (APPLIGENE, Heidelberg) unter gelegentli-

chem Umschütteln extrahiert . Nach jeder Extraktion wurden die

Proben für 5 min . auf Eis abgekühlt, zentrifugiert (SIGMA Kühl-

zentrifuge 202 MK, 13000 Upm, 4 0 C, 5 min) und der wässrige Über-

stand weiterverwendet . Die RNA wurde anschließend über Nacht mit
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1/10 Volumen 3M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Volumen Ethanol bei

-20 0 0 gefällt, dann für 20 Minuten bei 4 0 C und 13000 Upm sedimen-

tiert, mit 70% Ethanol gewaschen und die getrocknete RNA in RNAse

freiem Aqua bidest ., versetzt mit 1811 RNAse Inhibitor (RNAsin,

PROMEGA, Heidelberg), gelöst und bei -20 0 C aufbewahrt.

Alle verwendeten Gefäße und Lösungen wurden 30 min autoklaviert.

Die Lösungen wurden in RNAse freiem Aqua bidest . (0,25% DEPC= Di-

ethylpyrocarbonat, SIGMA GmbH, Deisenhofen) hergestellt . Während

aller Arbeiten mit RNA wurden Handschuhe getragen, um Kontamina-

tionen mit RNAsen zu vermeiden.

6.5 . Photometrische Bestimmung von NukleinsNure-Konzentrationen

Die Konzentration von DNA- und RNA-Lösungen wurde durch photome-

trische Messungen bei 260 und 280 nm bestimmt . Dabei wurde im

Spektralphotometer UV-160 der Firma SHIMADZU,DUsseldorf in 1ml UV

- KUvetten von lcm Schichtdicke gemessen .Bei einem Verhältnis der

Extinktionen von 260 : 280 von 2 :1 entsprach eine optische Dichte

OD260= 1 einer DNA-Konzentration von 50 .ig/ml und einer RNA-Kon-

zentration von 40 gig/ml (SAMBROOK ET AL .,1989).

7.

	

Techniken zur Rekombination und Analyse von DNA

7.1 . Spaltung von DNA mit Fiestriktlonsendonukleasen

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte gemäß

den Herstellerangaben in den mitgelieferten Puffern . Das Reakti-

onsvolumen betrug standardmäßig 15 g.tl, bei Klonierungen 20-50 µlm

Die Enzyme wurden in einem Verhältnis von 1-5 U/g.€g DNA einge-

setzt . Bei Verunreinigung der DNA mit RNA wurden außerdem 0,5 U

DNAse-freier RNAse zugegeben . Die Restriktionsansätze wurden 2-3

h bei 37°C inkubiert .Bei Ansätzen mit 2 Endonukleasen, die unter-

schiedliche Pufferbedingungen erforderten, wurde nach vollstän-

diger Spaltung mit dem 1 . Restriktionsenzym die DNA mit Phenol/

Chloroform/IAA extrahiert und mit LiC1/EtOH gefällt .Nach erneuter

Aufnahme in TE- Puffer wurde mit dem zweiten Enzym geschnitten.
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7.2. Agarose-Geielektrophorese

Enzymatisch gespaltene DNA wurde zur Kontrolle der Restriktion

oder zur Restriktionskartierung auf Agarose-Gelen nach Anlegen

einer Spannung ihrer Größe entsprechend aufgetrennt . Herstellung

der Gele und Durchführung der Gelelektrophorese erfolgten nach

SAMBROOK ET AL .,(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

Firma PHARMACIA LKB, Freiburg . Die Agarosekonzentration der Gele

betrug der Größe der zu trennenden Fragmente entsprechend 0,7-2%.
Als Puffersystem diente TEE--Puffer (89mM Tris/ HC1, 89mM Borsäu-

re, 2mM EDTA, pH8) . Nach Anfärbung der Gele in Ethidiumbromid-Lö-

sung (0,5p.g/ml) wurden die DNA-Fragmente bei Betrachtung auf ei-

nem Transilluminator (WETTER GmbH, Typ Chroma 42) unter UV-Licht

der Wellenlänge 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 erstellt und

die Größe der einzelnen DNA-Fragmente bestimmt.

7.3 . Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Bei präparativen Agarosegelen wurde ein Tris/Acetat-Puffersystem

(40 mM Tris/HC1, 20mM Na-Acetat, 2mM EDTA, pH8) verwendet, da die
in TEE-Puffer enthaltenen Borat-lonen die Ligation von isolierten

Fragmenten behindern (SAMBROOK ET AL .,1989).
Die enzymatisch gespaltene DNA (5-10 jig) wurde bei 50 V Spannung

gelelektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-Banden mit Ethidi-

umbromid angefärbt . Das zu präparierende DNA-Fragment wurde ent-

weder durch Elektroelution (SAMBROOK ET AL ., 1989) isoliert und
anschließend mit LiCL/Ethanol gefällt 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 50 0 C

schmelzenden Agarose in Gegenwart von ca . 4M Natriumjodid (VOGEL-
STEIN UND GILLESSPIE,1979) und der anschließenden selektiven Bin-

dung an die Silikamatrix von Glas-Milch, gefolgt von der Elution

in ein geeignetes Volumen TE-Puffer . Die Durchführung erfolgte

nach Angaben des Herstellers.
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7.4. VerkEirzung estzyt•rtatiseh gespaltener DNA mit Exonuklease HI

Die von HENIKOFF (1984) entwickelte Methode zur Verkürzung linea-
risierter DNA, wurde mit einem käuflichen Satz an Puffern und

Enzymen (Erase a Base System, PROMEGA, Heidelberg) nach Herstel-

lerprotokoll durchgeführt . Unidirektional zu verkürzende DNA wur-
de mit einem Restriktionsenzym geschnitten, das 5'--überhängende

oder glatte Enden erzeugt und von diesen Enden aus mit Exonukle-

ase III (Exoill) verkürzt, Um das andere Ende vor dem Angriff von

Exoill zu schützen, wurde zusätzlich noch mit einem Restriktions-

enzym gespalten, das 3'-überhängende Enden erzeugt, die für

Exoill--Aktivität unzugänglich sind (HENIKOFF, 1984) . Da der Abbau

der Nukleotide durch Exolli mit konstanter Rate erfolgte, war es

möglich in definierten Zeitabständen Aliquots aus dem Reaktions-

ansatz zu entnehmen, in diesen die Reaktion abzustoppen und damit

eine Anzahl unterschiedlich verkürzter DNA-Moleküle zu erhalten.

Nach Behandlung mit Nuklease Si zur Erzeugung glatter Enden und

Polymerasereaktion mit Klenow Enzym und Nukleotiden (dNTPs), wur-
de die DNA ligiert und in E.coli Zellen transformiert . Die Selek-
tion erfolgte auf Nährböden mit entsprechendem Antibiotikum und

die verkürzten Konstrukte wurden anschließend über Restriktions-

analyse untersucht bzw . zur Sequenzierung eingesetzt.

7.5 . Behandlung überbdngertder DNA-Enden mft &ffenow-Poiymerase

Zur Erzeugung glatter Enden an restriktionsverdauten DNA-Frag-

menten mit 5'- oder 3'-überhängenden Enden sowie zur radioaktiven

Markierung 5'-überhängender Fragmente wurde mit Klenow-Polytterase

(große Untereinheit der DNA-Polymerase I aus E.coli) in Anwesen-

heit von Desoxynukleotidtriphosphaten enzymatisch aufgefüllt . Die
Reaktion wurde 30 min . bei Raumtemperatur nach SAMBROOK ET AL.

(1989) in einem Gesamtvolumen von 2511l durchgeführt . Vor dem Ein-
satz zur Ligation wurde die DNA einmal mit Phenol extrahiert so-

wie mit LiCL/Ethanol gefällt und in 5-1031 TE gelöst.
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7.6. Ligation restringierter DNA-Moiektile

Alkalische Phosphatasebehandlung

Die Religation eines Vektors bei Klonierungen wurde durch Entfer-

nung der 5'-terminalen Phosphatgruppe verhindert (nach SAMBROOK

ET AL ., 1989) . Die Dephosphorylierung erfolgte im Anschluß an die

Restriktionsspaltung mit 0,5 U alkalischer Phosphatase aus

berdarm (CIP ; 37°C,30 min) . Gestoppt wurde die Reaktion durch 10--

minütiges Erhitzen auf 65°C . Zur vollständigen Entfernung der
Phosphatase wurde eine Phenol/Chloroform/IAA-Extraktion durchge-

führt . Die DNA wurde anschließend mit LiCI/EtOH gefällt und in

dem gewünschten Volumen TE-Puffer aufgenommen.

Ligation

Zur Verknüpfung enzymatisch gespaltener DNA-Moleküle wurde T4-DNA

-- Ligase eingesetzt (SAMBROOK ET AL ., 1989) .Das Reaktionsvolumen

betrug 10-20 il mit einem DNA-Gehalt von 0,2-1 µg und einem mola-

ren Verhältnis von Fragment zu Vektor von 3 :1 bis 601 . Bei der

Ligation von Fragmenten mit überstehenden Enden wurden 0,5U T4-

DNA- Ligase eingesetzt, bei Fragmenten mit glatten Enden IU des

Enzyms . Die Ligation erfolgte in Ligationspuffer (10x Ligations-

puffer : 660 mM Tris/HC1 pH7,5 ; 50 mM 1IgC1 2 ; 50 mM DTT, 10mM ATP)

über Nacht bei 16°C.

7.7 . DNA-Sequenzierung nach SANGER

DNA-Sequenzierung

Die DNA--Sequenzierung 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 komplementären Stran-

ges einer einzelsträngigen DNA-Matrize ausgehend von einem komp-

lementären Oligonukleotid ("Primer") mit einem 3'-OH-Ende, wobei

radioaktiv markierte Nukleotide eingebaut werden . Die in vitro

Synthese des komplementären 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 radioaktiv markier-

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

Es wurde eine Plasmidsequenzierung in den Plasmiden pUC18/ pUC19,
sowie dem Plasmid pGEM7Zf + (PROMEGA, Heidelberg) mit den käufli-
chen Primern M13/ pUC-"sequencing" und -'reverse sequencing"

(BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) sowie den SP6- und T7-Primern der

Firma PROMEGA, Heidelberg, durchgeführt . Für die Sequenzierung
wurde der m7--5eq enzier ungssa,,-~z der Firma PH ~n nCIA LKB, Frei-
burg verwendet . Die Durchführung erfolgte leicht modifiziert nach
Angaben des Herstellers.

Für jeden Sequenzierungsansatz wurden 4g.g frisch denaturierte DNA
eingesetzt . Die Anlagerung des Primers an die Matrize erfolgte
für 20 min . bei 37 0 0, gefolgt von einer 10-15-minütigen Inkuba-
tion bei 20 0 C . In der folgenden Markierungsreaktion (5min . 20 0 C)
wurden 2gl x355-dATP= 20gCi (AMERSHAM& BUCHLER, Braunschweig;

1000Ci/mmol), 3U T7-DNA-Polymerase und ein Gemisch aus dCTP, dGTP
und dTTP ("Labeling-Mix") zu dem Primer/ Matrizengemisch gegeben.
Der anschließende Kettenabbruch (5min .37 0C) erfolgte mit den ent-
sprechenden Didesoxynukleotiden . Nach Zugabe von formamidhaltigem

Farbmarker ("Stop solution",PHARMACIA,Freiburg) wurden die Proben
2 min . bei 95 0C denaturiert und je 1,5-2gul auf ein Polyacrylamid-
gel aufgetragen.

Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
Fair die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente aus

den Sequenzierungsreaktionen wurden denaturierende Gele beste-

hend aus 6% Acrylamid/ 7M Harnstoff hergestellt (SAMBROOK ET AL .,
1989) . Es wurde eine thermostatisierbare Vertikalgelapparatur der

Firma PHARMACIA LKB, Freiburg, verwendet (MACROPHOR 2010, max.
Trennstrecke 50cm) . Als Puffersystem diente lx TBE (11 .7 .2) . Die
Gelelektrophorese wurde mit vorgewärmten Gelen nach einem Vorlauf
von 60 min . bei 2000 V bei einer Temperatur von 55 0C und 1700 V
( al31m.A) durchgeführt . Nach der Elektrophorese wurde das Gel 15
min . in 10% Essigsäure fixiert, mit Aqua badest . abgespült und 60
-90 min . bei 80 0C getrocknet, Auf das trockene Gel wurde ein

Röntgenfilm (KODAX,Xa-Ornat XAR351) aufgelegt und bei Raumtempera-
tur l-4 d exponiert.
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7.8 . DNA-Markierung mit Digoxigenin-dUTP

Die nicht radioaktive Markierung von DNA erfolgte unter Verwen-
dung des Dig-DNA Labeling and Detection Systems der Firma BOEH-

RINGER MANNHEIM .Hierbei wurde linearisierte,denaturierte DNA nach

Hybridisierung von Hexanukleotiden ("random primed"- Methode nach

FEINBERG UND VOGELSTEIN, 1983) durch anschließenden Einbau von

Nukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTT, Dig-dUTP) durch Klenow-Poly-
merase mit Digoxigenin-markierten dUTP markiert . Nach Hybridisie-

rung an die ziel-DNA folgte die Bindung eines Antikörperkonju-

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 über
Nacht bei 37 0 C inkubiert und bestand aus : 1gg DNA (linearisiert,

10 min . bei 100 0 0 denaturiert), 2gl Hexanukleotidgemisch (BOEH-

RINGER MANNHEIM, Mannheim), 2gl dNTP- Gemisch (je 1mM dATP, dCTP,

dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35mM Dig-dUTP pH5,5), 1pl Klenow- Polymera-
se und Aqua bidest . bis zu einem Volumen von 20 pl . Die Reaktion
wurde nach 24h durch Zugabe von 2gl EDTA-Lösung gestoppt (0,2M,

pH 8,0), die markierte DNA gefällt, in 50 jl Aqua bidest, aufge-
nommen und bei -20 0 C gelagert.

7.9. DNA-DNA Hybridisierung

7.9.1 . DNA-D NA 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 Trägermembran übertra-

gen, denaturiert und mit einer geeigneten Dig-dUTP markierten

DNA-Sonde hybridisiert . Die hybridisierten Banden wurden durch
eine enzymkatalysierte Farbreaktion sichtbar gemacht (11 .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 (68 0 C über Nacht),

Waschen der Membran und Detektion der Hybride, erfolgte wie vom

Hersteller beschrieben (BOEHRINGER ANHEIM, Mannheim).
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7.9.2 . Kolor€iehybridisierung

Die Methode der Koloniehybridisierung (GRUNSTEIN UND HOGNESS,

1975) diente zur schnellen Identifizierung rekombinanter Bakte-

rienzellen auf festen Nährböden . Nach Übertragen der Kolonien auf

Nylonfilter und alkalischer Denaturierung der DNA konnte gegen

eine geeignete Dig-dUTP markierte DNA-Sonde hybridisiert und ent-

sprechend der Methode detektiert werden {I1 .7 .8 .) . Es wurden je-

weils 100 rekombinante Bakterienklone zusammen mit einer Positive

und einer Negativkontrolle auf einer Agarplatte mit Antibiotikum

ausgestrichen . Nach Anwachsen der Klone über Nacht (E .coli) oder

nach 2 d (Z .mobilis) wurden die Kolonien auf Nylonfilter (BIODYNE

A, PALL, Dreieich) übertragen 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 zunächst luftgetrocknet und die DNA anschließend durch

3 minütige UV-Bestrahlung mit dem Filter vernetzt . Die nachfol-

gende Prähybridisierung, Hybridisierung {bei 68 0C) und Detektion

der Hybride erfolgte nach Herstellerprotokoll (Dig-dUTP Labeling

and Detection, BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim).

7.10. in vitro Verpackung von DNA in infektiöse Panikei des Phagen ~

Zur Herstellung einer Cosmid=Genbibliothek von K.pneumoniae wur-

de eine in vitro Verpackung von DNA in infektiöse Partikel des

Phagen A mit einem käuflichen "DNA-Verpackungs-Satz" (BOEHRINGER

MANNHEIM, Mannheim,) durchgeführt . Das in vitro-Verpackungssystem

{HOHN, 1979 ; HOHN UND COLLINS,1980) besteht aus den Zellextrakten

zweier lysogener E.coli-Stämme, die verschiedene Mutationen in

der Reifung der Phagenpartikel aufweisen . Einer der Stämme, 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-

köpfe ("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 infektiösen Phagenpartikel ist möglich.

Für die Klonierung der Cosmide wurde der Cosmidvektor pHC79 (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/p.g DNA ; 30min . 37 00) und Fragmente mit einer Größe 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 16 0 C, dann Zugabe von 1U T4-DNA-Ligase, 6h

16 0 C), wobei das molekulare Verhältnis von Insert zu Vektor bei

etwa 6al lag . Die nachfolgende in vitro Verpackung der Cosmidkon-

strukte in die Phagenpartikel erfolgte nach Herstellerprotokoll

(BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) . Anschließend wurde der X-sensi-

tive E .coli Stamm HBIO1 (xyl-5) mit den infektiösen Phagen-

partikeln infiziert ("Cosduktion") und die Selektion der Cosmid-

rekombinanten Klone erfolgte auf antibiotikahaltigen Nährböden-

platten.

8.

	

Techniken zur Analyse von RNA

8.1 . RNA-Markierung m t Di€goxigenin-UTP

Für die Markierung von RNA wurde das Dig-RNA LABELING KIT der

Firma BOEHRINGER MANNHEIM eingesetzt . Markierte RNA-Sonden wer-

den dabei durch in vitro Transkription einer DNA-Matrize, die

hinter einen SP6- oder T7 Promotor kloniert wurde (pGEM7Zf + , PRO-

MEGA, Heidelberg), durch SP6- oder T7-RNA- Polymerase- Aktivität

unter Einbau von Digoxigenin-markiertem UTP hergestellt ("run

off" Transkripte) . Der Markierungsansatz wurde 2 h bei 37 0 C irrku-

biert und enthielt in einem Volumen von 20iale lpg linearisierte

DNA- Matrize, 2p1 Nukleotidgemisch (je 1mM ATP, CTP, GTP, 0,65 mM

UTP, 0,35mM Dig-UTP), 2iz1 Transkriptionspuffer, lul RNAse-

Inhibi-tor, 40U SP6- oder T7-RNA-Polymerase . Durch Zugabe von 2pl DNAseI

(RNAse frei) wurde die Matrizen-DNA anschließend entfernt (15min.

37 0C), die Reaktion durch 2{il 0,2M EDTA pH 8,0 abgestoppt und die

markierten RNA-Transkripte mit LiCL/Ethanol gefällt . Die getrok-

knete RNA ( l Ogg) wurde in 100pl RNAse freiem Aqua bidest . ge-

löst und bei -20 00 aufbewahrt.
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8 .2 . RNA-MarK gsrung rn gt a35S-CTP

Die radioaktive Markierung von RNA wurde mit dem SP6/ T7- Trans-

kriptions-System (BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) durchgeführt.
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 : 0,5µg linearisierter DNA,
3µl Nukleotidgemisch (je 0,5mM ATP, GTP, UTP),2pl Transkriptions-
puffer, 5µl [a-- 35S]m-CTP (1000Ci/mmol), lµl RNAse--Inhibitor, IOU

SP6- oder T7-RNA-Polymerase und Aqua bidest . in 20µl Gesamtvolu-
men . Der Ansatz wurde 30 min . bei 37 © C inkubiert . Danach wurden

2µl DNAseI (RNAse frei) zugegeben, weitere 15 min . bei 37 0C inku-

biert und die Reaktion anschließend 10 min . bei 65 0 C mit 2gl EDTA
(0,2M pH8) 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 gefällt (SAMBROOK ET AL ., 1989) . Die

RNA-Sonde wurde anschließend in 1000_ RNAse freiem Aqua bidest.
gelöst und bei -20 0 C aufbewahrt . Für Hybridisierungsexperimente

wurde 1µl dieser RNA-Probe (~ 1-5x 10 5 dpm) eingesetzt.

8.3. RNA-RNA Hybridisierung

Northern Blot

Zur Bestimmung der Transkriptlänge der Xylose-Gene aus K.pneumo-

niae wurde eine geeignete Dig-UTP-markierte RNA-Sonde (11 .8 .1 .)
gegen Gesamt-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 PHA.RNACIA LKB, Freiburg) auf NY13N
NYTRAN Transfermembranen (SCHLEICHER& SCHOLL, Dassel CH) übertra-

gen und 3 min . durch UV--Belichtung fixiert . Die Hybridisierung
(46 0 C über Nacht) gegen die geeignete Dig-UTP-RNA-Sonde, das Wa-

schen der Membran und die anschließende Detektion erfolgte mit

den entsprechenden Variationen ffir RNA: RNA Hybridisierungen nach
Herstellerprotokoll (Dig-DNA Labeling and Detection System, BOEH-
RINGER MANNHEIM, Mannheim).
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8.4 . Bestimmung von Transkriptionstartpunkten

Zur Festlegung der Promotorregion des Xylose-Operons von K.pneu-

moniae wurde ein RNAse-Schutz-Experiment nach SAMBROOK ET AL .,
(1989) durchgeführt . Dazu wurde eine geeignete universell [a-
35 S]-CTP- markierte "antisense"- RNA-Sonde (11 .8 .2 . ; definiertes

Fragment mit bekannter Sequenz, welches den Promotorbereich ent-

hält) mit 100pg frisch denaturierter RNA aus K .pneurnoniae für 12h

bei 45 0 0 in 30 tl Hybridisierungspuffer (40mM PIPES pH 6,4 ; 1mM

EDTA, 0,4x4 NaCl, 80% Formamid) inkubiert . Anschließend wurden

nicht komplementäre, einzelsträngige RNA-Fragmente mit RNAse Ti

und RNAse A (BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim) abgespalten, die Hy-

bride aufgereinigt und gefällt wie bei SAMBROOK ET AL ., (1989),
beschrieben . Die Größenbestimmung der RNA : RNA- Hybride erfolgte
nach Denaturierung mittels eines 6% Acrylamid/ 7M Harnstoff Gels,

auf dem verschiedene radioaktiv markierte RNA- und DNA-Standards

definierter Länge mitgeführt wurden.

9.

	

Bestimmung von Enzymaidsvitdtn und ATP im Rohextrakt

9.1 . Herstellung von zellfreien Rohextrskfen

Die Anzucht der Zellen erfolgte, soweit nicht anders vermerkt, in

50 ml Minimalmedium mit 0,4% Glycerin und 0,1% D-Xylose über
Nacht bei 37°C (E .coli) bzw . über 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 Kühlzentrifuge GPKR,
10 min .,4000 Upm,4°C) geerntet, lx mit Aufschlußpuffer (10mM Tris
-HCI, 10mM MgC1 2 , 1mM DTT, pH7,6) gewaschen und in 0,9m1 dessel-
ben Puffers aufgenommen . Der Zellaufschluß erfolgte in einem Ep-
pendorf-Reaktionsgefäj3 unter Eiskühlung mit einem BRANSON SONI-
FIER B15 (BRANSON SONIC POWER, Danburg,USA) mit konischem Mikro-
tip . Es wurde kontinuierlich für 2x30 sec .bei maximaler Leistung
(output 4= 60 W) beschallt . Zwischen den Beschallungsvorgängen
wurden die Proben für 1 min auf Eis gekühlt . Danach wurden die
unlöslichen Zeltfragmente durch Zentrifugation (SIGMA-Kühlzentri--
fuge, 20 min ., 13000 Upm, 4°C) sedimentiert . Der Uberstand wurde

entweder direkt in die entsprechenden Enzymtests eingesetzt oder

If .1l4afea°iai and Methoden
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noch zusätzlich zur Abtrennung von Membranfragmenten (Entfernung

der "NADH_ bzw . NADPH-Oxidase") für 2h bei 45000 Upm und 4 0 C zen-

trifugiert (UZ-Extrakte ; Ultrazentrifuge L8-70M, BECKMAN Instru-

ments,Inc .,Calif ., USA) . Um auch noch niedermolekulare Metabolite

zu entfernen, wurden die Rohextrakte anschließend, wenn erforder-

lich, über eine NAPI O TM-Säule (PHARMACI.A LKB, Freiburg) aufgerei-

nigt .

9.2. SDS-Poiyacryisraidgeaeoektrophorese (PAGE)

Proteine aus UZ-Rohextrakten wurden elektrophoretisch auf 10%-

igen SDS-PAGE- Gelen, nach der Methode von LÄMMLI,(1970), aufge-

trennt . Als Puffersystem diente dabei Tris-Glycin (50mM Tris, 192

mM Glycin, 0,1% SDS) . Die Anfärbung der Gele erfolgte in 0,1%

Coomassie Brillant Blue, 7,5% Eisessig,30% Methanol . Die Entfär-

bung {15% Methanol, 7% Eisessig) erfolgte unter leichtem Bewegen

bis die Proteinbanden sichtbar wurden.

9.3 . Pröteirrbestirnrstung

Der Proteingehalt der Rohextrakte wurde nach der Methode von

BRADFORD, (1976) bestimmt, wobei Rinderserumalbumin als Eichsub-
stanz diente.

9.4. Testansätze

Die Messungen erfolgten bei der jeweils angegebenen Temperatur in

Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 1cm . Die Reaktionen wur-

den, wenn nicht anders vermerkt, durch Zugabe von Rohextrakt ge-
startet und die Zu- bzw . Abnahme der Extinktion bei 365nm gemes-

sen . Die Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit erfolgte

über einen angeschlossenen Monitor (SHIMADZU UV160 ; SHIMADZU,

Düsseldorf) . Die spezifischen Aktivitäten wurden als U/mg Protein

berechnet, wobei eine Enzymeinheit (IU) 1 µcool umgesetztes Sub-

strat pro min entspricht . Zur Berechnung wurde für NAD(P)H ein

Extinktionskoeffizient E 365 von 3,4 (10 mmol° 1 0 cm-1 ) eingesetzt.
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1 . Xyloseisom.erase (EoC .5a3e1e5a)

(modifiziert nach SCHELLENBERG ET AL ., 1984)

Die Messung der Xyloseisomerase erfolgte diskontinuierlich . Roh-

extrakte wurden 10 min . bei 35 00 in Xylose haltigem Puffer inku-

biert (Testansatz I), die Reaktion (750111) dann mit 0,25 ml 70%

Perchlorsäure auf Eis abgestoppt und nach 15 min . mit 1,5 ml 2M

KHCO3 neutralisiert . Nach Zentrifugation des gefällten Proteins

(SIGMA Kühlzentrifuge MK202, SIGMA GmbH, Deisenhofen), wurde die
gebildete Xylulose im Überstand mit Sorbit-Dehydrogenase und NADH

bei 30 00 (Testansatz II) mit Hilfe einer Eichkurve entsprechend

behandelter Xyluloselösungen bekannter Konzentrationen quantifi-

ziert.

I . Testansatz : Konz . im Test (mM)

0,8 ml Testpuffer pH 6,6 (333mM D-Xylose 266
40
4

50mM Maleinsäure
5mM MnC1 2

0,2 ml Rohextrakt

II .TeStansatz :

	

Konz . im Test (mM)

0,9
0,01
0,01
0,08

ml
ml
ml
ml

50mM Tris-HC1 pH 7,5
35mN! NADH (in 50mM Tris-HC1, pH 8,1)
0,85 mg/ml(Enzymprotein) Sorbit-Dehydrogenase
Reaktionsmix I . oder Xyluloselösung

45
0,35
0,34
0,2-4

U

2 . Xylulokinase (EaCe2e7 .1a17)

Die Xylulokinase wurde in einem neu entwickelten, diskontinuier-

lichen Testsystem gemessen, in dem Rohextrakte für 10 min . bei

35°C in Gegenwart von Xylulose und ATP inkubiert wurden (Testan-

satz I) . Die Reaktion wurde dann durch 30 sec . Erhitzen auf 100 0 C

abgestoppt und das gebildete Xylulose-5-Phosphat anschließend im

proteinfreien Überstand in einem gekoppelten Enzymtest bei 30 00

mit verschiedenen Hilfsenzymen bestimmt (Testansatz II) . Die Xy-

lulose-5-Phosphat-Konzentrationen ergaben sich aus einer Eich-

kurve mit bekannten Xylulose-5-Phosphatlösungen.

H. Material und Methoden
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1 e Fteaktionsansatz Konz . im Test (mM)

0,1 ml Testpuffer pH 7,8 (50mM Tris-HCL 25
50mM KCL 25
1mM EDTA 0,5

100mM ATP) 50
0,02 ml 500mM Xylulose 50
0,04 ml Aqua bidest.
0,04 ml Rohextrakt

IImTestansatz :

	

Konz . im Test (mM)

0,408 ml 50 mM Tris-HC1, 10 mM MgC1 2 ; 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-Ssomerase 3,5 U
0,001 ml 5 mg/ml GlukoseW6-Phosphat-Dehydrogenase 1,8 U
0,015 ml Aqua bidest .

0,1-40,040 ml Reaktionsansatz I oder Xylulose-5®Phosphat

3m Aldose-Reduktase (EmCs141e1e21)

(modifiziert nach VIIKkRl UND KORHOLA, 1986)

Die Messung der Aldose-Reduktase-Aktivität von Z .mobilis Zellen,
die in Komplexmedium mit 5% Glukose oder Fruktose gewachsen wa-
ren, erfolgte bei 25 00 und 340 nm . Als Extinktionskoeffizient f .r
NADPH wurde 6,22 (19 mmol -1

e cm-1 ) verwendet.

4 . Transketolase (E . C e 2 .2 . l . l . )

(modifiziert nach JOSEPHSON UND FRAENKEL, 1969)

Die Messung der Transketolase in UZ-Rohextrakten von E .coli und
rekombinanten Z.mobi~i Stämmen erfolgte bei 365 nm und 30 0 0.

Testansatz : Konz . im Test (mM)

1,325 an1. 0,27 M D-Xylose bzw. andere Aldose
in 50mM Mcllvaine pH 8,0

0,1 ml 5mM NADPH
0,05 ml Rohextrakt (UZ)

242

0,34
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Testansatz : Konz . im Test (mM)

0,425 ml 50 mM Tris-HCl ; 10 mM MgC1 2 42/

	

8,4
0,005 ml 50 mM Ribose-5m-Phosphat 0,5
0,005 ml 50 mM Xylulose-5-Phosphat 0,5
0,005 ml 25 mM Thiaminpyrophosphat 0,25
0,005 ml 20 mM NADH 0,20
0,005 ml Glycerin-3®Phosphat-Dehydrogenase/ 0,85U

Triose-Phosphat-Isomerase (GDH/TIM) 2,500
0,050 ml Rohextrakt (UZ)

5e Transaldolase (E .Cs2o2 .1 .2)
(modifiziert nach TCHOLA UND ?-TORECKER, 1966)

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

bei 340 nm und 25 0 C.

Testansatz :

	

Konz . im Test (mM)

0,418 ml 100 mM Triethanolamin , pH 7,8 84
20 mM EDTA 17

0,015 ml 140 mM Fruktose-6-Phosphat 33
0,005 ml

	

15 mM NADH 0,15
0,002 ml Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase/ 0,34U

Triose-Phosphat-Isomerase (GDH/TIM)
0,050 ml Rohextrakt (UZ)

5 min . bei 25 00 äquilibrieren, dann Start mit :

1,0

	

U

0,010 ml 30 mM Erythrose-4-Phosphat 0,6

6 . D-Ribose-5®Phosphat-isomerase (E mC .5a3m 1 .6 e)

(nach WOOD, 1969)

Der Ribose-S-Phosphat-lsomerase-Test basiert auf der durch Iso-

merisierung von Ribose-5-Phosphat zu Ribulose-5-Phosphat hervor-

gerufenen Absorptionszunahme bei 290 nm (37 0 C) bis zur Gleichge-

wichtseinstellung . Der Extinktionskoeffizient beträgt nach WOOD,

(1969) 0,072 le mmol -1 0 cm-l . Die Messung des Enzyms erfolgte in
E.coli und Z .mobilis Zellen, die in Komplettmedium mit Glukose
gewachsen waren und nach Zellaufschluß noch zusätzlich ultra-
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zentrifugiert, sowie über eine NAP10-Säule von niedermolekularen

Metaboliten befreit worden waren.

7 . D-Ribulose-5-Phosphat-Epimerase (E®Cm5m1 .3v1 .)

(nach WOOD, 1969)

Die Messung der Epimerase erfolgte nach dem Prinzip des Isomerase

-Tests bei 290 nm, wobei jedoch ein Überschuß von D-Ribose-5-

Phosphat-Isomerase zugesetzt wurde, der zur schnellen Gleichge-

wichtseinstellung führte . Durch anschließende Zugabe der Epimera-

se bzw . des Rohextraktes folgte eine weitere Extinktionszunahme,

die auf der Bildung von Xylulose-5-Phosphat beruhte.

Testansatz ; Konz® im Test (mM)

0,8 ml 100 mM Tris-HC1, pH 7,4 80
0,1 ml 100 mM Ribose-5-Phosphat 10
0,002 ml D--Ribose-5-Phosphat-Isomerase (200-400U/mg) 2U

5 min .37 0C bis zur

	

Glei2hgewichtseinstellung,
j 0,1 ml Rohextrakt (UZ, NAP

	

-10)
dann Start :

Neben den photometrischen Aktivitätsbestimmungen der Enzyme des
Pentose-Phosphat-Weges, wurden die Reaktionsprodukte zusätzlich

noch mittels Zuckeranalysator (BIOTRONIK) nachgewiesen und teil-
weise quantifiziert . Dazu wurden die Testansätze jeweils 10-30
min . bei 37 00 inkubiert, die Reaktion anschließend 30 sec . bei

100 0 0 abgestoppt, die proteinfreien Ansätze mit alkalischer Phos-

phatase dephosphoryliert und die Zucker im Zuckeranalysator (II.

10 .2 .) bestimmt.

Testansatz :

	

Konz . im Test (mM)

0,8 ml 100 mM Tris-HCI, pH 7,4

	

80
0,1 ml 100 mM Ribose-5-Phoss hat

	

10
0,1 ml Rohextrakt (UZ, NAP -10)
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9.5. ATP-Bestimmung

(modifiziert nach Boehringer Mannheim, 1984)

ATP wurde mit Glukose durch Hexokinase quantitativ zu Glukose-6-

Phosphat umgesetzt . In Gegenwart von Glukose-6-Phosphat-Dehydro--

genase wird Glukose-6-Phosphat von NADP~ oxidiert . Die während

der Reaktion gebildete NADPH+ H +-Menge ist der ATP- Konzentration

äquivalent . Die Messung erfolgte bei 340 nm und 25 0 C.

Testansatz :

	

Kong . im Test (mN)

0,522 ml Aqua . bidest.
0,35 ml 0,75M Triethanolamin ; 0,01M MgSO4 ;pH7,6 250/3
0,004 ml 10mg/ml Hexokinase e;6U
0,004 ml 5mg/ml Glukose-6-Phosphat=Dehydrogenase ,e;3U
0,010 ml 0,2M NADP} 2
0,010 ml IM Glukose 10

E 1 (340 nm) messen, dann Start mit:
0,100 ml ATP-Lösung oder Rohextrakt 0,01-0,1

E 2 {340 nm) nach Ablauf der Reaktion messen ( e,

	

20 min .)

10 . Bestimmung interner Zucker- und Zuckerphoephafkonzentrati®nen rriif

Mite der Silikonöizentrifugation

10.1 . Siiikoniiizer€trifugation

Zur Bestimmung interner Metabolite in Z .mobilis Kulturen ( OD 600
>-4) wurden die Zellen mit der Methode der Silikonölzentrifugation

in Perchlorsäure aufgeschlossen, (KLINGENBERG UND PFAFF, 1967).

Hierzu wurden 30µl 20%-urige Perchlorsäure und 65µl Silikonöl

(Dichte 1,03 g/cm, Silikonöl PN200 BAYER, Leverkusen) in 400µl

BECKMAN--Reaktionsgefäße pipettiert, 30sec . zentrifugiert (EPPEN-

DORF Mikrofuge E), so daß sich die Ölschicht aber der Perchlor-

säure befand . Auf 20-40 dieser Röhrchen wurden je 200 µl Kultur

gegeben . Durch Zentrifugation der Zellen in die Perchlorsäure,

erfolgte ein schneller Aufschluß und Trennung vom Medium . Zur

Aufarbeitung des Zellsedimentes wurde die Perchlorsäurephase mit

einem Skalpell abgetrennt, die Spitze des Röhrchens invers in ein

750µl EPPENDORF- Reaktionsgefäß überführt und 2 min . zentrifu-
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giert . Das Sediment wurde resuspendiert und die Zellen an-

schließend durch 5-minütige Beschallung im Ultraschallbad homo-
genisiert . Zur Neutralisierung wurden die Proben mit 25111 einer

5M KOH/ IM Triathanolamin-Lösung versetzt, (30min .-20 0C) . Kalium-
perchlorat, Zelltrümmer und Öl wurden durch Zentrifugation (EP-
PENDORF--Zentrifuge 5 min .,13000 Upm) vom Überstand getrennt . Die
Überstande der 20-40 aufgearbeiteten Proben wurden anschliej3end

vereinigt, um genügend Material für die Analysen zu haben . Die
internen Metabolitkonzentratianen konnten aus der ermittelten

Konzentration, unter Einbeziehung des Trockengewichts und des Cy-
toplasmavolumens, errechnet werden.

10.2. Nachweis von Aldosen und Ketosen mittels Borat-Komplex-Chromatographis
mit Anionsnaustauschsr

Die Auftrennung von reduzierenden Zuckern in Boratform erfolgte

nach KHYM UND ZILL, (1951) mit dem BIOTRONIK-Gerat LC2000 (BIO-
TRONIK, Maintal) . Unter alkalischen Bedingungen bilden Zuckermo-

leküle mit Kaliumborat anionische Boratkomplexe, die mit dem ba-
sischen Säulenmaterial in Wechselwirkung treten ° Kaliumboratpuf-
fer steigender Konzentration bewirken bei ansteigendem alkali-
schen pH, sukzessiv die Ablösung vom lonenaustauscher . Durch Zu-
satz von Cu t+/ Bicinchoninat wird der eluierte Zucker-Borat-Kom-
plex bei hoher Temperatur (100 0C) oxidiert, wobei ein farbiger
Cut+/ Bicinchoninat--Komplex entsteht, der bei 570 nm im Durch-
flußphotometer gemessen wird.

An.alvsenbedinqunqen®

Vorsäulea

	

1x 9 cm ; DOWER 1X4, 200-400 mesh (BIOTRONIK,Maintal)
Trennsäule : 0,px 30 cm ; Durrum DA-X-4-20 (DIONEX, Weiterstedt)
Temperatur : 6O 'C
Puffer zur Aqulibrierung® A 0,1 M KBO 3 , pH 8,0

	

(45 min .)
zur Elution

	

B 0,2 M KBO 3 , pH 8,15 {60 min .)
: C 0,4 M KBO3 , pH 9,45 (120 min .)

zur Regenerierung° F 10% (w/v) Tetraborat (45 min .)
Nachweisreagenz :

	

Na-Bicinchoninat

	

1,0 g/l
K2CO3	209,5 g/l
Asparaginsäure

	

1,85 g/l
CuSO4x5H2O

	

0,5 g/l
Pumpenleistung°

		

Pufferpumpe 60 ml/h
Reagenzpumpe 60 ml/h

Probenvolumene

	

20-504.1
Probenkonzentrationm

	

5-50 nrnol
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Alle eingesetzten Puffer wurden zuvor filtriert (Membrabfilter

0,2 gym ; PALL, Dreieich)

Zur Quantifizierung der verschiedenen Zucker wurden für die ein-

zelnen Zucker, Eichkurven mit bekannten Konzentrationen herge-
stellt . Fiir die zu analysierenden Zucker ergaben sich folgende
Retentionszeiten:

Zucker Retentionszeit (min)

D-Erythrose 82
D-Fruktose 101
D-Glukose 161
D-Glycerinaldehyd $2
D-Ribose 83
D-Ribulose 104
D-Sedoheptulose 105
D-Xylose 122
D-Xylulose 80

Alkalische Phospatase-Behandlung
Zur Überführung phosphorylierter Zucker bzw .- Zuckeralkohole in

ihre nicht phosporylierte Form wurde eine alkalische Phosphatase-
Behandlung durchgeführt . Dazu wurden 40(411 Zellextrakt (I1 .10 .1)

mit 200111 PIPES-Puffer (0,2M, pH 8,4) und 12U alkalischer Phos-
phatase aus Kälberdarm (CIP) lh bei 37 0 C dephosphoryliert . Die
Extrakte konnten im folgenden direkt analysiert werden, oder wur-
den bei -20 00 aufbewahrt.

10 .3 . Nachweis von Z13cke€'aiEcohoIei1

Photometrischer Test

Zur Quantifizierung von Xylit und Sorbit wurde ein Farb-Test
nach BOEHRINGER MANNHEIM (Lebensmittelanalytik) durchgeführt . Da-
bei werden die Zuckeralkohole mit NAD + 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 meßbar ist (Extink-
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tionskoeffizient E= 19,9 (1 ® mmol -1 ® cm-1 ).

Die Durchführung und Berechnung erfolgte wie von BOEHRINGER be-

schrieben mit einem Testansatz bestehend ausa 0,5 ml Puffer (200

mM Triäthanolamin, 50 mM K2HPO4 ; pH8,6), 0,1 ml NAD+/ Diaphorase-

Lösung (13 mM NAD+ , 3,4 U/ml Diaphorase), 0,1 ml INT (1,2mM), 0,7

ml Aqua bidest ., 0,05 ml Probe (<0,lmg/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- Konzentrationen"

konnte die jeweilige Xylit-Konzentration ermittelt werden.

Qualitativer Plattentest

Für die Suche Aldose-Reduktase negativer Mutanten wurde ein

Plattentest zum qualitativen Xylit- Nachweis entwickelt . Die mu-

tagenisierten Z.mobili5 Kolonien wurden auf Vollmediumplatten mit

5% Fruktose und 2% Xylose ausgestrichen (Xylit-Produktions-

medium ; 50 Kolonien/Platte) und 2d bei 30 00 inkubiert . Anschlies-

send wurde ein Nylonfilter BIODYNE A (PALL,Dreieich) für 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

l0111 Testlösung versetzt, (Zusammensetzung wie im photometrischen
Test) . Nach 10-30 minütiger Reaktionszeit wurde die Färbung der
Kolonieumgebung ausgewertet . Kolonien mit schwacher Färbung wur-
den gesammelt, (geringe Xylitolbildung) und mittels photometri-

schem Test und Aldose-Reduktase-Enzymtest weiter untersucht.

~ ~ . Umsatz von 14C-[U]eXyiose

Die Anzucht der Z .mobilis Stämme erfolgte über Nacht in Vollme-
dium mit 5% Glukose . Die Zellen wurden morgens steril abzentri-
fugiert (BECKMAN Kühlzentrifuge, 3500 Upm,5 min . 4 0C), 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--Gefäj3en" wur-

de mit lµCi 14C-[U]-Xylose versetzt, die Radioaktivität des Me-

diums vor Zugabe der Zellen bestimmt und anschliej3end mit der ge-

waschenen Vorkultur beimpft (OD 50r 4) . Die Kulturen wurden bei

55 Upm und 30 00 geschüttelt und das gebildete CO 2 mit 200111 2N

NaOH (im "Warburg-Arm") aus dem Carbonat-Gleichgewicht entzogen.

Ober einen Zeitraum von 2 d wurde täglich eine Probe Kulturmedium

sowie die NaOH entnommen . Die Radioaktivität wurde im Szintilla-

tionszähler gemessen . Die Kultur wurde täglich mit 1% Fruktose

versetzt, um die Überlebensrate von Z.mobilis zu erhöhen ° 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

CO2 vergärt.

1I. Material und Methoden
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Hi o Ergebnisse

~ .

	

Klonlerung und molekularbiologische Charaiderisierung des

Xyl®se® Operons aus Kiebsiella pneumoriiae KAY 2026

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war es erforderlich, einen ge-

eigneten Organismus zur Isolierung der Gene für Xyloseisomerase

und Xylulokinase, auszuwählen . Das gram- negative Enterobakterium

K. pneumoniae KAY2026 (SPRENGER UND LENGELER, 1984), bot sich aus

folgenden Gründen als Donorstamm des Xylose-Operons an:

guter gram- negativer Xylose- Vergärer

Charakterisierung der heterologen xyl- DNA in reck E .coli

xyl - Mutanten möglich

t~ . Herstellung shier CosmldwGenbank aus ~ pneumorgae KAY 2026 und

Isolierung der Xyiosea Gene

Zur 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 Genomgröße des
Bakteriums von etwa 4x 10 3 kb und einer durchschnittlichen Ver-

packung von 30-45kb großen Fragmenten in den Vektor pHC79, rei-

chen 300-500 Cosmid- Klone aus, um das Genera abzudecken, (GLOVER,
1985) . Chromosomale DNA aus K.pneumoniae KAY2026 wurde mit dem
Restriktionsenzym Sau3A partiell gespalten, Fragmente mit einer

Größe 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 HB101, der eine mutation im Xyloseisomerarase- Gen

trägt, mit dem Phagenlysat infiziert und auf LB-Agarplatten mit
Ampicillin selektioniert, (Abb .l) . Aus der "Cosduktion" gingen

610 Amp-resistente Klone hervor . Diese Kolonien wurden auf LB--

Nährböden mit Tetracyclin ausgestrichen, um zu überprüfen, 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

führen . 92% der isolierten Kolonien waren sensitiv gegenüber Tet--
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racyclin, d .h .trugen DNA-Inserts . In einer nachfolgenden Schnell-

plasmidpräparation aus 24 Cosmid-Klonen wurde die mittlere Größe

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

Anschließend wurden alle Kolonien der Genbank auf McConkey-Plat-

ten mit I% Xylose und Ampicillin ausgestrichen, um solche Kolo-

nien zu finden, bei denen die xylA- Mutation des Stammes E .coli
HB101 durch das Cosmid komplementiert wurde . Unter den getesteten

Kolonien zeigten zwei Klone eine starke Rotfärbung auf McConkey+

Xylose-Platten . Die Rotfärbung beruht auf der Säureproduktion

beim Wachstum auf Xylose und deutet auf die Komplementation des
xy1A Defektes hin . Die beiden Cosmide trugen damit zumindest das

xylA- Gen des Xylose-Operons.

Im folgenden wurde das Plasmidmuster der beiden isolierten xyl +

-Cosmide nach verschiedenen Restriktionen untersucht. Die Cosmide
pZY200-1 bzw.-2 zeichneten sich durch verschiedene Restriktions-

muster aus,wobei jedoch einzelne Fragmente beiden Konstrukten ge-

meinsam waren, (in beiden Cosmiden vorhanden war, z .B . nach Re-

striktion mit EcoRI : 5kb Fragment ; mit BamHI : 20kb Fragment ; mit

Smal : 9kb Fragment) . Hieraus war zu schließen, daß die zwei Klone

unabhängig voneinander entstanden waren und beide Anteile der Xy-
lose-Gene trugen . Das Cosmid pZY200-1 war e;40 kb groß, das Plas-
mid pZY200-2 etwa 55kb.

üm zu überprüfen, ob die isolierten Cosmide auch das xylB Gen für
die Xylulokinase kodierten, wurde eine A -Cosduktion (A vir ) in
die xy1AB- Mutante E.c°oli LR2-168 durchgeführt . Dazu wurden expo-
nentiell wachsende E.coli HB101/ pZY200-1 bzw. -2 Stämme mit dem
Phagen Avir lysiert, wobei die Cosmid-DNA in Phagenköpfe verpackt
wurde . Das gewonnene, sterilfiltrierte Phagenlysat diente zur In-
fektion der Mutante E.coli LR2-168, und die Selektion der cosmid-

tragenden Klone erfolgte auf McConkey+Xyl+ Amp-Platten . Das Plas-

mid pZY200-l komplementierte sowohl xylA als auch xylB° Mutanten
auf McConkey+ Xylose-Platten . Das Cosmid pZY200-2 komplementierte

xy1B- Mutanten nicht, kodierte daher nicht für die Xylulokinase

und wurde im folgenden nicht weiter untersucht.
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Abb .l : Schema der Cosmid-KIonierung

Restriktion der chromosomalen DNA mit Sau3A

gelelektrophoretische Auftrennung des Ansatzes
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Isolierung von 30-50 kb Fragmenten aus dem Gel

Ligation der Fragmente in BamH1 geschnittenen Vektor p1-1C79

in vitro Verpackung durch Phagenlysat

Cosduktion in E.coli I-1BI

	

(xyl-5)

Selektion auf ampicillinhaltigen Nährböden
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Vor einer weiteren Charakterisierung des isolierten Xylose-Ope-

rons war es notwendig, die Xylose-Gene zunächst subzuklonieren.

Die Cosmid-DNA pZY200-1, die zuvor durch isopyknische Zentrifu-
gation gereinigt worden war, wurde vollständig mit dem Restrik-

tionsenzym Kpnl geschnitten und das erhaltene Fragment-Gemisch in

den ebenfalls mit Kpnl geöffneten Vektor pUC19 ligiert . Der Liga-

tionsansatz wurde in den Stamm E .coli HB101 transformiert und die

Selektion erfolgte auf ampicillinhaltigen McConkey-Platten mit 1%

Xylose . Unter 35 erhaltenen Transformanden komplementierte ein

Klon den xylA-Defekt des Stammes E .coli HB101 . Das Plasmid pZY190

wurde in die zur Verfügung stehenden xy1°Mutanten E.coli LR2-168

(xylAB) und E.coli L233 (xylB) transformiert . Durch Komplementa-

tionsanalyse der Transformanden auf McConkey+ Xylose-Platten und

durch nachfolgende Enzymtests wurde bestätigt, daß auch das xylB-

Gen vollständig auf dem Konstrukt pZY190 vorlag.

1 .2. Restrildionkartlerung der 3LySose®Gene auf dem Plasrnld p 190 und

Transposonmutagenese der Plasmlde p 190 und pZY240

Das Plasmid pZY190 wurde zunächst durch Restriktionskartierung

näher charakterisiert, bevor die Lage der Gene xylA und xylB auf

dem 14,9 kb großen KpnI-Fragment mittels Tn1725-Mutagenese (nach

UBBEN UND SCHMITT, 1986) eingegrenzt wurde.

Durch isopyknische Zentrifugation gereinigte Plasmid-DNA wurde

mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen gespalten und die

DNA-Fragmente anschließend zur Analyse auf Agarose-Gelen aufge-
trennt . Die Größe der DNA-Fragmente wurde anhand mitgeführter Mo-

lekulargewichtsmarker bestimmt . Abb . 2A zeigt die ermittelte Re-
striktionskarte des Plasmids pZY190.

Zur Ermittlung der Position der Gene xylA und B auf dem 14,9 kb

großen chromosomalen KpnI-Fragment, wurde eine Transposonmutage-
nese durchgeführt . Dazu wurde das Plasmid pZY190 in den Stamm E.
celi N.V12 pRts : :Tn1725, transformiert . Die Selektion der Trans-

formanden erfolgte auf LB-Nährböden mit Chloramphenicol (zur Se-

lektion auf das Transposon Tn1725) und Ampicillin (zur Selektion

auf pZY190) . Die erhaltenen 20 Transformanden wurden im Sektor-

ausstrich auf den gleichen Nährboden überstrichen, Tiber Nacht bei

37 0C und anschließend für 4d bei 30 00 inkubiert . In diesem Zeit-

raum finden Transpositionsereignisse von Tn1725 statt, die bevor-
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zugt in Plasmide erfolgen, (UBBEN UND SCII ITT, 1986) . Von 20 Ko-

lonien wurden Plasmidschnellpräparationen durchgeführt und die

Plasmid-DNA in die E.coli xylA Mutante HB101 transformiert . Die

Transformanden wurden auf LB-Platten, versetzt mit Chlorampheni-

col und Ampicillin, selektioniert . Die nachfolgende Differenzie-

rung erfolgte auf McConkey+Xylose- Platten und den entsprechenden

Antibiotika .Aus jedem Transformationsansatz gingen rote und weis-

se Kolonien hervor . Diese verschiedenen Phänotypen ließen den

Schluß zu, daß bei den weißen Kolonien die Transposoninsertion in

das Xylose-Operon, wahrscheinlich in das xylA-Gen erfolgt war und
die roten Kolonien das Transposon im xylB-Gen oder jenseits der

Xylose-Gene inseriert hatten. Diese erste phänotypische Differen-

zierung wurde im folgenden in Schnellplasmidpräparationen mit an-

schließenden Restriktionsanalysen weiter untersucht . Durch Re-

striktionen der isolierten Plasmide mit Iiindlll, EcoRI und einer

Doppelrestriktion mit Hind III/ EcoRI und Auftrennung auf einem

Agarose-Gel konnte die Position der jeweiligen Transposoninser-

tion auf dem Plasmid pZY190 festgelegt werden (Abb .2B) .Durch Kom-

bination der Transposoninsertionen mit den entsprechenden Phäno-

typen auf McConkey+ Xylose- Platten wurde die Lage der Xylose-Ge-
ne auf dem Plasmid pZY190 auf einen Bereich von etwa 5kb einge-

grenzt.
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Abb .2 : Physikalische Karte des Plasmids pZY190 (A) und Transpo-
sonmutagenese des Vektors mit Tn1725 (B) . Abb .2B zeigt das Ergeb-
nis der Komplementationsanalysen der pZY190 : :Tn1725 Konstrukte in
der xylA Mutante E.coli HBIOI auf McConkey+ Xylose-Platten:
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Xylt.Phänotyp durch Tn-Insertion unbeinflaßt, d .h .xylA intakt
Xyl° Phänotyp 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 .Vl bezeichnet das Konstrukt pZY190 : :Tn1725-1, das
für die weitere Subklonierung eingesetzt wurde.
Die ermittelte Position des xylA-Gens (randständig zum Vektor pUC
19) und die daraus abgeleitete Position für xylB ist in Abb . 2A
angegeben.

Das Transposon Tn1725 bietet den Vorteil, neue Schnittstellen wie
z .B . die Restriktionschnittstelle KpnI in Plasmide einzuführen.

Hierdurch war es im folgenden möglich,das Xylose-Operon als 5,9kb
großes Kpnl-Fragment aus dem Konstrukt pZYl90 : : Tn1725-1 in die
Kpnl- Schnittstelle des Vektors pUC19 subzuklonieren . Das Subklo®
nierte KpnI-Fragment trug neben den Xylose-Genen einen . 1,3kb- An-

teil des Transposons Tn1725, der die Expression des Xylose-Ope-
rons jedoch nicht beeinflußte .Das neue Konstrukt pZY220 war 8,6kb

groß und komplementierte sowohl xylA als auch xylB-Defekte voll-
ständig . Im folgenden wurde mit dem Plasmid pZY220 eine genauere
Restriktionskartierung durchgeführt (Abb .3).

Abb o_3 : Restriktionskarte des Plasmids pZY220 . Es sind nur die für
weitere Klonierungen relevanten Schnittstellen dargestellt . Ab-
kürzungen sind dem Abkürzungsverzeichnis zu entnehmen.
placZ= Promotor des ß-Galaktosidase=Gens
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Um den Transposonanteil von 1,3 kb aus dem Konstrukt pZY220 zu

entfernen, wurde das 4kb Fstl-Fragment aus dem Vektor pZY220 iso-

liert und in die PstI-Schnittstelle des Vektors pUC19 kloniert.

Die Transformation dieses Konstruktes pZY240 in den Stamm E .coli

HB101, führte bei Selektion auf McConkey-I-Kyl +Amp-Flatten zu weis-

sen Kolonien, obwohl das xylA Gen auf dem Plasmid vollständig

vorlag und somit komplementieren sollte, (vgl . Abb .2) . Die weite-

re Untersuchung dieses Effektes und die Eingrenzung der verant-

wortlichen Region sind in Abschnitt 111 .1 .6 . dargestellt.

Das Plasmid pZY240 führte in keiner der zur Verfügung stehenden

xyl- Mutanten E.coli HB101, L233 und LR2-168 zur Säureproduktion

aus Xylose ; es trat jedoch schwaches Wachstum und damit Komple-

mentation auf Minimalmedium+Xyl auf, so daß davon auszugehen war,

daß xylA und B auf dem Konstrukt vorlagen . Es wurde eine weitere

Transposonmutagenese mit Tn1725 und dem Plasmid pZY240 durchge-

führt, um nun auch das xylB-Gen genau einzugrenzen . Die Durchfüh-

rung der Mutagenese erfolgte wie bereits für das Plasmid pZY190

beschrieben. Die erhaltenen pZY240 : :Tn1725 Plasmide wurden auj3er

in der xylA- Mutante E.coli HB101 auch jeweils parallel in den

beiden anderen xyl - Mutanten bezüglich Komplementation auf Mini-
mal-+Xylose+Amp-Agarplatten getestet . Das Ergebnis der Mutagenese
und der Komplementationsanalysen ist in Abb . 4 dargestellt . Das

xylA- Gen konnte auf einen Bereich von 1,5 kb eingegrenzt werden

und liegt etwa lkb hinter dem lacZ-Promotor von pUC19 . "Down.-

stream" von xylA liegt das xylB-Gen mit einer Größe 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 vollständig auf dem Konstrukt vorlag.

Nachdem das Xylose-Operon in den Vektoren pZY220 und pZY240 re-

lativ genau kartiert worden war und die Messung der Enzymaktivi-

täten zeigte, daß die Klonierung der Gene auf Vektoren mit hoher

Kopienzahl, wie z .B . pUC19, nicht zur Überexpression führte
(111 .1 .3 .), erschien es notwendig, die Promotorregion des Xylose-

Operons zu untersuchen und zu entfernen . Damit sollte eine kon-

stitutive Genexpression ausgehend von Xylose-unabhängigen Promo-

toren erreicht werden (111 .1 .6 .).
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Abba4 : Transposonmutagenese des Plasmides pZY240 und Komplemen-
tationsanalyse in E.coli xyl- Mutanten auf Minimal-+ Xylose-Plat-
ten.
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1 .3. Expression der konstruierten xyi°Plasmide E coil Stdmmen

Die Plasmidkonstruktionen des aus K.pneumoniae KAY2026 klonierten
Xylose- Operons wurden in den verschiedenen zur Verfügung stehen-

den E.coli xy1 - Mutanten, sowie teilweise in E .coli Wildtyp im
Hinblick auf die plasmidvermittelten Enzymaktivitäten von Xylose-

isomerase und Xylulokinase untersucht.

In Tabelle 4 ist eine Zusammenstellung der Enzymaktivitäten der

verwendeten Stämme zu sehen, sowie die Enzymaktivitäten der E.

coli Stämme nach Transformation mit verschiedenen xyl-Plasmiden.

Die Enzymaktivitäten wurden nach Xylose-Induktion gemessen . Es
wird deutlich, da,3 die Konstrukte pZY190, pZY220 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 Aktivitäten lagen im Be-
reich von chromosomalen Aktivitäten fair Xyloseisomerase und -Ki-
nase . Die xylA Mutation von E.coli HB101 wurde durch das Plasmid

pZY240 komplementiert, es war jedoch eine starke Reduktion der

Xylulokinase-Aktivität feststellbar (phänotypisch Xyl°) . Das Kon-
strukt pZY240 scheint die Expression von xylB zu verhindern.

Stamm Plasmid Spezifische Aktivität der
Xyloseisomerase

U/mg
Xylulokinase

U/mg

. pnea oniaeä
KAY 2026

E.coli :

0,30 2,10

ED°o757 0,36 0,91
HB101 ( xystA) 0 1,88
L233 (xylB) 0,86 0
LR2-168 (xy-lAS) 0 0

HB101 pZY200 0,40 1,10
HE101 pZY190 0,43 0,99
HB101 pZY220 0,51 1,34
HB101 pZY240 0,52 0,01
LR2-168 pZY220 0,44 0,61
L233 pZY220 0,63 1,14

Tab . 4m Vergleich der Xyloseisomerase- und Xylulokinase-
Aktivi-täten verschiedener rekombinanter E .coli Stämme und ihrer Eiter-
stämme nach Wachstum in MM-Medium mit 0,4% Glycerin und 0,1% Xy-
lose . Die angegebenen Aktivitäten sind Mittelwerte aus min-
destens 2 unabhängigen 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, daß die Enzymaktivi-

täten auf den Konstrukten pZY190 und pZY220 weiter durch Xylose

induzierbar waren . Der Induktionsfaktor durch Xylose lag bei et-

wa 3-5 verglichen zu den Enzymaktivitäten Fruktose gewachsener
Bakterien . Die Induktion durch Xylose war jedoch deutlich schwa-

cher als diejenige bei chromosomaler Genexpression (Enzymaktivi-

tät nur nach Induktion nachweisbar),was durch die hohe Kopienzahl
der Plasmidkonstrukte und einem damit verbundenen erhöhten Grund-

niveau an Enzymaktivität erklärbar ist.

Sehr deutlich wurde auch die starke Katabolitrepression der Xylo-

se- Gene in den Konstrukten pZY190 und pZY220,(Tab .5) . Bei in Ge-
genwart von Glukose gewachsenen pZY220 rekombinanten Stämmen

konnte weder Xyloseisomerase noch -Kinase®Aktivität nachgewiesen
werden . Erst nach Deletion des 5'--upstream-Bereiches des xylA-
Gens im Konstrukt pZY222 (111 .1 .5 .) war die Glukose-Reprimierbar-
keit der Xylose-Gene aufgehoben (Tab .5) . Hier war vollständige
Expression der Xylose-Gene erst nach Induktion mit IPTG nachweis-

bar, da auch der lacZ-Promotor katabolitreprimiert wird.

Stamm

	

Plasmid

	

Spezifische Aktivität
(U/mg)

Xyloseisomerase

	

Xylulokinase

Glukose Glyc/Xyl

	

Glukose Glyc/Xyl

E . coil

HB101

	

pZY220

	

0,04

	

0,51

	

0

	

1,34

HB101

	

pZY222 IPTG

	

0,53

	

1,41

	

1,08

	

1,90

HB101

	

pZY222 +IPTG

	

1,54

	

n .g .

	

1,75

	

n .g.

Tabe 5 :. Vergleich der Enzymaktivitäten rekombinanter E.coli HB101
Stämme nach Wachstum in Minimalmedium versetzt mit 0,4% Glukose
(reprimierend) oder 0,4% Glycerin -1- 0,1% Xylose (induzierend).
Der Vektor pZY220 enthält den xyl-Promotor ; im Plasmid pZY222 ist
der gen-eigene Promotor entfernt . Zur Induktion des placZ im
Konstrukt pZY222 wurde 1mM IPTG zugesetzt . n .g .= nicht gemessen
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IA . Sequenzanalyse des Xylose®Operons aus K. pneumoniae KAY 2026

Die Charakterisierung des Xylose-Operons aus K .pneumoniae KAY2026

wurde durch Bestimmung der DNA-Sequenz vervollständigt . Die DNA-

Sequenz der kodierenden Regionen xylA und xylB, sowie der Pro-

motorregion des Operons wurde doppelsträngig mit der Didesoxy-

methode von SANGER ET AL ., (1977), modifiziert nach TABOR UND RI-

CHARDSON,(1987), durchgeführt . Es erfolgte eine Plasmidsequenzie-

rung in pUC18/19 und pGEM7Zf -Vektoren mit käuflichen "Primern " .

Für die Sequenzierungsreaktionen wurden die in Abb .5 dargestell-

ten Fragmente,in die Vektoren pUC oder pGG kloniert und mit Hil-

fe von Exonuklease III jeweils unidirekt;onal verkürzt, so daj3

Fragmente mit GröOenabstufungen von etwa 200 bp entstanden . Die

Plasmid- DNA wurde entweder über isopyknische Zentrifugation iso-

liert oder es wurden aufgereinigte Miniplasmidpräparationen in

die Sequenzierungsreaktionen eingesetzt . Bei diesen Sequenzie-

rungsansätzen konnten in einer Reaktion ausgehend von der Bin-

dungsstelle des verwendeten "Primers" etwa 250 bis 300 Nukleotide

ermittelt werden.

Abb . 5s Sequenzierungsstrategie für das Xylose-Operon aus Kiebsi-

ella pneumoniae KAY2026 . Von den gezeigten Fragmenten wurden je-
weils sukzessiv verkürzte Vektoren mit Exonuklease III herge-
stellt, die in die Sequenzierung eingesetzt wurden.

: Richtung derExonukleaselll Behandlung
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Die Nukleotidsequenz des Xylose-Operons sowie benachbarter Regi-

onen wurde Tiber 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 groben

offenen Leserastern auf, die für die Gene xylA und xylB kodieren.

Das xylA- Gen ist 1320 bp, das xylB- Gen 1449 bp grob . Die beiden

Gene sind durch eine 89 bp lange intergenische Region voneinander

getrennt, in der sich theoretisch "stem-loop" Strukturen ausbil-

den könnten, die zur Termination der Transkription Eiihren könnten

(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

AACGGTTGACTGGATATTATTTT 7'GCGAGCTGCG'CACGTTGTGATTCTCTCAATG ..~°sCGTG -205
cAMPICRP

TGTGAAATAACGTAATTGAGGAAAAATGAAAGCGAAATTCTATATTGGCTTAAACCCGTC -145
cAMP /CRP

	

-35

	

-10

	

**

ATAC'?'TCAAGTTGTAGGTGGGTTGGTGACATTCGTTCG`1`CCGCCCCCGGTTACCGGACTG -85
exo 0,6

CGCGCTCCTGCCGCCTTCCTGCAACTCGAATTATTTAGGGTATCTGATTGGTTATTCGCC -25

+1
GCATCTCTGAATATGGAGTTCTCTATGCAGACCTATTTCGATCAACTCGATCGCGTTCGT 36

SD

	

MetGlnThrTyrPheAspGlnLeuAspArgValArg
~-7-A

'Ì ACGAAGGCCCGÄAATCCACTAACCCGCTGGCTTTCCGTCATTACAACCCGGATGAACTG 96
TyrGiu.GlyProLysSerThrAsnProLeuAlaPheArgHisTyrAsnProAspGluLeu

GTGCTGGGCAAACGGATGGAAGATCATCTGCGTTTTGCGGCCTGTTACTGGCACACCTTC 156
ValLeuGlyLysArgMetGluAspHisLeuArgPheAlaAlaCysTyrTrpHisThrPhe

TGCTGGAATGGCGCCGATATGTTTGGCGTGGGCTCCTTTGATCGTCCCTGGCAGCAGCCT 216
CysTrpAsnGlyAlaAspMetPheGlyValGlySerPheAspArgProTrpGlnGlnPro

GGCGACGCCCTGGAGATGGCCAAACGCAAAGCCGATGTGGCGTTCGAATTCTTCCATAAA 276
GlyAspAlaLeuGluMetAlaLysArgLysAlaAspValAlaPheGluPhePheHisLys

CTCAACGTGCCTTACTACTGCTTCCACGACGTTGACGTCTCGCCGGAAGGGGCGTCGCTC 336
LeuAsnValProTyrTyrCysPheHisAspValAspValSerProGluGlyAlaSerLeu

AAGGAGTACAGCAATAACTTCGCCCGGATGGTCGAGGTGCTGGCTGAGAAACAGCAGCAG 396
LysGluTyrSerAsnAsnPheAlaArgMetValGluValLeuAlaGluLysGlnGlnGln

I~i. Ergebnisse
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AGCGGCGTGAAGCTTCTGTGGGGGACCGCAAACTGCTTTACCAACCCCCGCTACGGCGCC 456
SerGlyValLysLeuLeuTrpGlyThrAlaAsnCysPheThrAsn.ProArgTyrGlyAla

GGCGCGGCCACCAACCCGGATCCGGAAGTATTTAGCTGGGCGGCCACCCAGGTGGTCACC 516
GlyAlaAlaThrAsnProAspProGluValPheSerTrpAlaAlaThrGlnValValThr

GCCATGAATGCCACCCATCAACTGGGCGGTGAAAACTATGTGCTCTGGGGCGGTCGCGAG 576
AlaMetAsnAlaThrHisGlnLeuGlyGlyGluAsnTyrValLen.TrpGlyGlyArgGlu

GGCTATGAAACCCTGCTGAATACCGACCTGCGCCAGGAGCGTGAGCAGTTGGGCCGCTTA 636
GlyTyrGluThrLeuLeuAsnThrAspLeuArgGlnGluArgGluGlnLeuGlyArgLeu

TTGCAGCTGGTGGTGGAGCA'1'AAGCATAAAATCGGCTTTAAAGGCACGCTGCTGATTGAG 696
LeuGlnLeuValValGluHisLysHisLysIleGlyPheLysGlyThrLeuLeulleGlu

CCCAAACCGCAGGAGCCGACCAAGCATCAGTATGACTATGATGCCTCTACCGTTTACGGC 756
Pro Lys ProGlnGluPro ThrLys HisGlnTyrAsp Tyr Asp Ala SerThrValTyrGly

TTCCTCAAACAGTTTGGTCTGGAAAAAGAGATTAAACTGAATATTGAAGCTAACCATGCC 816
PheLeuLysGlnPheGlyLeuGluLysGlulleLysLeuAsnlleGluAlaAsnHisAla

ACGCTCGCCGGCCATTCGTTCCATCATGAAATTGCGACGGCCATTGCGCTGGGGCTGTTC 876
ThrLeuAlaGlyHisSerPheHisHisGlulleAlaThrAlalleAlaLeuGlyLeuPhe

GGCTCCGTTGACGCCAACCGCGGCGATCCGCAGCTGGGCTGGGATACCGACCAGTTTCCG 936
GlySerValAspAlaAsnArgGlyAspProGlrrLeuGlyTrpAspThrAspGln .PhePro

AACAGAGTCGAAGAAGACGCCCTGGTGATGTATGAGATCTTCÄAAGCGGGCGGCTTCACC 996
AsnArgValGluGluAspAlaLeuValMetTyrGlullePheLysAlaGlyGlyPheThr

ACCGGCGGGCTCAACTTTGATGCTAAAGTTCGCCGGCAAAGCACCGACAAATACGATCTG 1056
ThrGlyGlyLeuAsnPheAspAlaLysValArgArgGlzaSerThrAspLysTyrAspLeu

TTCTATGGTCATATTGGCGCGATGGATACCATGGCCGTATCGCTGAAGGTCGCGGCGCGG 1116
PheTyrGlyHis ZleGlyAlaMetAspThrMetAlaValSerLeuLysValAlaAlaArg

ATGATCGAGGACGGCGAACTGGATAAGCGCGTGGCCAGACGGTACGCCGGCTGGAACGGT 1176
MetIleGl.uAspGlyGluLeuAspLysArgValAlaArgArgTyrAlaGlyTrpAsnGly

GAGCTGGGGCAGCAGATCCTTAACGGGCAGATGACCCTGAGCGATATTGCCCAGTATGCC 1236
GluLeuGlyGlnGlnlleLeuAsraGlyGlrMetThrLeuSerAsp lleAlaGlnTyrAla

GCTCAGCATCAGCTGGCGCCGCAGCATCGCAGCGGCCAGCAGGAACAACTGGAAAACCTG 1296
AlaGlnHisGlnLeuAlaProGlnHisArgSerGlyGln .GlnGluGlnLeuGluAsnLeu

GTCAACCATTATCTGTTTGACAAGTAATCATACGGCGGGCGCCGGGGTGACCGGCGCCAG 1356
ValAsnHisTyrLeuPheAspLys 	 	 >

	

<•	
+1

ACCAGGATGCTCTGTTCGCGCCACGTCAGCCGTGCGGTTTAAGGAGAGGGAGTATGTATA

	

7
SD

	

MetTyrT
zy1B

TCGGCATCGATCTGGGGACGTCGGGCGTCAAAGCCATTCTGCTCAATGAGCAGGGTGAGG 67
leGlylleAspLeuGlyThrSerGlyValLysAlalleLeuLeuAsn.GluGlnGlyGluV

TAGTGGCATCGCATACCGAAAAACTCACCGTCTCGCGTCCGCATCCGCTGTGGTCGGAGC 127
alValAlaSerHisThrGluLysLeuThrValSerArgProHisProLeuTrpSerGluG
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AAGATCCCGAACAGTGGTGGCTGGCGACGGACACGGCGATGAAAGCCCTGGGCGCGCACG 187
1nAspProGluGlnTrpTrpLeuAlaThrAspThrAlaMetLysAlaLeuGlyAlaHisA

ATAGCCTGCGCCACGTGAAGGGCCTGGGCATTGCCGGGCAGATGCACGGCGCCACCCTAC 247
spSerLeuArgHisValLysGlyLeuGlylleAlaGlyGlnMetHisGlyAlaThrLeuL

TGGATAAATCGTTACAGGTGTTGCGTCCGGCCATTTTATGGAATGACGGCCGCTGCGCCG 307
euAspLys SerL.euG1nVa lLeuArgProAla lleLeuTrpA s :aA spGlyArgCy sAlaG

AAGAGTGCCAGCTGCTGGAAGACAAAGTCAGCGCTTCCCGGCAGATCACCGGCAACCTTA 367
1uGluCysGlnLeuLeuGluAspLysValSerAlaSerArgGlnTleThrGlyAsnLeuM

TGATGCCGGGCTTTACGGCGCCGAAGCTCTTATGGGTACAGCGCCACGAGGCGGCAGTGT 427
etMetProGlyPheThrAlaProLysLeuLeuTrpValGlraA.rgHisGluAlaAlaVa1P

TCAGCCAGGTCGATAAAGTGCTGCTGCCCAAGGATTATCTGCGCCTGCGCATGACCGGCG 487
heSerGlnValAspLysValLeuLeuProLysAspTyrLeuArgLeuAArgMetThrGlyG

AGCTTGCCAGCGATATGTCTGACGCCGCCGGCACGATGTGGCTGGACGTCGCCCGGCGCG 547
luLeuAlaSerAspMetSerAspAlaAlaG3.yThrMeiTrpLeuAspValAlaArgArgA

ACTGGAGCGACGAGATGCTCGCCGCCTGCGATCTCAGTCGGGATGCGATGCCGGCGCTGT 607
spTrpSerAspGluMetLeuAlaAlaCysAspLeuSerArgAspAlaMetProAlaLeuP

TCGAAGGCAGCGATGTCACCGGGCAACTGCGACCTGAGGTGGCGCAGGCGTGGAAT'ATGC 667
heGluGlySerAspValThrGlyGlnLeuArgProGluValAlaGlnAlaTrpAsnMetP

CGCCGGCGCTGGTGGTGGGCGGCGGGGGCGACAACGCCGCCGGGGCCGTCGGGATCGGCA 727
roProAlaLeuValValGiyGlyGlyGlyAspAsnAlaAlaGlyAlaValGlylleGlyM

TGGCCGATGCCGGTCAGGCGATGCTGTCGCTGGGTACGTCAGGCGTCTACTTCGCCGTCA 787
etAlaAspAlaGlyGlnAlaMetLeuSerLeuGlyThrSerGlyValTyrPhe .AlaValS

GTGAAGGGTTCCTTAGCAAACCCGAAAGCGCGGTGCACAGCTTCTGCCATGCCTGCCGCG 847
erGluGlyPheLeuSerLysProGluSerAlaValHisSerPheCysHisAlaCysArgG

GCCGCTGGCATTTGATGTCGGTGATGCTCAGCGCGGCCTCCTGTCTGGACTGGGCGGCAA 907
lyArgTrpHisLeuMetSerValMetLeuSerAlaAlaSerCysLeuAspTrpAlaAlaL

AATTAACCGGTCTCGCCAGCGTGCCGGCGCTGATCGCGGCGGCGCAGACGGCGGATGAAA 967
ysLeuThrGlyLeuAlaSerValProAlaLeulleAlaAlaAlaGlnThrAlaAspGluS

GCGCCGGTCCGGTGTGGTTCCTGCCCTATCTGTCTGGCGAACGCACGCCGCACAACAACC 1027
erAlaGlyProValTrpPheLeuProTyrLeuSerGl.yGluArgThrProHisAsnAsnP

CGCAGGCTAAGGGCGTCTTTTTTGGCCTGACGCATCAGCATGGGCCGGCAGAGCTGGCGC 1087
roGlnAlaLysGlyValPhePheGly .i.,euThrHisGlnHisGlyProAlaGluLeuAlaA

GGGCGGTGCTGGAAGGGGTGGGCTATGCGCTGGCGGATGGTATGGACGTGGTGCACGCCT 1147
rgAlaValLeuGluGlyValGlyTyrAlaLeuAlaAspGl.yMetAspValValHisAlaC

GCGCCATCRAGCCGGAAGCAATCACGCTTATCGGCGGCGGACGCGCACGTTACTGGCGGC 1207
ysAlalleLysProGluAlalleThrLeuTleGlyGlyGlyArgAlaArgTyrTrpArgG

AAATGCTGGCGGATATCAGCGGCCTGCAGCTCGATTACCGTACCGGGGGCGATGTCGGCC 1267
1nMetLeuAlaAsplleSerGlyLeuGlnLeuAspTyrArgThrGlyGlyAspValGlyP
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CGGCGCTGGGGGCGGCCAGGCTGGCGCACGTGGCGGTTCACGACGAGGCAGACCGCCCCG 1327
roAlaLeuGlyAla .A.laArgLeuA].aHisValAlaValHisAspGluAlaAspArgProG

GGCTGCTGAAGCCGCTGCCGCTTGAACAAGCCCATCGCCCGGACGATCGCCGTGTGGCCC 1387
lyLeuLeuLysProLeuProLeuGluGlnAlaHisArgProAspAspArgArgValAlaH

ACTATGCGCCGCAGCGGGAAÄTCTTCGCCAGAATTTTCAGCAAACTGAAACCGCTGATGT 1447
isTyrAlaProGlnArgGlul3.ePheAlaArgIlePheSerLysLeuLysProLeuMetS

CTTAGCTCAGTCAGTCGCAGCGGCGATTCTTCTGATTGACGCTAC

	

1491
erEnd

Abb96 : DNA- und Proteinsequenz der Xyloseisomerase und Xylulo-
kinase aus Klebsiella pneumoniae KAY2026, Die Sequenz ist
in der EMBL- Datenbank unter der Nummer X61059 verfügbar.

S .D .

	

= Konsensussequenz für Ribosomenbindestelle
**

	

= Transkriptionsstartpunkt (s .III .1 .5 .)
-10/ -35 = Konsensussequenzen für enterobakterielle Promotoren

> <

	

: potentielle "stem loop" Region
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Abb. 7® Mögliche Terminationsschleife zwischen xylA und xylB.
Die Punkte symbolisieren die Basenpaarungene
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Das xylA-Gen kodiert für ein Protein von 440 Aminosäuren, mit ei--

nem Molekulargewicht von 49,793 KDa, das xylB-Gen für ein Protein
aus 483 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 51,783 KDa.

Diese Molekulargewichte ließen sich auch in der SDS-PAGE bestäti-

gen (siehe Abb . 14).

Die Xyloseisomerase von K.pneumoniae zeigte auf DNA-Sequenzebene

80% Identität zur E.coli Sequenz (LAWLIS ET AL .,1984 ; SCHELLEN-

BERG ET AL .,1984),auf Aminosäureebene sogar 89% . Abb .8 stellt ei-

nen Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz der Xyloseisomerase

von K.pneumoniae mit anderen bakteriellen Xyloseisomerasen dar.

In den verschiedenen Sequenzen finden sich häufig kurze Bereiche

identischer Aminosäuren . Es ist bekannt, daß die für die Aktivi-

tät der Xyloseisomerase wichtigen Aminosäuren nicht "geclustert „

vorliegen, sondern über einen weiten Bereich der Sequenz ver-

teilt sind (CARRELL ET AL ., 1989 ; COLLYER AND BLOW, 1990) . Alle

für die Aktivität entscheidenden Aminosäurereste sind in den bis-

lang untersuchten Spezies konserviert.

Das xylB-Gen von K.pneumoniae zeigt auf DNA- Ebene 73% Identität

zum E.coli xylB-Gen (LAWLIS ET AL .,1984),auf Aminosäureebene 81%.

Ein Vergleich verschiedener Teil- oder Gesamtsequenzen der Xylu-

lokinase ist in Abb .9 zu sehen . Neben einigen Bereichen homologer

Aminosäuren, fallen zwei interne Sequenzwiederholungen auf (mare

kiert in Abb . 9) . Ob diese Regionen für die Funktion des Enzyms

wichtig sind, oder ob sie nur ein zufälliges Ergebnis einer in-

tramolekularen Duplikation darstellen, ist zur Zeit noch unklar.

K.pneumoniae besitzt zwei Xylulokinasen, ein Enzym für den D-Ara-

binitol-Stoffwechsel, das zweite für 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 Xylulokinasen des D-Xy-

lose-Stoffwechsels aus E .coli und KAY2026 . Dies ist zu verstehen,

wenn die beiden Gene für die Xylulokinasen von K.pneurnoniae sich

schon früh in der Evolution in den zwei Stoffwechselwegen aus-

einanderentwickelt haben.

I . Ergebnisse
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**

	

**

	

*

	

*

	

*

	

*** *

	

*

	

***

	

*
K .p . MQTYFDQLDRVRYEGPKSTNPLAFRHYNPDELVLGKRMEDHLRFAACYWIrITFCWNGADMF 60
E .c . MQAYFDQLDRVRYEGSKSSNPLAFRHYNPDELVLGKRMEEHLRFAACYWHTFCWNGADMF 60
S .x . MSYFD-INKVNYEGPKSNNAFSFKYYNPEEKLGNHSMSELLRFSVAYWHTFTADLSDPF 58
B .s, i AQSHSSSVNYFGSVNKVVFEGKASTNPLAFKYYNPQEVIGGKTMKEHLRFSIAYWHTFTADGTDVF 67
C .t . MNKYFENVSKIKYEGPKSNNPYSFKFYNPEEVIDGKTMEEHLRFSIAYWHTFTADGTDQF 59
A .s . MSLQATPDDKFSF 13
S .o . MSYQPTPEDRFTF 13
S .v . MSFQPTPEDKFTF 13

*

	

*** *

	

* *
K .p . GVGSFDRP--WQQPGDALE,'+SAKRKADVAFEFFHKLNVPYYCFHDVDVSPEGASLKEYSNNFARMVEV 125
E .c . GVGAFNRP-WQQPGEALALAKRKADVAFEFFHKLHVPFYCFHDVDVSPEGASLKEYINNFAQMVDV 125
S .x . GVGVAERD-WDSLDE-MEKAKARVEAIFEFMEKTRIDYFCFHDVDISPEGASLKESNENLDIIVEL 122
B .s . GAATMQRP-WDHYKG-MDLARARVEAAFEMFEKLDAPFFAFHDRDIAPEGSTLKETNQNLDIIVGM 131
C .t . GKATMQRP-WNHYTDPMDIAKARVEAAFEFFDKLNAPYFCFHDRDIAPEGDTLTETNKNLDTIVAM 124
A .s . GLWTVGWQARDAFGDATRPVLD-PIEAVHKLAEIGAYGVTFHDDDLVPFGADAATR 	 DGIVAG 74
S .o . GLWTVGWQGRDPFGDATRPALD-PVETVQRLAGLGAHGVTFHDDDLIPFGSSDTER----ESHIKR 74
S .v . GLWTVGWQGRDPFGDATRPALD-PVETVQRLAELGAYGVTFHDDDLIPFGSSDTER----ESHIKR 74

*

	

*

	

*

	

*

	

*

	

*

	

**

	

*

	

****
K .p . LAEKQQQSGVKLLWGTANCFTNPRYGAGAATNPDPEVFSWAATQVVTAMNATHQLGGENYVI,WGGR 191
E .c . LAGKQEESGVKLLWGTANCFTNPRYGAGAATNPDPEVFSWAATQVVTAMEATHKLGGENYVLWGGR 191
S .x . IKEKMDQTGKKLLWNTTNNFTHERFVHGAATSSNAEVFAYAAAKVKKSLEIAKKLGSENFVFWGGR 188
B .s . IKDYMRDSNVKLLWNTANMFTNPRFVHGAATSCNADVFAYAAAQVKKGLETAKELGAENYVFWGGR 197
C .t . IKDYLKTSKTKVLWGTANLFSNPRFVHGASTSCNADVFAYSAAQVKKALEITKELGGENYVFWGGR 190
A .s . FSKALDETGLIVPMV'I'TNLFTHPVFKDGGFTSNDRSVRRYAIRKVLRQMDLGAELGAKTLVLWGGR 140
S .o . FRQALDATGMTVPMATTNLFTHPVFKDGGFTANDRDVRRYALRKTIRNIDLAVELGAi{TYVAWGGR 140
S .v . FRQALDATGMTVPMATTNLFTHPVFKDGGFTANDRDVRRYALRKTIRNIDLAAELGAKTYVAWGGR 140

** *

	

** **

	

**

	

x

K .p . EGYETLLNTDLRQEREQLGRLLQLVVEHKHKIGFKGTLLIEPKPQEPTKHQYDYDASTVYGFLKQF 257
E .c . EGYETLLNTDLRQEREQLGRFMQMVVEHKHKIGFQGTLLIEPKPQEPTKHQYDYDAATVYGFLKQF 257
S .x . EGYESLLNTNMKLELDNLATFFKMAKSYADEIGYTGQFLIEPKPKEPTTHQYDTDVATDHAFLQKY 254
B .s . EGYETLLNTDLKFELDNLARFMHMAVDYAKEIEYTGQFLIEPKPKEPTTHQYDTDAATTIAFLKQY 263
C .t . EGYETLLNTDMEFELDNFARFLHMAVDYAKEIGFEGQFLDEPKPKEPTCHQYDFDVANVLAFLRKY 256
A .s . EGAEYDSAKDVGAALDRYREALNLLAQYSEDQGYGLPFAIEPKPNEPRGDILLPTAGHAIAFVQEL 206
S .o . EGAESGAAKDVRVALDRMKEAFDLLGEYVTSQGYDIRFAIEPKPNEPRGDILLPRVGHALAFIERL 206
S .v . EGAESGGAKDVRDALDRMKEAFDLLGEYVTAQGYDI,RFAI

A
EPKPNEPRGDILLPTVGHALAFIERL 206

* *

	

*

	

*

	

*

	

* *

	

*
K .p . GLEKEIKLNIEANHATLAGHSFHHEIATAIALGLFGSVDANRG 	 DPQLGWDTDQFPNRVEED 318
E .c . GLEKEIKLNIEANHATLAGHSFHHEIATAIALGLFGSVDANRG 	 DAQLGWDTDQFPNSVEEN 318
S .x . DLDKDFKFNIEANHATLAGHTFQHELRYARDNNMLGSVDANQG 	 HPLLGWDTDES-TDVYDT 315
B .s . GLDNHFKLNLEANHATLAGHTFEHELRMARVHGLLGSVDANQG	 HPLLGWDTDEFPTDLYST 324
C .t . DLDKYFKVNIEANHATLAFHDFQHELRYARINGVLGSDDANTG 	 DMLLGWDTDQFPTDIRMT 317
A .s . ERPELFGINPETGHEQT+lSNLNFTQGIAQALWHKKLFHIDLNGQHGPKFDQDLVFGHGDLLNAFSLV 272
S .o . ERPELYGVNPEVGHEQMAGLNFPHGIAQALWAGKLFHIDLNGQSGIKYDQDLRFGAGDLRAAFWLV 272
S .v . ERPE LYGVNPE

A
VGHEQMAGLNFPHGIAQALWAGKLFHIDLNGQSGIKYDQDLRFGAGDLRAAFWLV 272

*

	

*

	

* *

	

*

	

*

	

*
K .p . ALVMYEIFKAGGFTTGGLNFDAKVRRQS'I'DKYDLFYGHIGAMDTMAVSLKVAARMIEDGELDKRVA 384
E .c . ALVMYEILKAGGFTTGGLNFDAKVRRQSTDKYDLFYGIiIGAMDTMALALKIAARMIEDGELDKRIA 384
S .x . TLAM YEILKNGGLAPGGLNFDAKPRRTSFKQEDLILTHIAGMDTFALGLRVAYKMIEDNFFENIMD 381
B .s . TLAMYEILQNGGLGSGGLNFDAKVRRSSFEPDDLVYAIiIAGMDAFARGLKüAHKLIEDRVFEDVIO_ 390
C .t . TLAMYEV IKMGGFDKGGLNFDAKVRRASFEPEDLFLGHIAGMDAFAKGFKVAYKLVKDRVFDKFIE 383
A.s . DLLEN GPDGGPAYD-GPRHFDYKPSRTE--DFDGVWESAKDNIRMYLLLKERAKAFRADPEVQAALA 336
S .o . DLLESA	 GYE-GPRHLDFKPPRTE-DIDGVWASAAGCT4RNYLILKERAAAFRAI}PEVQEALR 331
S .v . DLLESA	 GYE-GPRHFDFKPPRTE-DFDGVWASAEGCMRNYLILKERAAAFRADPEVQEALR 331

K .p . ----RRYAGWNGELGQQ ILNGQMTLSDIAQYAAQHQLAPQHRSGQQEQLENLVNHYLFDK 440
E .c . ----QRYSGWNSELG QQILKGQMSLADLAKYAQEHHLSPVHQSGRQEQLENLVNHYLFDK 440
S .x . - ---EKYKSFNEGIGKKIVE G E TSLKELEDYAFNINTIN-NTSDHLEVIKSQINQYILNINNKD 440
B .s . ----HRYRSFTGGIGLEIT EGRANFHTLEQYALNNKTIK-NESGRQERLKPILNQYILEV 445
C .t . ---- ERYASYKDGIGADIV SGKADFRSLEKYALERSQI-VNKSGRQELLESILNQYLFAE 438
A.s . ESKVDELRTPTLNPGETYADLLADRSAFEDYDADAVGAKG--YGFVKLNQLAIDHLLGAR 394
S .o . RSRLDELAQ PT--AADGV Q ELLADRTAFEDFDVDAA-AARAAWPFERLDQLAMDHLLGARG 389S .v . AARLD QLA Q PT--AADGLEAL LADRTAFEDFDVEAA-AARAAWPFERLDQLAMDHLLGARG 389

Abbe 8 : Vergleich der Proteinsequenzen verschiedener Xyloseisome-
rasen . K .p .= I< .pneuPnon.iae KAY2026 ; E .c .=E.co1i ; S .x .= Staphylo-
coccus xylosus ; B .s .=B .subtilis; C .t .=Clostridium thermohydrosul-
furogenes ; .A . s . _ Ampulariella sp . ; S .o .= StrepLommyces olivochro-
mogenes ; S .v . = Streptomyces violaceoniger ; * = Konservierte Ami-
nosä.uren ; A = beteiligt an der Metallionenbindung
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*

	

*

	

*

	

*

K .a . MY-LGIDLGTSEVKA-LVIDENHEVI+

	

24
K .P . MY --IGIDLGTSGVKA-ILLNEQGEWASETEKLT'VSRP-HPLWSEQD-PEQWW-LATDTA M 56
E .c . MY --IGIDLGTSGVKV-ILLNEQGEVVAAQTEKLTVSRP-HPLWSEQD-PEQWW-QATDRA lu 56
S .x . MAYVIGIDIGTSALKT-LVVNKSGDVVES?-SVSYNTAHP-KSGYSEIDEPEIWY -EATLLESL 59
A .s . MALVAGI-- G --QLDA-VV ---QGGHSATPRPATGPAGPAAHSGRHQYDPDAWWARATGDSR 54
S .v . MSAAEGPLVVGVDTSTQSTKALVVDAATGQVVASGQAPHTV---TSGAGRESD-PRQWW-DALGEA L 62

* **

	

** **** *
K .p . KALGAHDSLRHVKGLGIAGQAiHGAILLDKSLQVLRPAILWNDGRCAEE-CQ-LLEDKV-SASRQI T G 120
E .c . KALGDQHSLQDVKALGIAGQMHGATLLDAQQRVLRPAILWNDGRCAQE -CT-LLEARV-PQSRVI T G 120
S . x . KYILNHYTHNKLTGISFSGQMiGLVVIDQEGNPIRPAILWNDTRTSQEVEDIKKI3LGL-NSLLQLTQ 125
A .s . EAGGLGRTLAAASVAG-QQQRHGA--LLESAVTVVRPALLWN -DTRRPGAAADLIQELGGADKdAEAVG 119
S .v . RQCGDA.A.HEAAAVSIG-GQQHGLVTLDEHGEPVGPALLWNDVRSAPQARRLVEELGGPKAWADGTG 127

*

	

*

	

**

	

** *

	

*

	

** **

	

*
K .p. NLMMPGFTAPKLLWVQRHEAAVFSQVDKVLLPKDYLRLRMTGELASDMiSDAAGTMWLDVARRDWSD E 187
E .c . NLbiMPGFTAPKLLWVQRHEPEIFRQIDKVLLPKDYLRLRMTGEFASDMSDAAGTMWLDVAKRDWSDV 187
S .x . NTVLEGFTLPKLM6tiiLKN-HEQDNYKRIYKFMLPKDYIVYKLTGNVYTEPSDAAGTIMFSVKDENWSTE 192
A .s . IVPVASLTLTNSGWLARHEPANAAKVAAICLPHDWLTrro;äKLSGS+ 162
S .v . SVPGASFTATKWAWLAEHEP-DARATKAVRLPHDYLTERLTGQAVTDEGDASGTGWWASGTEQS dDEE 193

*

	

*

	

*

	

*

	

* * **

	

* * *

	

* *
K .p . MLAACDLSRDA11PALFEGSDVTGQLRPEV-AQAWNIa,PALVVGGGGDNAAGAVGIGMADAGQAML -S 252
E .c . ISLQACDLSRDQMPALYEGSEITGALLPEV-AKAWGMATVPVVAGGGDNAAGAVGVGMVDI~NQAML,-S 252
S .x . LLHRLNIDPSICPEIIASHQKSGQLTEKVKNTLGIDSPiINVYQGGAIINACGALGSGITD-EQKQLVS 258
S .v. TLAHIGLDPALLPRVVRPGEVAG--TVRDGHGLPFSKGTLVAAGTGDilFAAAALGLG-LLPGRPVL -S 256

****

	

* *

	

*

	

*

	

*

	

*

	

*
K .p . LGTSGVYFAVSEGFLSKPE--SAVHSFCHACRGRW=,MSVMLSAASCLDWAAKLTGLASVPALIAAA 317
E . c . LGTSGVYFAVSEGFLSKPE----SAVHSFCHALPQRWELMSVMLSAASCLDWAAIiLTGLSiVVPALIAAA 317
S .x . IGTSGV--ALSIENSTDYENDGN=FNHCVPNQKYI2iGVTLSAGYSLEWLKQLISADENFTTFLKD 323
S .v . LGTSGTVWAVS--RGRPADPTGTVAGF	 ADARGDWLPLACTL--NCTL--AVDRVAALLGL 310

* * ***** *

	

*

	

**

	

*

	

*
K .p . QTADE-SAGPVWFLPYLSGERTPHNNPQAKGVFFGLTHQHGPAELARAVLEGVGY-ALADGMDVVHA 382
E .c . QQADE-SAEPVWFLPYLSGERTPHNNPQAKGVI'FGLTHQHGPNELARAVLEGVGY-ALADGMDVVHA 382
S .x . INQSEVGANGLMYTPYLLGERTPHNDASVRGSFIGTADANTTQLDMKRAVIEGITYSINESIKHIMKN 390
S .v . DREAVAPGGSVTLLPFLDGERTP--NLPNASGLLHGL.RiiDTTPGQLLQAAYDGAVHSLLGALDLVLDE 376

****

	

*

	

*

	

* ***

	

*
K .p . CAIKPEAITLIGGGRA---RYWRQMLADISGLQLDYRTGGDVGPALGAARLAHVAVHDEADRPGLLKP 447
E .c . CGIKPQSVTLIGGGARSE-YWRQM.LAllISGQQLDYRTGGDVGPALGAARI,AQIAANPEKSLIELL -P 447
S .x . NAININEIVSIGGGAY.NQWLWIQ- -ADIFNTTITTRT-EEQGPAYGAAMIAA~'IGEQWFNTFNEMSEA 455
S .v . DADRDSPLLLIGGGARGRA-WQQTVRRLSGRPVQIPTAKELV-ALGAAAQAAGLLTGEDPRAVARRW 441

*

	

*
K .p . -LPLEQAFiRPDDRRVAIIYAPQREIFARIFSKLKPLY-S+ 483
E .c . QLPLEQSHLPDAQRYAAYQPRRETFRRLYQQT .I,PLM A+ 484
S .x . WIAYH	 QKVY---P-IETNTKSYQDLFNIYKTIYD+ 485

S .v . NTAAG	 PVLEPV	 PRDEETLARIGGVLSEAS+ 480

Abb . 9 : Vergleich der Proteinsequenzen verschiedener Xylulokina-
sen . K . a . = K . 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 Triolaceoniger.
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Charakterisierung des Xyiese-Operons auf TraCäskriptionsebene

Für 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 für Gram-positive Bakterien

bestätigt worden, (GÄRTNER ET AL .,1988 ; AMORE ET AL ., 1990 ; SIZE-

MORE ET AL .,1991).

Um zu überprüfen, ob die Gene xylA und B als Operon transkribiert

werden, wurde die Methode der "NORTHERN"- Blot Hybridisierung

durchgeführt . Diese Methode eignet sich zur Bestimmung der Trans-

kriptlänge von Genen und kann weiterhin Aufschluß über möglicher-

weise vorhandene Überexpression von Genen auf m-RNA-Ebene geben.

Die Bestimmung der Transkriptlänge erfolgte mit Gesamt-RNA des

Ausgangsstammes K.pneumoniae KAY2026 sowie der RNA eines rekombi-

nanten Überproduzenten der Xylose-Gene, E.coli DH5/pZY224 . Die

Gesamt- RNA der beiden Stämme wurde in einem 0,8%- igen Formalde-

hydgel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran übertragen und an-

schließend gegen eine Digoxigenin-markierte "antisense"-RNA Sonde

hybridisiert (SAMBROOK ET AL ., 1989 ; BOEHRINGER MANNHEIM, Mann-

heim) . Die Markierung der RNA-Sonde erfolgte mit T7-RNA-Polymera-

se und dem mit BamHI linearisierten Vektor pZY224a (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 Länge der RNA-Hybride wurde mit Hilfe von mit-

geführten RNA-Molekulargewichtsstandards bestimmt . Das Ergebnis

dieser NORTHERN-Blot- Analyse ist in Abb . 10 zu sehen . Es wurde

deutlich,daß bei beiden Stämmen ein etwa 3000 Basen langes Trans-

kript entsteht . Daraus läßt sich schließen, daß xylA und xylB ei-

ne Transkriptionseinheit darstellen . Daneben trat ein zweites

kleineres Transkript von etwa 1600 Basen auf . Hierbei könnte 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 zusätzlichen Promotors vor dem

xylB-Gen um ein xylB-Transkript . Möglich wäre auch ein m-RNA-Ab-

bauprodukt . Diese Ergebnisse sind noch weiter zu untersuchen, da

es sich möglicherweise dabei um einen Regulationsmechanismus für

die Expression der Xylose-Gene auf Transkriptionsebene handeln

könnte . Die NORTHERN-Blot Analyse bestätigte mit einem starken

Hybridisierungssignal auch auf m-RNA-Ebene, die im Enzymtest und
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in der SDS-PAGE gefundene starke Überexpression der Xylose-Gene
im Plasmid pZY224, in dem die Xylose-Gene vom SP6-Promotor expri-

miert werden, (vgl . 111 .1 .6 .).

3000 .=10D-

1,000

1 2

Abbe10 : "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/pZY224 (jeweils etwa
5µg) gegen eine Digoxigenin-markierte xylAB RNA-Sonde.
Spur I : E.coli DH5/ pZY224 ; Spur 2 : K.pneumoniae KAY2026

Artschließend wurde der Transkriptionsstart des Xylose-Operons im

Ausgangsstamm K.pneumoniae KAY2026 bestimmt . Dazu wurde ein RNAse
-Schutz-Experiment nach SAMBROOK ET AL ., (1989) durchgeführt . Die

Gesamt-RNA wurde aus K.pneumoniae KAY2026 isoliert . Zur Hybridi-

sierung wurde einece35S-CTP-markierte 350 Basen groj3e RNA- Sonde

eingesetzt, die den Promotorbereich des Xylose-Operons sowie 25bp

des translatierten xylA-Gens umfaßte . Zur Herstellung dieser Ma-

trize wurde das 0,35 kb Pvul-Fragment aus dem Vektor pZY250g-2

isoliert, mit Klenow- Polymerase die Enden abgedaut und in die
Smal- Schnittstelle des Vektors pGEM7Zf + ligiert . Die Bestimmung

der Orientierung des kleinen Fragmentes in dem neuen Konstrukt

pZY227, erfolgte durch Restriktion mit den beiden Enzymen EcoRl/

BstEII . Das Insert war so orientiert, daß die Transkriptions-

richtung in Richtung des T7-Promotors lag . Durch in vitro Trans-
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kription ausgehend vom SP6-Promotor, konnte dann nach Lineari-

sierung der Matrize pZY227 mit EcoRl 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-Größenstandards, sowie einer mit-

geführten DNA-Sequenz konnte die Größe des entstandenen RNA :RNA-

Hybrids nach Auftrennung über ein denaturierendes Polyacrylamid/

Harnstoff-Gel bestimmt werden . Das Ergebnis des RNAse-Schutz-Ex-

perimentes ist in Abb .11 dargestellt . Schon nach 24 ständiger Ex-

position des Röntgenfilms war ein starkes 175 Basen langes Signal

sichtbar . Durch Abzählen der Sequenz (siehe Abb .6) ausgehend von

der Pvul-Schnittstelle, die 25 bp im xylA-Gen liegt (nach Behand-

lung mit Klenow-Enzym) in den 5'-Bereich des Operons, ergab sich

für 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 DNA-Sequenz in Abb .6 vermerkt sind, Die Bereiche entspre-

chen klassischen enterobakteriellen Promotorstrukturen, (RO-

SENBERG UND COURT, 1979) . In der Nähe der -35 Region befindet

sich in Wiederholung die für cAMP/ CRP-Bindestellen typische Kon-

sensussequenz (TGTGA), (VALENTIN- HANSEN, 1991 ; DE CROMBRUGGHE ET

AL ., 1984) . Die für perfekte Symmetrie notwendige Sequenz (TCACA)

der cAMP/CRP-Bindestelle (CAATG bzw . GTAAT) war in der vorlie-

genden Sequenz nicht vorhanden,

1 .6 . Untersuchung des in trans vermittelten Xyloseanegat6ven PMnotyps

Bei den Untersuchungen zur Expression der verschiedenen xyl-Kon-

strukte in E .coli hatte sich gezeigt,daß 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-

Phänotyp der E.coli Wirtszellen HB101 ausübte . Das Konstrukt wur-

de daraufhin in verschiedenen E.coli Stämmen untersucht . Durch

Vorhandensein des Plasmids pZY240 bekamen sogar E.coli Wildtyp-

Stämme, wie ED8767, die xylAB sind, einen Xylose- negativen Phä-
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Abb.li. : RNAse-Schutz-Experiment zur Bestimmung des Transkripti-
onsstartes des Xylose-Operons von K . pneumoniae KAY2026 . Spur 1-
4 : TOGA- DNA-Sequenz N13mp18 ('universal primer") ; Spur 5 : pUC18
/Sau3A (Klenow)- DNA-Standard (108, 144, 261,344,588,958 Basen);
Spur 6 : RNA-Standard 109 Basen, Spur 7 : RNA-Standard 304 Basen;
Spur 8 . : K. pneumoniae KAY2026 RNA, 50p.g, Spur 9 : RNA-Standard 304
Basen
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notyp . Die Messung der Enzymaktivitäten zeigte, daß die Xylose-

isomerase in allen Stämmen normal, mit etwa 0,5 U/mg, exprimiert

wurde, daß jedoch in xylB+ Stämmen eine ganz starke Reduktion der

Xylulokinase-Aktivität von >_1U/mg auf 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-

sion von xylB in Zusammenhang mit der Xyloseisomerase xylA oder

dem 5'- gelegenen "upstream" Bereich des xylA-Gens zu stehen . Um

die tatsächlich verantwortliche Region genauer einzugrenzen, wur-

de zunächst ein 1,7 kb EcoRI/Pstl-Fragment, welches für den Gen-

start von xylA ( a, 0,5 kb) kodiert, sowie etwa 1, 2kb der 5'-"up-

stream" Region enthält, aus dem Plasmid pZY240 isoliert und in

den Vektor pUC19 kloniert . Das erhaltene Konstrukt pZY250 (4,3kb;

Abb . 13) wurde in verschiedene E . coll Stämme transformiert . Auch

dieses xyl-Plasmid vermittelte allen E.coli Stämmen einen Xylose-

negativen Phänotyp . Die Messung der Enzymaktivitäten ergab, daß

neben der chromosomalen Xylulokinase auch die Xyloseisomerase-Ak-

tivität des Wildtyps ganz stark reduziert war, (Tab .6) . Daraus

war zu schließen, daß für den beobachteten trans-Effekt auf die

Expression der chromosomalen Xylose-Gene, keine vollständige, en-

zymatisch aktive Xyloseisomerase benötigt wurde . Stattdessen

schien der 5'-"upstream" bzw . der Genstart von xylA beteiligt zu

sein.

Stamm Plasmid Phänotyp
auf

Spezifische Aktivität
(U/mg)

McC+Xylose Xyloseisomerase Xyl.ulokina.se

ED8767 rot 0,36 0,91
ED8767 pZY240 weiß 0,71 0,05
ED8767 pZY250-1 weiß 0,06 0,01
HB101 - weiß 0,008 1,88
HB101 pZY240 weiß 0,52 0,01
HB101 pZY250-1 weiß 0,04 0,03

Tab.6 : Vergleich der Enzymaktivitäten von Xyloseisomerase und
Xylulokinase in E.coii Wildtyp und der xylA- Mutante HB101 vor
bzw . nach Transformation mit den Plasmiden pZY240 und pZY250 . Die
Kulturen waren in Minimalmedium+ 0,4% Glycerin+ 0,1% Xylose+ Amp
angezogen worden.
Das Plasmid pZY240 trägt den 5'-"upstream"Bereich des xylA-Gens,
das gesamte Gen und 1,5kb des xylB-Gens ; das Konstrukt pZY250 be-
steht aus der 5'-"upstream"Region von xylA und al 0,5kb des Gens.
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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 Überexpression von xylA auf Plasmiden mit hoher

Kopienzahl ebenfalls ein Xylose-negativer Phänotyp von E.coli

Wildtypzellen beobachtet worden . Dieser Effekt wurde in Zusam-

menhang mit der verstärkten xylA Transkription (m-RNA oder XyIA-

Genprodukt) diskussiert, wodurch es zur Titration von Aktivatoren

kommen sollte . Die molekulare Ursache dieses Phänomens sowie der

genaue Wirkort blieb bislang ungeklärt.

1 .6.1 . Entfernung des Promotors der Xylose-Gene und Rekonstltutlon

des Operons

Die Entfernung des durch Xylose induzierbaren xylAB- Promotors

verfolgte verschiedene Zieles
Aufklärung der Bedeutung der Promotorregion für den trans-

Effekt auf die chromosomalen Xylose-Gene
Überexpression des Xylose-Operons in E.coli

Deletion des Promotors notwendig für gute Expression des

Xylose- Operons in Z .mobili,s unter Kontrolle des Z .mobilis

eigenen pdc-Promotors

Im folgenden wurde der 5'- upstream Bereich der Xyloseisomerase

im Plasmid pZY250 unidirektional, sukzessive mit Exonuklease III

verkürzt . Die Reaktion wurde zu definierten Zeitpunkten abge-

stoppt, die verkürzten Konstrukte religiert und in E .coli Wildtyp

ED8767 transformiert . Die Selektion der Transformanden erfolgte

auf NcConkey+Xyl+ Amp, wobei der mit der Verkürzung der 5'-Region

einhergehende Phänotyp direkt verfolgt werden konnte . Abb . 12A

zeigt schematisch die Durchführung der Exonuklease 111-Behandlung

und die dabei erhaltenen, entscheidenden Konstrukte mit ihren je-

weiligen Phänotypen. Die verkürzten Plasmide wurden isoliert und

die verbliebene Insertgröj3e durch Restriktion und anschliej3ende

gelelektrophoretische Auftrennung bestimmt . Es wurde deutlrch,daJ3

die Deletion von etwa 0,7 kb im 5'-Bereich keine Veränderung des
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Xylose-negativen Phanotyps bewirkte . Die Deletion von 0,7-0,9 kb

führte zu einer graduellen Steigerung der Xylose-Vergärung (Kolo-
nien auf McConkey+Xylose : pZY250-exol weij3 und -exo 0,8 pink) und

die Entfernung von insgesamt 1,1 kb der 5°-Region führte zu einem

Xylose-positiven Phänotyp (pZY250-exo 0,6 : rote Kolonien, Abb.
12B).

Abb . 12B : Wachstum der Stamme E' .coli ED8767/ pZY250- exo 1,0,;
-exo 0,8, - exo 0,6 und /pZY222 auf McConkey+ Xylose.
weiße Kolonien : keine Xyloseverwertung ; pink Kolonien:
schwache Xyloseverwertung ; rote Kolonien : gute Xylose-
Verwertung
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Abb . 12A: Entfernung der Promotorregion in pZY250 mit Exonuklease
III und Nachweis der durch pZY250 und seine Derivate vermittelten
Phänotypen in E.coli ED8767 auf McConkey+Xylose, (A,B).
E= EcoRI ; P= PstI ; ExoIII= Exonuklease III ; die Korrelation von
Koloniefärbung und Xyloseverwertung ist der Legende von Abb .12B
zu entnehmen.
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Mit dieser Untersuchung ließ sich der für den beobachteten trans-

Effekt verantwortliche Bereich auf etwa 200bp eingrenzen . Im fol-

genden war noch zu überprüfen, ob die Region 5'- upstream des

xylA- Gens lag, oder schon Teile des Strukturgens umfaßte . Falls

der Effekt vom 5'-upstream-Bereich ausging, sollte sich das komp-

lette Xylose-Operon aus dem Konstrukt pZY250 -exo 0,6 und einem

geeigneten Fragment, das den Rest des xylA- Gens mit dem gesamten

xylB- 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 EcoRl- Fragment aus pZY220 (xylA'B) in das mit

EcoRI gespaltene Plasmid pZY250 -exo 0,6 ligiert wurde . Durch In-

sertion des 2,9kb EcoRl-Fragmentes in richtiger Orientierung (xyl

AB) entstand das Konstrukt pZY222 (6,2kb), welches sowohl xylA

als auch xyl.B Mutanten auf McOonkey+Xylose+Amp-Platten vollstän-

dig komplementiertem Daraus war zu folgern, daß die für 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 können,

wurde das Operon zusätzlich noch in den Vektor pGEM7Ze(PROMEGA)

hinter den SP6-Phagen-Promotor kloniert . Die Klonierung erfolgte,
wie in Abb .13 dargestellt in zwei Schritten . Zunächst wurde ein

Teil des xylA-Gens aus pZY222 als 0,7kb Hindill-Fragment in die

Hindill- Schnittstelle des Vektors pGEM7Zf + ligiert, so daß xylA'

in Orientierung des SP6- Promoters 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 pZY224 (6,5kb) erfolgte die Expression der Gene

ausgehend vom SP6-Promotor.
Abb . 13 zeigt zusammenfassend ein Übersichtsschema der wesentli-

chen Klonierungsschritte von Plasmid pZY220 bis zum Konstrukt pZY
224.
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Die Expression der Konstrukte pZY222 und pZY224 in E.coli HB101

zeigte, dap durch Deletion des Operon®eigenen Promotors und Able-

sung ausgehend von einem fremden Promotor (placZ, pSP6) erstmals
Überexpression der beiden Enzymaktivitäten erreicht wurde . Die

höchsten Aktivitäten (Xyloseisomeraseä3-4 U/mg ; Xylulokinase : 4-5

U/mg), mit 5-7facher Überexpression,wurden in einem unregulierten

SP6- Promotorsystem (pZY224) erreicht, während bei dem cAMP/CRP-

abhängigen lacZ-Promotor im Konstrukt pZY222 die Überexpression

weniger deutlich wurde (2-fach).

Nachdem durch Deletion der Promotorregion im Plasmid pZY224 die

Überexpression der spezifischen Aktivitäten von Xyloseisomerase

und Xylulokinase erreicht worden war, wurde die Expression auch

auf Proteinebene untersucht . Dazu wurden Rohextrakte der ver-
schiedenen rekombinanten E.coli Stämme über eine SDS-PAGE auf-

getrennt und die Proteinbanden angefärbt . Es zeigte sich, in

Übereinstimmung zu den enzymatischen Messungen, daß bei den

pZY190 und pZY220 Rekombinanten keine verstärkte XyIA/B Protein-

bande auftrat . Bei dem Konstrukt pZY222 war eine starke Protein-

Doppelbande bei 50-52 kDa in den Rohextrakten erkennbar, beim

Plasmid pZY224 machten die Xy1AB Proteine, den Hauptbestandteil

des Zellproteins aus (Abb .14A) .Die mit dem Plasmid pZY224

rekombinanten E .coli Stämme wurden anschließend mikroskopisch

untersucht . Wie Abb .14B zeigt, führte die Akkumulation von großen

Mengen Xyl A/B Protein in den Zellen zur Ausbildung langer Zell-

ketten . In E.coli Zellen ist dies ein Indiz für Mangelbedingungen

der Zelle, und man kann daraus folgern, daß starke Überexpression

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

Aus den Ergebnissen dieses Kapitels, lassen sich folgende Schlüs-
se zur Erklärung des trans-Effektes ziehen . Die Inhibierung der

Expression der chromosomalen Xylose- Gene durch die Plasmde pZY

240 und pZY250 benötigt keine intakte, plasmidkodierte Xyloseiso-
merase . Der für den trans -Effekt verantwortliche Bereich wurde
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Abb ..14 Aa SDS-PAGE von xyl + rekombinanten E.coli ED8767 Stämmen.
Es wurden jeweils 50 .g Protein (UZ-Extrakt) aufgetragen.
Spur 1, 6 : Molekulargewichtsstandard (Combithek, BOEHRINGER MANN--
HEIM) ; Spur 2 : E .coli ED8767/pUC19 ; Spur 3 : E.coli ED8767/pZY220;
Spur 4 : E .coli ED8767/ pZY222 ; Spur 5 : E.coli ED8767/ pZY224
Abbel4B : Mikroskopische Aufnahmen des xylAB + -Überproduzenten
E.coli ED8767/ pZY224, im Vergleich zu ED8767/pZY220 .(Vergr .100x)
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auf etwa 200 bp eingrenzt und durch Rekonstitution des Operons,

wurde bewiesen, dap er 5'-"upstream" des xylA Strukturgens liegt.

Aus den vorliegenden DNA-Sequenzdaten und der Lage des Transkrip-

tionsstartpunktes bei -150 kann gefolgert werden, dap die Promo-

torregion bzw . die eng benachbarte cAMP/CRP-Bindestelle in Zusam-

menhang mit dem Xylose-negativen Phänotyp steht . In Übereinstim-

mung zu dieser Aussage steht auch der Befund, dap die Überexpres-

sion der Xylose-Gene erst nach Entfernen des eigenen Promotors

ausgehend von fremden Promotoren (z .B . pGEM7Zf+ ) erfolgte und in

diesen Plasmiden (pZY222, pZY224) kein Effekt auf die chromosoma-

len Gene auftrat . Daraus lädt sich für den trans-Effekt folgendes

Modell entwickeln : Die xyl-Promotorregion bildet in hoher Kopien-

zahl eine "Falle" für ein Aktivatormolekül mit limitierter Syn-

these (möglicherweise 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 Aktivitäten der

chromosomalen Xylose-Gene ermöglicht.
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2.

	

Untersuchungen zur Expression der Xyloseisomerase und Xylulokinese

in Zmobtfis

2.1 . Konstruktion von Vektoren fUr the Expression der Xylose-Gene in Z.~~~~#rs

Vor der übertragung des Xylose-Operons in Z .mobilis war es erfor-

derlich, einen geeigneten Expressions-Pendelvektor, der die Gene

stabil und in hohem Maße exprimiert, zu entwickeln . Die Xylose-

Gene sollten ausgehend von einem Z.rnobilis eigenen konstitutiven,

starken Promotor exprimiert werden, da es sich mehrfach gezeigt

hatte, daj3 in Z .mobilis eingebrachte Gene häufig nur schwach bzw.

überhaupt 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 pPTZ1 zur Verfügung . Dieser Vektor

enthält den konstitutiven Promotor des Pyruvat-Decarboxylase-Gens

von Z .rnobilis vor einer Polyklonierschnittstelle mit den singulä-

ren Schnittstellen Kpnl und Pstl, worauf die starken Terminati-

onssequenzen T1T2 des rrnB Gens aus E.coli (BROSIUS UND HOLY,

1984) folgen . Die Selektion rekombinanter Z .mobilis Stämme er-

folgt über eine Tetracyclinresistenz . Der Vektor pPTZ1 enthält

ein 1,7 kb groj3es kryptisches Plasmid pZM02 aus dem Stamm Z .mobi-

1is CUlrif2, welches als Replikationsursprung für Z .mobilis die-

nen soll.

Um festzustellen, ob das Xylose-Operon aus K.pneumoniae KAY2026

in Z .rnobilis exprimiert wird, wurden die beiden Xylose-Gene aus-

gehend von dem Plasmid pZY220 zunächst in den Vektor pPTZ1 klo-

niert . Das Plasmid pZY220 wurde mit dem Restriktionsenzym Kpnl

geschnitten, das 5,9kb große Fragment, welches das gesamte Xylo-

se-Operon, einschließlich seiner Promotorregion und dem 1,3 kb

Transposonanteil trägt, isoliert und in den mit Kpnl geöffneten

Vektor pPTZl ligiert .Der Ligationsansatz wurde in kompetente Zel-

len der E.coli xylA Mutante HB101 transformiert und rekombinante

Kolonien wurden auf tetracyclinhaltigen McConkey+Xylose+Tc-Plat-

ten selektioniert . Insgesamt wurden 38 rekombinante Kolonien Iso-

liert, von denen 25 Kolonien durch ihren roten Phänotyp 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 Restriktionsanalyse bestimmt . Beide

Orientierungen des Xylose-Operons konnten nachgewiesen werden

(pZY221-1 bzw .-2) . Da auch diejenigen Plasmide (pZY221-2), in de-

nen das Operon entgegengesetzt zum pdc-Promotor liegt, Komplemen-
tation erm8glic1hten, erfolgt die Transkription in den Konstrukten

vom gen-eigenen Promotor.

E.coli HB101/ pZY221-1 bzw . pZY221-2 wurde dann als Donorstamm

bei der Konjugation der Plasmide in den Z.mobilis Stamm CUlrif2

eingesetzt . Da der pPTZ1-Vektor die für die Ausbildung eines

Konjugationsapparates notwendigen tra-Gene nicht besitzt, wurde

als zusätzlicher Elterstamm noch der E.coli Stamm ECG18, der das

sogenannte Helferplasmid pRK2013 enthielt,eingesetzt . Während der

Konjugation wurde pRK2013 zunächst nach E.coli HB101/pZY221-I bzw

-2 übertragen und bewirkte in einem zweiten Schritt aufgrund
seiner in trans wirkenden tra-Funktionen die Mobilisierung von

pZY221-1 bzw.-2 nach Z.mobilis CUl-rif2 (triparentale Kreuzung;
nach SKOTNICKI ET AL ., 1980) . Transkonjuganden wurden auf tetra-

cyclinhaltigen Nährböden, die zur Gegenselektion der Elterstämme

zusätzlich Rifamycin enthielten, selektioniert . Da nach 6-tägiger

Inkubation die Anzahl spontanresistenter Kolonien auf Kontroll-

platten, die nur den Rezipienten enthielten, annähernd so hoch

war, wie auf den Kreuzungsplatten, konnten Transkonjuganden nur

über Koloniehybridisierung, bei der Digoxigenin-markiertes linea-

risiertes pZY220-Plasmid als Sonde eingesetzt wurde, nachgewiesen

werden . Die Konjugationsfrequenz lag bei 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

überprüfen lassen, war es erforderlich, die Plasmid-DNA aus den
Transkonjuganden zu isolieren, durch Retransformation in kompe-
tente E.coli HB101 Stämme zurückzuführen und nach erneuter Iso-

lierung der Plasmide aus den E.coli Stämmen, das Plasmidmuster

mittels Restriktionsanalyse zu untersuchen . Bei diesen Untersu-

chungen zeigte sich, daß die Plasmide in Z .mobilis CU1-rif2 teil-

weise durch Rekombination veränderte Restriktionsmuster auf-
wiesen . Damit erschien mit dem Vektor pPTZ1 keine dauerhafte sta-

bile Expression der Xylose-Gene möglich zu sein . Die Instabilität
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dieses Vektors ist wahrscheinlich auf seinen 1,7 kb großen pZM02-

Anteil zurückzuführen, der Homologie zu anderen kryptischen Plas-
miden von Z .mobilis CU1-rif2 besitzt, (MISAWA UND NAKAMURA,1989).

Um zu überprüfen, ob in Z.mobilis Expression der Xylose-Gene er-

folgte, wurden Xyloseisomerase- und -Kinase Enzymtests mit den

Transkonjuganden, die das richtige Plasmidmuster aufwiesen,durch-
geführt . Es zeigte sich, daß beide Enzyme exprimiert wurden . Die
Xyloseisomerase von Z .mobilis CU1-rif2/pZY221-1 betrug 0,13 U/mg,

die Aktivität von pZY221-2 Rekombinanten 0,08 U/mg . Die spezifi-
sche Aktivität der Xylulokinase lag für das erste Konstrukt bei

0,21 U/mg, für die zweite Orientierung bei 0,18 U/mg . Aus diesen
Ergebnissen geht hervor, daß das Xylose-Operon in dem Konstrukt

pZY221 wahrscheinlich unter Kontrolle des gen- eigenen Promoters

steht,der in diesem Falle von Z.mobilis erkannt wurde . Eine Stei-

gerung der Enzymaktivitäten in Z.mobilis sollte daher durch Ent-

fernen des Xylose-Promotors und Expression der Gene ausgehend vom

pdc-Promotor in einem stabilen Expressionsvektor möglich sein.

Um die oben beschriebenen Anforderungen zu erfüllen, war es not-

wendig einen veränderten Expressionsvektor zu konstruieren, der

verbunden mit den positiven Eigenschaften des Vektors pPTZ (PpDC
T 1T1 , TetR, singuläre Klonierschnittstellen) zusätzlich folgende

Eigenschaften aufweisen sollte:

möglichst geringe Z .mobilis homologe DNA-Regionen, um Re-

kombinationsereignisse zu reduzieren und die Stabilität zu
erhöhen

verbesserte Mobilisierbarkeit und erweitertes Wirtsspek-

trum verbunden mit reduzierter Spontanresistenz

Im folgenden wurde ausgehend von dem Vektor pPTZ3 (REYNEN ET AL .,

1990) der Expressionspendelvektor pPTZom3 (8,7kb) konstruiert,der
die genannten Anforderungen erfüllte . Die Klonierung des Vektors
erfolgte in zwei Schritten:

1) Stabilisierung des Vektors pPTZ3 durch Eliminierung des
pZM02-Anteils und Einführung eines 0,8 KB "ori"-Fragmen-

tes aus dem kryptischen Plasmid pZM03 von Z.mobilis CU1-

rif2, das keine Homologien zu anderen kryptischen Plasmi-

den besitzt.
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2) Mobilisierung des Vektors pPTZ ori3-1 durch Einführung

einer 2,7kb "mob-site" aus dem Vektor pSUP104 (SIMON ET

AL ., 1983).

Untersuchungen der Gruppen MISAWA ET AL, (1989) und SCORDAKI UND

DRAINAS, (1990) hatten gezeigt, daß das kryptische Plasmid pZMO3

von Z.mobilis CU1rif2 keine Homologien zur DNA anderer Z .mobilis

Stämme besitzt und daß 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) . Anschließend wurde das 0,8kb Mspl/Scal Frayment aus dem

Vektor pDS3154 (SCORDAKI UND DRAINAS, 1990), nach Auffüllen mit

Klenow-Enzym in den mit PvuII geöffneten 5,2 kb Vektors pPTZ3 -02

ligiert . Das erhaltene Konstrukt pPTZ ori3-1 (6,0kb) enthält nun

einen für die stabile Replikation in Zymomonas geeigneten "ori-

gin".

Ausgehend von diesem Konstrukt wurde die Mobilisierung des Vek-

tors, die zu erhöhten Konjugationsfrequenzen führen soll, ange-

strebt . Der Vektor pPTZ war mit seinem großen pBR322-Anteil nicht

mobilisierbar, sondern wurde bei der Konjugation wahrscheinlich

über Cointegratbildung (seltenes Ereignis) übertragen (CHO ET A .L.

1989 ; REYNEN ET AL .,1990) . Zur Erhöhung der Konjugationsfrequen-

zen wurde daher eine "mob-site" aus dem Vektor pSUP104 (SIMON ET

AL .,1983) eingeführt, da von diesem Vektor bekannt war, daß er

gut nach Z .mobilis mobilisierbar ist (UHLENBUSCH ET AL ., 1991),

Der Vektor pSUP 104 wurde mit dem Restriktionsenzym Aval ge-
schnitten, das 2,7 kb Fragment (kodiert für oriV oriT mob) wurde

isoliert und in die mit Klenow-Enzym aufgefüllte EcoRI Schnitt-

stelle von pPTZ ori3-1 ligiert (pPTZom3).

Zur Überprüfung der Mobilisierbarkeit des erhaltenen Vektors

pPTZom3 (Abb .15) wurde eine Kontrollkonjugation mit dem Donor-

stamm E.coli S17-1/pPTZom3 und den Z.mobilis Stämmen CU1rif2 und

CP4 durchgeführt . Der neu konstruierte Vektor war nicht nur in Z.

mobilis CUirif2 mobilisierbar, sondern es gelang hiermit erst-
mals, einen pPTZ-Expressionsvektor auch in den für 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 2x10
-6

bis 5xl0 -5/Rezipientenzelle

und war damit etwa 100-fach erhöht gegenüber den ursprünglichen

pPTZ-Vektoren . Die transkonjuganten CP4 Kolonien waren bereits

nach 3 Tagen sichtbar, es trat keine Spontanresistenz auf,und al-

le Transkonjuganden zeigten das richtige Plasmidmuster . Mit dem
neuen Expressionsvektor pPTZom3 ist eine effiziente Einführung

von heterologer DNA möglich, und rekombinante Stämme müssen 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 ExonukleaseIll

Behandlung entfernt worden war, wurde aus dem Plasmid pZY224 iso-

liert . Der Vektor pZY224 wurde dazu mit den Restriktionsenzymen

Nsil und Sphl gespalten, das entstehende 3,5kb Nsil/Sphl-Fragment
auf dem das gesamte Xylose-Operon vorliegt isoliert und die über-

stehenden Enden des Fragmentes mit Klenow-Polymerase zu glatten

Enden aufgefüllt 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 HB101 trans-
formiert .Inserttragende (pZY225,12,2kb) Transformanden wurden auf

tetracyclinhaltigen McConkey+ Xylose+ Tc-Nährböden als rote Kolo-

nien identifiziert . Bei allen komplementierenden Plasmidkonstruk-

ten war die Orientierung des Xylose-Operons gleichgerichtet zum

pdc-Promotor, so daß davon auszugehen ist, daß die Expression der

Xylose-Gene auf dem Konstrukt pZY225 auch in E.coli vom pdc-

Promotor erfolgte . Diese Aussage wurde auch durch entsprechende

Enzymmessungen bestätigt, aus denen hervorging, daß 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 E .coli Konsensussequenzen (pZY222 ; pZY224).

Das Konstrukt pZY225 wurde mittels Filterkreuzung aus dem E .coli
Donorstamm 517-1/pZY225 in Z .mobilis CP4 überführt . Der Stamm S17

-1 ist aufgrund seiner tra-Gene, die auf dem chromosomal inte-

grierten Plasmid RP4 liegen, ein geeigneter Donorstamm bei Konju-

gationen zur Überführung mobilisierbarer Plasmide . Die Selektion

der Exkonjuganden erfolgte auf Vollmediumplatten mit Tetracyclin

und Nalidixinsäure, wodurch eine Gegenselektion des E .coli Donors
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möglich war . Die erhaltenen Z.mobi .lis CP4/ pZY225 Exkonjuganden

zeigten alle das richtige Plasmidmuster.

Das im Vektor pZY225 (3,5kb xyl +-Fragment in pPTZozn3) enthaltene

xyl+-Fragment, wurde auch in einen weiteren Expressionsvektor für

Z .raobilis kloniert, pPTZ7 . Der Vektor pPTZ7 (UHLENBUSCH ET AL .,

1991) gehört nicht zu den ursprünglichen pPTZ-Vektoren auf pBR322

Basis,sondern er wurde von dem gut mobilisierbaren Vektor pSTJP104

(SIMON ET AL .,1983) abgeleitet . Der Expressionsvektor pPTZ7 hat

folgende Eigenschaften:

pSCJP104 (Replikon RSF1010 ; Vektor mit breitem Wirts-

spektrum, Kopienzahl höher als pPTZ-Vektoren)

I PDC-Promotor und Terminator T1T2 aus pPTZ4

1 singuläre Schnittstelle (Kpnl/ Asp718) hinter dem pPDC

Das Xylose-Operon (Nsil/Sphl-Fragment aus pZY224, aufgefüllt 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 für den Vektor pZY225 beschriebenen Methode der Filterkreu-

zung erfolgreich nach Z .mobilis CP4 und erstmals auch nach ZM6

konjugiert werden . Die Konjugationsfrequenz war mit 2-5 x10 -5 /

Rezipientenzelle etwa um den Faktor 10 höher als die des Vektors

pZY225 . Alle Transkonjuganden zeigten das richtige Plasmidmuster.

Das Konstrukt pZY226 war in CP4 und ZM6 Plasmid--Minipräparationen

nach Restriktion mit Dral zu sehen ; pZY225 konnte aufgrund der

Überlappung mit Fraymenten kryptischer Plasmide in verschiedenen

Restriktionen nicht direkt nachgewiesen werden.

Tabelle 7 zeigt zusammenfassend einen Vergleich der in diesem

Kapitel beschriebenen, konstruierten Xylose-Expressionsvektoren

und in Abb .16 sind die physikalischen Karten der Plasmide darge-

stellt.
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EIGENSCHAFTEN pZY221 pZY225 pZY226

Vektor pPTZ pPTZ9m3 pPT9
Mobilisierbarkeit X10 ® X10 - ~10 -
Stabilitdt/Muster instabil stabil stabil

/Segregation instabil 17% 83
(nach 100 Generationen ohne Selektionsdruck)
Kopienzahl niedrig niedrig höher

Tab 7 : Vergleich der verschiedenen Xylose-Expressionsvektoren,
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Abbol6m Restriktionskarten der Xlrlose-Expressionsvektoren pZY221
pZY225 und pZY226 0
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2.2. Expression der Xyi0seaGene in Z. mob/Hs und Charakterisierung

rekornbinanter Stämme

Nachdem die Xylose-Expressionsvektoren pZY221, pZY225 und pZY226

in Z .mobilis CUlrif2, CP4 bzw . ZM6 eingeführt worden waren, wur-
den zunächst, als Maß für die Genexpression,die plasmidve rmittel -

ten Enzymaktivitäten der Xyloseisomerase und Xylulokinase be-

stimmt (Tab .8).

Es zeigte sich, daß durch Entfernung des Operon eigenen Promo-
tors die Expression der Xylose-Gene in Z.mobilis gesteigert wer-

den konnte . Die Konstrukte pZY225 und pZY226 führten zu einer 7-8

fachen Erhöhung der Xylulokinase-Aktivität (1,3-1,6 U/mg), ver-

glichen mit dem Ausgangskonstrukt pZY221 . Die Xyloseisomerase-Ak-

tivität war in den verschiedenen Konstrukten maximal verdoppelt.

Die mit den Plasmiden pZY225 und pZY226 in CP4 und ZM6 erreichten

Enzymaktivitäten liegen im Bereich derjenigen Aktivitäten, die
auch in E.coli und K.pneumoniae gefunden werden (III .1 .3 .,Tab .4),

und man kann somit davon ausgehen, daß Xyloseisomerase und Xylu-

lokinase für die Umsetzung der Xylose in Z .mobilis nicht mehr li-
mitierend sind.

Stamm

	

SPEZIFISCHE AKTIVITÄT der

	

Insert- Vektor
grö j3e

Xyloseisomerase Xylulokinase
U/mg

	

U/mg

	

KB

Z .mobilis:

CP4 /pPTZom3 0 0 pPTZom3
CUlrif2 /pZY221 0,13 0,2 5,8 pPTZ1
CP4 /pZY225 0,13 1,6 3,5 pPTZom3
CP4 /pZY226 0,17 1,3 3,5 pPTZ7
ZM6 /pZY226 0,25 1,4 3,5 pPTZ7

Tab .8 Vergleich der Enzymaktivitäten verschiedener Xylose-
Expressionsvektoren in Z .mobilis Transkonjuganden . Die Zellen wa-
ren in Mineralsalzmedium mit 5% Fruktose und 0,1% Xylose sowie
Tetracyclin angezogen und nach 48 h geerntet worden . Die werte
sind Mittelwerte aus zwei unabhängigen Messungen .
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Da neben guter Expression der Xylose-Gene auch die Stabilität der
Konstrukte gewährleistet sein mußte, wurde im folgenden die Sta-

bilität der verschiedenen Plasmide bezüglich der Segregation und
des Plasmidmusters untersucht . Da von dem Vektor pZY221 bekannt

war, daß häufig Rekombinationsereignisse auftraten, die zu einem

veränderten Plasmidmuster führten, wurde dieser Vektor nicht wei-

ter bezüglich seines Segregationsverhaltens untersucht . Die Sta-

bilität der Vektoren pZY225 und pZY226 wurde über einen Zeitraum

von 100 Generationen ohne Selektionsdruck verfolgt . Dabei hielt

sich der Vektor pZY226 im Stamm CP4 deutlich stabiler als das

Konstrukt pZY225 . lm Falle von pZY225 besaßen nach 50 Generatio-

nen noch 36% der Kolonien das Plasmid, verglichen mit 92% bei pZY

226, und nach 100 Generationen enthielten lediglich 17% das Plas-

mid pZY225, verglichen mit 83%, die pZY226 noch enthielten . Diese

hohe Stabilität der auf Basis von pSUP104 konstruierten Plasmide
in Z .mobilis ist in Übereinstimmung zu den Untersuchungen zur Ex-
pression der Alanindehydrogenase in Z .mobilis (UHLENBUSCH ET AL .,

1991) . Die angeschlossenen Analysen des Plasmidmusters der Kon-

strukte pZY225 und pZY226 zeigte, daß die Restriktionsprofile der
Plasmide unverändert waren . Aus diesen Ergebnissen läßt sich

schließen, daß die Plasmidmuster beider Plasmide nicht mehr durch
Rekombination verändert werden, daß es jedoch zum Erhalt des Vek-

tors pZY225 notwendig ist, selektive Bedingungen aufrechtzuerhal-
ten . Bei diesen Untersuchungen zeigte sich auch, daß die rekombi-
nanten Z.mobilis Stämme im Verlauf der Subkultivierungen wahr-
scheinlich die Kopienzahl der Plasmide reduzierten . Dies machte

sich in verringerten Enzymaktivitäten in Rohextrakten von Stämmen

bemerkbar, die die Plasmide über längere Zeit enthielten (Xylose-
isomerase 0,06 U/mg ; Xylulokinase 0,36 U/mg).

Nachdem bestätigt war, daß die Vektoren pZY225 und pZY226 eine
stabile Genexpression gewährleisteten, wurden die xyl ¢ - rekombi-
nanten Z .mobilis Stämme charakterisiert . Zunächst wurde das Wach-

stum der Rekombinanten in Gegenwart von Xylose untersucht . Mit

Xylose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle war mit keinem

der plasmidtragenden Stämme Wachstum festzustellen . Daher wurden

Wachstumsversuche in Komplettmedium mit niedriger Fruktosekonzen-

tration (0,8%) und steigenden Xylosekonzentrationen (0-5 %) ange-

schlossen, um zu überprüfen, ob Xylose einen Einfluß auf das
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Wachstumsverhalten der rekombinanten Stämme hatte . Die Kulturen

wurden mit einer frischen Vorkultur angeimpft und bei 30 00 an-

aerob inkubiert . Als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde in

diesen und folgenden Untersuchungen in der Regel Fruktose einge-

setzt . Glukose wurde die Xyloseaufnahme kompetetiv beschränken,

da Xylose von Z.mobilis über das Glukose-Transport-System aufge-

nommen wird (DIMARCO UND ROMANO, 1985 ; BARNELL ET AL ., 1990).

Es zeigte sich,daß Z .mobilis CP4/pZY225 rekombinante Stämme durch

steigende Xylosekonzentrationen deutlich im Wachstum gehemmt wur-

den (Tab .9) ; dieser Effekt war bei den Z .mobilis CP4/pZY226 Stäm-

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 .mobi is CP4/ pPTZom3 ohne Xy-

lose- Gene war keine vergleichbare Wachstumshemmung in Gegenwart

von Xylose zu beobachten . Auch nach Verlängerung der Inkubations-

zeit bis auf 5 Tage war keine Aufhebung des Effektes nachweisbar.

Komplettmedium Stamm Z .mobilis

0,8% Fruktose CP41pZY225 CP4/pZY226 CP4/pPTZom3
Xylose End-OD600 End-0D 600 End-OD 600

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 0,23 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/pZY225, CP4/ pZY
226 und CP4/pPTZom3 in Komplettmedium mit 0,8% Fruktose und stei-
genden Xylosekonzentrationen. Die Anfangs-OD 600 der Kulturen ent-
sprach der End-OD 00 , der in Gegenwart von 1% Xylose ohne Fruk-
tose inkubierten tämme®die End-0D600 wurde nach 2d bestimmt . Die
Mej3werte wurden aus zwei unabhängigen Versuchen Bemittelt.

Um die Ursache der Hemmung der rekombinanten Stämme beim Wachstum

in Gegenwart von Xylose aufzuklären, wurde das Spektrum der in-

trazellulären Zucker- bzw . Zuckerphosphate analysiert . Diese phy-

siologischen Untersuchungen wurden mit den Stämmen Z .mobilis CP4/

pZY225 und CP4/ pZY226 durchgeführt und zur Kontrolle mit dem
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nicht gehemmten Stamm CP4/pPTZom3 . Die Zellen wurden zunächst zur

Produktion von Zellmasse über Nacht in Mineralsalzmedium mit 5%

Fruktose unter leichtem Schütteln inkubiert und anschließend nach

einmaligem Waschen in Mineralsalzmedium mit 1% Fruktose zu einer

OD600 von 6-8 in Medium mit 1% Fruktose und 1% Xylose überimpft.

Die Kulturen wurden 4 h bei 30 00 und 100 Upm inkubiert und an-

schließend die Zellextrakte mittels Silikonölzentrifugation her-

gestellt .Die Zellextrakte wurden geteilt ® eine Hälfte mit alkali-

scher Phosphatase dephosphoryliert und dann der phosphorylierte

bzw. der unbehandelte Extrakt, sowie die Kulturüberstände mit dem

Zuckeranalysator untersucht .ln Tabelle 10 sind die gemessenen Me-

tabolite zusammengestellt . In den Zellextrakten war Xylose nach-

weisbar, wobei die intrazelluläre Konzentration nahezu der extra-

zellulären entsprach . Hieraus kann man schließen, daß Xylose so-

wohl vom Wildtyp als auch von den Rekombinanten gut aufgenommen

wurde . Darüberhinaus traten Ribose und Ribose-5- Phosphat auf . In

den Extrakten von Z .mobilis CP4/ pZY225 konnte keine deutliche

Akkumulation von Xylulose oder Xylulose-5-Phosphat nachgewiesen

werden, was bei voller Aktivität von Xyloseisomerase und Xylulo-

kinase verbunden mit einem nur schwach aktiven Pentose-Phosphat-

Weg, zu erwarten gewesen wäre . Die Hemmung konnte daher nicht auf

eine Akkumulation von Xylulose-5-Phosphat zurückgeführt werden.

Stamm Zeit
h

Xylose

mMext

	

meint
Ribose

int

Ribose-5--P

int

Z.mobiliss

CP4/pZY225 0 52 0 W
-

4 46 49 4 13

CP4/pZY226 0 53 0 - °°

4 47 36 3 6

CP4/pPTZom3 0 56 0 - -
4 52 35 3 5

Tab .lO : Nachweis intrazellulärer Zucker und Zucker-Phosphate in
rekombinanten Z.mobilis Stämmen . Die Metabolite wurden mittels
BIOTRONIK- Zuckeranalysator in Z .mobilis Zellextrakten bestimmt.
Die Kulturen waren in Mineralsalzmedium + 1% Fruktose ~ 1% Xylose
(4h) inkubiert worden . Die Berechnung der internen Metabolitkon-
zentrationen erfolgte unter Einbeziehung des jeweils ermittelten
Trockengewichtes sowie des Cytoplasmavolumens (= Taurinraum), für
das jeweils 2,2 .l/mg (UHLENBUSCH ET A.L .,1991) eingesetzt wurde.
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Die angegebenen Konzentrationen sind Mittelwerte aus zwei un-
abhängigen Versuchsreihen . - m nicht gemessen zum Zeitpunkt t 0

Bei den Metabolituntersuchungen fiel auf, daß die extrazelluläre
Xylosekonzentration im Verlauf der Kurzfermentation abnahm, wo-

raus zu schließen war, daß eine Umsetzung von Xylose stattfand.

Um diese Aussage zu verstehen, wurden die Kulturüberstände von in

Gegenwart von Fruktose und Xylose gewachsenen Z .mobi .Zis CP4 Wild-

typ- sowie Transkonjuganden- Stämmen auf mögliche Metabolite un-

tersucht .Dabei zeigte sich, daß sowohl Z .mobilis Wildtyp als auch

die xylAB rekombinanten Stämme 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 Kohlenstoffquelle . Da ein Zu-

sammenhang zwischen der beobachteten Hemmung und der Xylitolpro-

duktion möglich erschien, wurde untersucht, ob der externe Zusatz

von Xylitol (0-10mM) einen Einfluß auf das Wachstum von Z.mobilis

CP4/ pZY225 hatte . Dabei zeigte sich, daß der Zusatz von 1-4 mM

Xylitol keinen Einfluß hatte, daß die End-OD500 bei Z .mobilis CP4

/pZY225 im Gegensatz zu CP4/ pPTZom3 jedoch in Gegenwart von 4-10

mM Xylitol um etwa 20% reduziert war . Daraus wurde gefolgert, daß

ein Zusammenhang zwischen Xylose-Hemmeffekt und Xylitol-Produk-

tion bestand . Da alle Z . mobilis Stämme in Gegenwart von Xylose

Xylitol produzierten,aber nur die xylAB rekombinanten Stämme ge-

hemmt wurden,konnte das Xylitol selbst nicht für die Hemmung ver-

antwortlich sein, sondern eher ein Metabolisierungsprodukt des

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

Zunächst wurde untersucht, ob in rekombinanten Z .mobilis CP4/ pZY

225 Stämmen auch intern Xylitol bzw . Xylitol.-5-Phosphat nachweis-

bar war . Dazu wurden Z .mobiiis CP4/pZY225 und CP4/pPTZom3 in Kom-

plexmedium (150ml) mit 1% Glukose überimpft 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 30 0 0 stehend inkubiert . Zur Erhöhung der Zellmasse wur-

den die Kulturen anschließend abzentrifugiert (5min . 3000 Upm)und

das Sediment zu einer OD600 von 4-6 in dem Kulturüiberstand re-

suspendiert und direkt der Silikonölzentrifugation unterworfen.

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, daß in Z .mobilis

CP4/ pZY225 Stämmen intern eine hohe Konzentration an Xylitol-5-

Phosphat (16mM) vorlag . 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 Stämmen >--10 mM Xylitol vor (Tabell).

STAMM Z . mobi li s

METABOLIT CP4/pZY225 CP4/pPTZom3

Xylitolextern 16 mM 13 mM
Xylitoli

tern
3 mM <_2 mM

Xylitol-~-Pintern 16 mM _< 2 mN

Tab.1l® Nachweis von intra- und extrazellulärem Xylitol bzw . Xy-
litol-5-Phosphat . Die Konzentrationen sind Mittelwerte aus zwei
unabhängigen Versuchen.

Diese Experimente machten deutlich, daß die beobachtete Hemmung

der xylAB+-rekombinanten Z .mobilis Stämme in Gegenwart von Xylo-

se wahrscheinlich auf der internen Akkumulation von Xylitol-5-
Phosphat beruhte . Von E .coli C Mutanten ist bekannt, daß die Ak-

kumulation von Zuckeralkoholphosphaten das Wachstum der Zellen

stark inhibiert, (SCANGOS UND REINER, 1979), wobei jedoch die Ur-

sache dieser Hemmung nicht aufgeklärt wurde und möglicherweise

vielfältig ist.

Im Anschluß an diese Erkenntnis galt es im Hinblick auf eine Be-

seitigung des Hemmeffektes in rekombinanten Z .mobilis Stämmen

folgende Fragen zu klären.
Wie bildet Z .mobilis Xylitol?
Wie entsteht Xylitol-5-Phosphat in Z .mobilis?
Wirkt Xylitol oder Xylitol-5-Phosphat inhibierend auf

die Aktivitäten von Xyloseisomerase oder Xylulokinase?

Zunächst wurde das Enzym, welches Xylose zu Xylitol reduziert in

Rohextrakten (UZ) von Z.mobilis nachgewiesen und näher charakte-
risiert . Das Enzym war sowohl in Z .mobilis CP4 als auch in ZM6
nachweisbar . Das Enzym wurde konstitutiv exprimiert ; die Aktivi-

tät war in Fruktose gewachsenen Z.mobilis Stämmen etwas höher als
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nach Glukose-Wachstum . Es handelte sich um eine Aldose-Reduktase

mit breitem Substratspektrum und strenger Spezifität für NADPH -~
H+ , (Abb .17 ; Tab .12) . Das Enzym hatte für Xylose einen apparenten
KM-Wert von 0,14 M und einen apparenten Vmax-Wert von 0,51 U/ml.
Die Reaktion verlief in der thermodynamisch bevorzugten Richtung,

der Reduktion der Ketose zum Zuckeralkohol.

Tab . 12 : Substratspektrum einer NADPH-abhängigen Aldose-Reduktase
in Z.mobilis CP4 . Die Enzymaktivitäten wurden in Rohextrakten
(UZ) von Zellen gemessen, die in Vollmedium mit 5% Glukose ange-
zogen worden waren .Die Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhängi-
gen Messungen.

Die Aldose-Reduktase scheint nicht mit der von 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 natürliches Substrat der Aldose-Reduktase
sind zur Zeit noch unklar.

Abb .17 : Charakterisierung einer Aldose-Reduktase von Z .mobilis.

SPEZIFISCHE AKTIVITÄT der
Aldose-Reduktase

U/mg

D-Ribose

	

0,08
D-Xylose

	

0,05
D-Mannose

	

0,02
D-Galaktose

	

0,02
D-Glukose

	

5_0,004
D-Fruktose

	

50,004

SUBSTRAT

ALDOSE-RED£PICTASE
XYLOSE

	

/‚----\
> XYLITOL

NADPH

	

NADP+
+H+

streng spezifisch fair NADPH
• spezifisch für Aldosen : D-Ribose, D-Xylose,

D-Galaktose, D-4Mannose
• D-Glukose ist kein Substrat
• apparenter Km für D-Xylose 0,14M
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Im folgenden wurde untersucht, wie Z.mobilis Xylitol zu Xylitol-

5-Phosphat umsetzte . Aus der Literatur war bekannt, daß die Xylu-

lokinase von Aerobacter aerogenes Xylitol mit geringer Affinität

phosphorylieren kann (SIMPSON,1966) . Um zu überprüfen, ob die Xy-

lulokinase von K.pneumoniae KAY2026, Xylitol als Substrat akzep-

tiert, wurden Rohextrakte von K.pneumoniae KAY2026 und E.coli ED

876767
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fer (ohnemmit ~a_ei°u3`c'°I aarnea~. . .~.
k,,ba `'..1o~.,b~,~.nsp L~f~ el Xylulose), dem Xy-

litol als Substrat zugesetzt wurde, für 16 h bei 37 0C inkubiert.

Zur Kontrolle der ATPase-Aktivität wurde jeweils ein Ansatz ohne

Substrat mitgeführt . Nach Abstoppen der Reaktionsansätze mit Per-

chlorsäure, wurde das gebildete Xylitol-5-Phosphat indirekt über

den ATP-Verbrauch bestimmt . Nach Korrektur des ATP -Verbrauchs um

die ATPase Aktivität zeigte sich, daß sowohl die Xylulokinase von

Klebsiella als auch das E.coli Enzym, Xylitol langsam phosphory-

lierte . In Xylose- induzierten K.pneumoniae Kulturen zeigte die

Xylulokinase, Aktivitäten von 1-3 mU/mg Protein mit dem Substrat

Xylitol, in E.coli ED8757 8-13 mU/mg . Aus diesen Untersuchungen

war zu schließen, daß xyl(A)B- rekombinante Z.mobilis Stämme

Xylose über Xylitol bis zum Xylitol-5-Phosphat umsetzen können.

Artschließend wurde der Einfluß von Xylitol auf die Xyloseisomera-

se untersucht . In der Literatur gilt Xylitol als kompetetiver In-

hibitor für die Xyloseisomerasen von Lactobacillus mit einem Ki

von 1,5mM (YAMANAKA,1975) und Arthrobacter (HENRICK ET AL .,1989).
Um die Hemmung der Xyloseisomerase von K.pneumoniae durch Xylitol

zu untersuchen, wurden Rohextrakte in Xyloseisomerase-Inku-

bationspuffer mit 10 mM Xylose und 0-15 mM . Xylitol inkubiert . Die

Reaktion wurde nach 10 min . für 30 sec . bei 100 0 0 abgestoppt und

die gebildete Xylulose mit Sorbit-Dehydrogenase (0,4U) quantifi-

ziert . Dabei zeigte sich eine kompetetive Hemmung der Xyloseiso-
merase von K.pneumoniae KAY2026 durch Xylitol ;in Gegenwart von 10

mM Xylose und 10mM Xylitol betrug die Aktivität des Enzyms noch

75% der ungehemmten Xyloseisomerase ; durch weitere Erhöhung der

Xylitolkonzentration bei konstanter Xylosekonzentration wurde die
Enzymaktivität kontinuierlich reduziert (12mM Xylitol : 70% ; 15mM

Xylitol 65% der ungehemmten Aktivität) . War die Xylosekonzentra-

tion aber deutlich höher als die Xylitolkonzentration, so konnte

keine Hemmung nachgewiesen werden, was für eine kompetitive Inhi-

bierung spricht .



Aus diesen Untersuchungen stellte sich der Xylosestoffwechsel in

xylAB rekombinanten Z .mobilis Stämmen CP4/pZY225 bzw ./pZY226 fol-

gendermaßen dar : In Gegenwart von Xylose im Wachstumsmedium bil-

den sowohl der Wildtyp als auch die xylAB rekombinanten Z.mobilis

Stämme Xylitol mit einer Aldose-Reduktase . Der Wildtyp wird durch

Xylitol nicht im Wachstum beeinträchtigt . Der rekombinante Stamm

Z.mobilis CP4/pZY225 setzt Xylitol aber mit der Xylulokinase

Xylitol-5-Phosphat um . Xylitol-5-Phosphat kann nicht weiter ver-

stoffwechselt werden, akkumuliert daher in den Zellen und führt

zur Wachstumshemmung . Abhängig von der intrazellulären Xylose-

und Xylitol-Konzentration kann außerdem noch eine kompetetive

Hemmung der Xyloseisomerase dazu führen, daß wenig Xylulose bzw ./

Xylulose-5-Phosphat gebildet wird.

Es wurde deshalb im folgenden versucht, Mutanten zu isolieren,

die weniger oder kein Xylitol-5-Phosphat mehr produzierten, so

daß 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 . Isolierung Xylose®resistenter Z mob/11s

	

pZY225 St5rnrne

Zur Isolierung Xylose-resistenter rekombinanter Z .mobilis Stämme

standen zwei Selektionsmöglichkeiten zur Verfügung . Einmal be-

stand die Möglichkeit unter den Z .mobilis CP4/pZY225 Rekombi-

nanten im Anschluß 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 xylB-Gens, hervorgerufen werden, oder

aber die Resistenz beruht auf einer veränderten Substratbinde-

stelle der Xylulokinase.

Die zweite Selektionsmöglichkeit bestand nach Entwicklung eines

geeigneten Plattenfiltertests in der Suche nach Aldose-Reduktase
negativen Z.mobilis CP4 Wildtypzellen und der anschließenden Ein-

führung des Xylose-Operons in die isolierten Mutanten . Dieses

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

Mit Hilfe eines neu entwickelten Plattenfiltertests wurde zu-
nächst 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 wurden 1600

Mutanten im Plattentest untersucht . Dabei fielen Mutanten an, die

durch schwache Xyl i tol b, l dang auf dem Filter charakterisiert wa-

ren . Genauere Überprüfung dieser Kolonien, d .h . quantitative Xy-

litolbestimmung und Aldose-Reduktase Enzymtest ergab jedoch, daß

alle Kolonien noch Aldose-Reduktase Aktivität zeigten (maximal um

etwa 50% reduziert) . Da die Wahrscheinlichkeit der Inaktivierung

eines Enzyms durch eine Punktmutation sehr gering ist, müßte eine

erheblich größere Kolonienzahl untersucht werden.

Im folgenden wurde die Mutantenselektion direkt in den rekombi-

nanten Stämmen Z.mobilis CP4/ pZY225 durchgeführt . Die Idee war,

Mutanten von Z.mobilis CP4/pZY225 zu isolieren, die entweder kein
Xylitol oder kein Xylitol-5-Phosphat mehr bildeten, und bei denen

die Hemmung durch Xylose aufgehoben sein sollte . Beim Plattieren

von Z .mobilis CP4/pZY225 auf vollmediumplatten mit 2% Fruktose

und 5% Xylose (inhibierende Bedingungen) tritt 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 umfaßte

die Reinigung besser wachsender Kolonien, die Überprüfung in

Flüssiynedium mit 0,8% Fruktose und 5% Xylose, gefolgt von Mini-

plasmidpräparationen und Retransfer der Plasmide in die E .coli

xyiA-Mutante HB101.

Nach UV-Mutagenese des Xylose-sensitiven Stammes Z.mobilis CP4/
pZY225 und anschließender Selektion besser wachsender Mutanten,

wurden insgesamt 240 Flüssigkulturen untersucht . Davon zeigten

140 Kolonien besseres Wachstum in Gegenwart von Xylose . Von 100
Kolonien wurden Miniplasmidpräparationen mit anschließender Re-

transformation nach E .coli HB101 durchgeführt . Dabei zeigte sich,

daß die Plasmide von 97 Mutanten den Stamm E.coli HB101 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, daß die Hemmung auf

der unspezifischen Bildung von Xylitol-5-Phosphat durch die
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Xylulokinase beruhte . Die Ergebnisse werden weiterhin durch Be-

obachtungen unterstützt, die in der Literatur für D-Arabitol bzw.

Ribitol-Dehydrogenase negative Mutanten von E.coli C beschrieben

wurden (SCANGOS UND REINER, 1979) . Diese Mutanten wurden sensitiv

gegenüber Zuckeralkoholen, weil statt der Oxidation der Zuckeral-

kohole mit anschließender Phosphorylierung 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 Überein--

stimmung zu den Befunden dieser Arbeit steht.

Bei der Mutantenselektion von Z .mobilis CP4/pZY225 wurden 2 Xylo-

seresistente Klone isoliert, die sowohl Xyloseisomerase als auch

Xylulokinase Mutanten komplementierten und ein unverändertes

Plasmidmuster aufwiesen (pZY225-XR4 bzw . -XR7) . Bei der Untersu-

chung dieser Mutanten zeigte sich, daß die Aldose-Reduktase nicht

reduziert war, und daß auch die Aktivitäten der Xylose-Gene denen

des Xylose sensitiven Stammes Z .mobilis CP4/pZY225 entsprachen.

Dabei war jedoch die Aktivität der Xylulokinase sowohl im Aus-

gangsstamm Z.mobilis CP4/pZY225, der die Xylose-Gene seit der

Konjugation besaß (mehrere Monate), als auch in den isolierten

Xylose-resistenteren Mutanten auf etwa 0,2- 0,3 U/mg reduziert.

Diese Ergebnisse ließen die Hypothese zu, daß die Xylose-Resi-

stenz der Mutanten nicht nur auf eine reduzierte Xylulokinase-

Aktivität zurückzuführen war, sondern vermutlich auf einer Verän-

derung der Substratbindestelle der Xylulokinase beruhte, d .h . daß

Xylitol möglicherweise kein! oder schlechteres Substrat für die

Xylulokinase war, während Xylulose weiterhin umgesetzt wurde . Um

dies zu beweisen, wurde die intrazelluläre Konzentration von

Xylitol und Xylitol- 5-Phosphat in den Mutanten und im Stamm Z.

mobilis CP4/pZY225 gemessen (Tab .13) . Die Kultivierung der Stämme

sowie die Silikonölzentrifugation zur Herstellung der Zellex-

trakte erfolgte, wie bereits beschrieben.

Die Messung zeigte eindeutig, daß die intrazelluläre Konzentra-
tion von Xylitol-5-Phosphat in den Xylose-resistenten Stämmen

Z .mobilis CP4/pZY225 -XR4 und -XR7 deutlich reduziert war, ver-

glichen mit Z .mobilis CP4/ pZY225 . Damit schien die Xylose-Resi-

stenz der Mutanten auf einer veränderten Affinität der Xylulo-

kinase zum Xylitol zu beruhen.
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Die isolierten Mutantenplasmide pZY225-XR4 bzw . -XR7 sollten

daher für weitere Manipulationen des Pentosestoffwechsels, z .B.

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

geeignet sein,

Stamm TG Xylitolex.t Xylitolint Xylitol ®S--Pint
(mg /ml) [mM] [mM] [mM]

Z .mobilis:

CP4/pZY225 1,24 23,4 13,3 12,9

CP4 /pZY225--XR4 2,06 20,3 13,7 0,6

CP4/pZY225-XR7 1,72 21,9 7,4 3,5

Tab®13® Intrazelluläre Konzentration von Xylitol und Xylitol-5-
Phosphat in den Z .mobilis Stämmen CP4/pZY225 ; CP4/pZY225-XR4 ; CP4
/pZY225-XR7 . Die Kulturen waren in Gegenwart von 5% Fruktose+ 2%
Xylose 16 Stunden gewachsen . Die Messung erfolgte in Extrakten,
die durch Silikonölzentrifugation hergestellt wurden.
TG= Trockengewicht ; int= intrazellulär ; ext= extrazellulär

2 .4. Untersuchung der Enzyme des Pentose®PhosphataWeges

Für den katabolen Xylose-Stoffwechsel sind neben den Enzymen Xy-

loseisomerase und Xylulokinase, die Enzyme des Pentose-Phosphat-

Weges erforderlich . 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

1971 ; SWINGS UND DE LEY, 1977) . Um Aussagen Fiber mögliche Engpäs-

se des Xylose-Stoffwechsels der xylAB +- rekombinanten Z .mobilis

CP4-Stämme machen zu können, war es zunächst erforderlich, die

Enzyme des Pentose-Phosphat-Weges in Z . mobilis CP4 zu bestimmen.

Die Transketolase von Z .mobilis war in photometrischen Testsyste-

men nicht me$ibar, 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 der
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Zucker mit dem BIOTRONIK Zuckeranalysator untersucht . Tabelle 14

zeigt die getesteten Transketolase-Substrate und die nachgewiese-

nen Produkte.

1 Zucker

	

Trargsketolase®Subst .rate
(Produkt)

1) Rib5P+Xu5P 2 ) E4P+Xu5P Xu5P 3) Rib5P+ Hpyr
0,5

	

0,5 0,03

	

0,5 0,5 0,5

	

0,3

Xu1.5P

	

+ + + +
Rib5P

	

+ + + +
Er'y/GA1mP + - -
Frk6P - -
Shp7P

	

- ® - -
Rub5P

	

+ + + +
G1c6P

	

- - - -

Tab . 14a Umsetzung verschiedener Transketolase-Substrate durch
Rohextrakte von Z,mobilis CP4 . Nach 10 min . Inkubation der Rohex-
trakte (UZ/ NAP-10) n t den Substraten wurden die Umsetzungen ab-
gestoppt (30sec . 100'C), dephosphoryliert und mit dem BIOTRONIK
Zuckeranalysator untersucht . Folgende Umsetzungen durch die
Transketolase waren zu erwarten:

Transketolase
1) Rib5P + <Xul5P > Shp7P

	

+ GA13P
2) Ery4P + <Xu15P > Frk6P

	

+ GA13P
3) Rib5P + < •> Shp7P

	

+ CO 2Hpyr

+= Zucker gefunden ; -= Zucker nicht aufgetreten;
Ery= Erythrose ; Frk= Fruktose ; GAL= Glycerinaldehyd ; Glc= Gluko-
se ; HPyr= Hydroxypyruvat ; Shp= Sedoheptulose ; Rib= Ribose ; Rub=
Ribulose ; Xul = Xylulose ; -P= Phosphat

Es zeigte sich, dap 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 (möglicherweise

aufgrund einer Überlappung mit dem Ribulose-Peak), so dap hieraus

keine Transketolase-Aktivität in Z .mobilis abgeleitet werden

konnte .Anschliepend wurde die Umsetzungen phosphorylierter Trans-

ketolase- Substrate durch Rohextrakte von Z .mobilis CP4 und E .co-

1i CA8000 über einen Zeitraum von 60 Minuten verfolgt und nähe-

rungsweise quantifiziert (Tab .15).

Die schnelle Umwandlung der drei Pentose-Phosphate war sowohl in

E.coli als auch in Z .mobilis zu beobachten . In E .coli CA8000 kann-
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te die Umsetzung der Transketolase-Substrate über Sedoheptulose-

7-Phosphat bis zum Glukose-6-Phosphat nachgewiesen werden . In Z.

mobilis CP4 war dies nicht möglich.

Üoidae.fb.ikie7~ CP4 E.cols CA80 00
Zucker
(nmol/ml) 5' 15' 30' 60'

	

5' 15' 30' 60'

Xu15P 187 187 225 206 113 34 19 19
Rib5P 64 45 176 131 94 45 45 53
Rub5P 170 170 200 225 83 100 128 135
Shp7P - _ 200 300 75 25
G1c6P - _ _ _ - - 450 430

Tab . 15 : Umsetzung der Transketolase-Substrate Ribose-5-Phosphat
(0,5mM) und Hydroxypyruvat (0,3mM) durch Z.mobilis CP4 und E .coli
CA 8000 über einen Zeitraum von 60 min .(') . Die Abkürzungen der
Zuckerphosphate sind Tab . 14 zu entnehmen . Die Reaktionsansätze
enthielten 0,44 mg Protein Z .mobilis Rohextrakt und 0,12 mg E .co-
li Extrakt (UZ/ NAP-10).

Im folgenden wurden Untersuchungen zur Transaldolase durch-

geführt, wobei 0,5mM Sedoheptulose-7-Phosphat und 0,5mM Glycerin-

aldehyd-3-Phosphat als Substrate angeboten wurden . Die 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 Aktivität einer Transketolase zurückgeführt werden, so daß

mit Hilfe dieses Testsystems in Z .mobilis CP4 eine geringe Trans-

ketolase-Aktivität von 1-2 mU/mg Protein gezeigt wurde (Tab . 16).

Die Transaldolase ließ sich auch unter Einsatz anderer Substrate

in Z .mobilis CP4 bisher nicht messen.

Stamm SPEZIFISCHE AKTIVITÄT (mU/mg)

Transketolase Transaldolase

E365 BIOTRONIK E365 BIOTRONIK

Baco CA8000

Zomoba CP4

65

n .n .

59

1-2

32

n .n .

n .g.

n .n .

Tab . 16 : Nachweis von Transketolase- und Transaldolase-Aktivitä-
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ten in E .coli CA8000 und Z.mobilis CP4.
Für die Analysen mit dem BIOTRONIK-Zuckeranalysator wurden die
Rohextrakte (UZ/NAP10) 30 min . mit den Substraten inkubiert, de-
phosphoryliert und untersucht . n .g .= nicht quantifiziert ; n .n .=
nicht nachweisbar.
Der Testansatz (0,5m1) für den Nachweis der Transketolase in Z.
mobilis CP4 mit dem Zuckeranalysator, enthielt folgende Komponen-
ten (konzipiert für den Transaldolase-Test) : 0,5mM Sedoheptulose-
7-Phosphat, 0,5mM Glycerinaldehyd-3-Phosphat,0,2mM NADP ¢ ,8U Phos-
phoglukose-Isomerase, 4U Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 38 mM
Tris-HC1/7,5mM MgC1 2 ; pH 7,6 . Die Bildung von Xylulose-5-Phos-
phat wurde bestimmt.

Anschließend 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 (E 290 ) lag die spezifische

Aktivität der Isomerase von Z .mobilis CP4 bei 0,43U/mg ; die Quan-

tifizierung mittels BIOTRONIK ergab eine deutlich höhere Aktivi-

tät von 1,6 U/mg Protein, (Tab .17).
Die Ribulose-5-Phosphat-Epimerase von Z.mobilis CP4 zeigte im
photometrischen Test (E 290 ) eine spezifische Aktivität von 0,32
U/mg, im Zuckeranalysator wurde eine Aktivität von 0,64 U/mg er-

mittelt, (Tab .17).

STAMM SPEZIFISCHE AKTIVITÄT (U/mg)

Ribose-5-Phosphat-Isomerase 'Ribulose-5-Phosphat-Epimerase
E 290 BIOTRONIK

	

E 290 BIOTRONIK

E.c .CA8000 1,25 >1,4 0,70 1,0

Z.mobo CP 4 0,43 1,6 0,32 0,64

Tab .17 : Nachweis von Ribose-5-Phosphat-Isomerase und Ribulose-5-
Phosphat-Epimerase Aktivitäten in Rohextrakten (UZ, NAP-10) von
Z .mobilis CP4 und E .coli CA8000 .

95III. Ergebnisse



Aus diesen Untersuchungen ließ sich schließen, daß 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- Aktivitäten waren denen der entspre-

chenden E.coli Enzyme vergleichbar, die Transketolase-Aktivität

zeigte nur sehr geringe Aktivität . Der Nachweis einer Transaldo-

lase-Aktivität konnte mit der verwendeten Analytik bislang nicht

erbracht werden.

3.

	

Einführung des Transketolase-Gens aus Eco8i in die xyiAB + nrekom-

blnanten Zrnobilis Stämme

3.1 . Klonlerung des Transketolase-Gens in das Pias id P225aXR4

Bei der Untersuchung des Pentose-Phosphat-Weges von Z . mobilis

CP4 hatte sich gezeigt, daß die Transketolase mit einer spezifi-

schen Aktivität von 1-2 mU/mg Protein etwa 60-fach schwächer

exprimiert wurde als das E.coli Enzym. Um einen signifikanten

Durchflug von Xylulose-5-Phosphat zum Glycerinaldehyd-3-Phosphat

und damit den Anschluß an die Glykolyse zu ermöglichen, war es

notwendig die Transketolase-Aktivität in xyl +-rekombinanten Z.

mobilis CP4 Stämmen zu erhöhen.

Es bestand die Möglichkeit, das klonierte tkt-Gen aus E .coli

(SPRENGER,unveröffentlicht) in den xylAB + -Vektor pZY225-XR4 ein-

zubringen . Dazu wurde das tkt+-Fragment aus dem Vektor ptktase

als 2,6 kb Scal/Sspl Fragment mit glatten Enden isoliert und in

den mit dem Restriktionsenzym Scal linearisierten Vektor pZY225-

XR4, der nicht Phosphatase behandelt war, ligiert . Die Selektion

der E.coli DH5-Transformanden erfolgte auf tetracyclinhaltigen LB

-Nährböden. . Die erhaltenen 26 Transformanden wurden auf LB-Agar-

platten mit Tetracyclin sowie auf Nährböden mit Ampicillin ausge-

strichen . Die Insertion des Fragmentes in die Scal-Schnittstelle

des Vektors pZY225- XR4 fuhrt 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 daß die Transkription

des tkt-Gens theoretisch sowohl vom tkt-eigenen Promotor als auch
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vom bla-Promotor erfolgen konnte . Das Konstrukt pZY228 (14,8kb,

Abb . ].9) vermittelte verschiedenen E. co1i Stämmen spezifische

Transketolase-Aktivitäten von 2,1® 2,5 1J/mg, d .h . in E.coli lag

eine fast 40-fache Überexpression des Gens vor.

Das Plasmid pZY228 wurde anschließend über eine Filterkreuzung

aus dem Stamm S17-1/ pZY228 in Z.mobiiis CP4 mobilisiert . Die

Transkonjuganden wurden auf VN + 5% Glukose-Platten mit Tetracyc-

lin und Nalidixinsäure, selektioniert . Alle 35 erhaltenen rekom-

binanten Z.mabilis CP4 Kolonien wiesen das richtige Plasmidmuster

auf, welches im Agarosegel nach Restriktion der Gesamt-Plasmid-

DNA mit dem Enzym Kpn1 sichtbar war . Nachdem das Plasmid erfolg-

reich in Z .raobilis CP4 eingebracht worden war, wurde die Charak-

terisierung der nun xy1 + /tkt+ rekombinanten Zomobilis CP4-

Stäm-me durchgeführt .

pbia T1T2

HindIIl
Pstl
*o i
:BamHI

Pst l
EcoRV

xylA

on

pZY22e

14816 bps

Nr uI
: I3aanHl

HindIII

EcoRl

Ppdc

orip2M03

HindIII

H ie~dIII
F3a mH I

mob

oriT
oriV

tat

Nrul

EcoRV
HindIII

Abb. 18 : Restriktionskarte des xylAD+/tkt+ Plasmides pZY228 . Die
Expression des Xylose-Operons erfolgt vom p dc , das Transketola-
se-Gen kann vom gen-eigenen und vom pbla abgelesen werden . Die
verwendeten Abkürzungen sind Abb . 16 und dem Abkürzungsverzeich-
nis zu entnehmen .
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a2. Charakterisierung der xy1AB+ I tkt + rekombinanten Z mob/11s

CP4 _ Stämme

Zunächst wurde die Expression der drei Gene auf dem Plasmid pZY

228 mit Hilfe der Enzymaktivitäten bestimmt . Dabei zeigte sich,
daß neben den Xylose-Genen auch die Transketolase aus E. toll in

Z . mobiles CP4 gebildet wurde, (Ta b . 18) . Die spezifische Aktivi-

tät der Transketolase war 2-3-fach höher (150 mU/mg), als das

Enzym in E .co.ii Wildtyp-Stämmen {65 mU/mg) und sollte damit für

den katabolen Xyloseumsatz nicht mehr limitierend sein . Die Akti-

vitäten von Xyloseisomerase und Xylulokinase waren im Vektor pZY

228 vergleichbar mit den Aktivitäten, die das Konstrukt pZY225-

XR4 vermittelte . Es fiel auf, daß die spezifische Aktivität der

Xylulokinase deutlich niedriger war als in den ursprünglichen

Plasmiden pZY225 und pZY226 (direkt nach Einbringen der Plasmide)

Daraus ist zu schließen, daß die Xylulokinase der Xylose-

Resistenz vermittelnden Mutantenplasmide pZY225-XR4 und -XR7

nicht nur reduzierte Affinität zum Xylitol sondern auch zur Xylu-
lose besitzt . Die gemessenen Aktivitäten sollten jedoch für den
Xylose-Metabolismus mit Z.mobilis nicht limitierend sein.

Tab .l8 : Nachweis der Xyloseisomerase, Xylulokinase und Transketo-
lase in pZY228 rekombinanten Z .mobilis CP4-Stämmen . Die für Z.
mobilis CP4/ pZY228 angegebenen Enzymaktivitäten sind Mittelwerte
verschiedener Transkonjuganden.
n .n .= photometrisch nicht nachweisbar

Im Anschluß an die Enzymmessungen wurde das Wachstum der Z . mobi-

lis CP4/ pZY228 Stämme mit Xylose als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle untersucht . Die xylAB+tkt + rekombinanten Stämme

wuchsen nicht auf Xylose als alleinigem Substrat . Daraufhin wur-

STAMM

	

SPEZIFISCHE AKTIVTTÄT
(U/mg)

Xyloseisomerase

	

Xylulokinase

	

Transketolase

Z.mobilisv

' CP4/pZY225XR4

	

0,16

	

0,14

	

n .n.
CP4/pZY228

	

0,15

	

0,17

	

0,15
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den niedrige Fruktose- bzw . Glukose-Konzentrationen (0,8%) mit

steigenden Xylose-Konzentrationen (0,5%-5%) als Substrate einge-

setzt . Als Kontrollen wurden Z .mol~iiis CP4/pPTZom3 und der Aus-

gangsstamm Z.mobilis CP4/pZY225-XR4 mitgeführt . Dabei zeigte sich

bei keinem der Stämme 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-

bills CP4/ pZY228 und CP4/ pZY225-XR4 feststellbar (~50%) . Nied-

rigere Xylosekonzentrationen wirkten nicht inhibierend.

Wachstumsversuche mit 5%-iger Fruktosekonzentration zeigten, daß

Z .mobilis CP4/pZY228 Stämme im Gegensatz zu allen bisher unter-

suchten Rekombinanten durch Fruktose im Wachstum gehemmt wurden.

In Gegenwart von Fruktose hatten die Zellen zunächst eine fast 1-

tägige Anwachsphase und wuchsen dann mit stark reduzierter Wach-

stumsrate innerhalb von 3 d hoch (1d :0D600 0,1 ; 2d :0D 600 0,4 ; 3d:

OD 600 1,5), während rekombinante Kontrollstämme das Substrat nach

ld verbraucht hatten . Diese Inhibierung durch Fruktose ist wahr-

scheinlich im Zusammenhang mit der Transketolase zu verstehen, da

Fruktose nach der Phosphorylierung direkt ein Substrat für die

Transketolase ist und somit zur Akkumulation von phosphorylierten

Metaboliten, z .B . Sedoheptulose-7-Phosphat oder Xylulose-5-Phos-

phat, führen könnte.

Um zu überprüfen, ob durch Einführung des Transketolase-Gens die

Umsetzung von Xylose über Xylulose, Xylulose-5-Phosphat, (Ribose-

5-Phosphat) bis zum Glycerinaldehyd-3-Phosphat und damit auch bis

zum CO2 ermöglicht wurde, wurden Experimente mit 14C-[U]-Xylose

durchgeführt . Diese radioaktive Methode ist aufgrund ihrer hohen

Empfindlichkeit geeignet,auch geringsten Durchsatz von Xylose zum

CO 2 nachzuweisen . Die Z .mobilis Stämme CP4/ pZY228, CP4/ pZY225-

XR4, sowie CP4/ pPTZom3 wurden in Vollmedium mit 2% Fruktose und

2% Xylose, versetzt mit 1iCi 14 C--[U]®Xylose unter leichtem Schüt-

teln inkubiert . Als Positivkontrolle wurde die E.coli Mutante DC

1091/ pZM134 eingesetzt, die aufgrund einer defekten Pyruvat-For-

miat-Lyase, unter anaeroben Bedingungen mit der plasmidkodierten

Pyruvat-Decarboxylase aus Z .mobilis die Substrate hauptsächlich

zu Ethanol und CO 2 umsetzt . Aus Tabelle 19 geht hervor, daß der

xylAB+ /tkt-l" rekombinante Stamm Z .mobilis CP4/pZY228, 14 C-[U]- Xy-

lose zu einem geringen Anteil zum 14 002 verstoffwechseln konnte.

0,3% der eingesetzten 14 C-[U]- Xylose wurden als 14CO2 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 14CO2 nachgewiesen.

Damit war bewiesen, daß Z . mobilis CP4 durch die Einführung der

Gene Xyloseisomerase, Xylulokinase und Transketolase, Xylose in

geringem Maße zu (Ethanol) und CO2 umsetzte,

Tab.19 : Umsetzung von 14C-Xylose zu 14C0 2 durch Zmmob lis CP4/
pZY228 und verschiedene Kon~ 7

.~Se "

	

•° C lL.r~s A.aaii3iie . Die ~ #e sungen s~.erii~siC 'äi -

tigen nur die Radioaktivität des gebundenen CO 2 , nicht die Ra-
dioaktivität der Gasphase.

Nachdem gezeigt war, daß Z.mobilis CP4/pZY228 Xylose bis zum CO 2
metabolisieren kann, war es naheliegend nach intrazellulären Me-

taboliten zu suchen, die diesen Stofflug noch limitierten . Hierzu

wurden erneut intrazelluläre Metabolituntersuchungen in Silikon-

ölzentrifugationsextrakten von Z.mobilis CP4/ pZY228 im Vergleich
zu Z.mobilis CP4/ pZY225-XR4 mit dem BIOTRONIK Zuckeranalysator
durchgeführt . Die Zellextrakte wurden von Kulturen hergestellt

(OD600 >4), die 4h in Gegenwart von 1% Fruktose und 1% Xylose in-

kubiert worden waren.

Z .mobilis:

CP4 / pZY228

	

0

	

2,4910 6	-

	

1

	

2,50®10 6	6,4410

	

2

	

2,52®10 6	0,81010 3	0,30%

	

CP4/ pZY225-XR4 0

	

3,1710 6

	

1

	

3,20010

	

0,59®10 3

	

2

	

3,1910 6	0,18 © 10 3	0,02%

CP4 / pPTZom3

	

0

	

2,93 10 6

	

1

	

2,85©10 6	0,2310

	

2

	

3,01 10 6	0,28®10 3	0,01%

DC1091/ pZMI34

	

0

	

3,14010 6

	

1

	

1 9510 6	2,03010
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Die Untersuchungen zeigten eine Akkumulation von 9mM Sedoheptulo-

se-7-Phosphat in den Z.mobilis CP4/ pZY228 Extrakten . In Zellex-

trakten der Stämme Z .mobilis CP4/ pZY225 , CP4/ pZY225-XR4 bzw.

CP4/pZY226 war dieser Metabolit nicht gefunden worden, so daß da-
von auszugehen ist, daß Sedoheptulose-7-Phosphat aufgrund der er-

höhten Transketolase-Aktivität in den Zellen akkumuliert . Die

Bildung und Akkumulation von Sedoheptulose-7-Phosphat erklärt

sich aus der Umsetzung von Xylulose-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-Aktivität nicht weiter umgesetzt werden kann . Es ist zu vermu-

ten, daß die Akkumulation von Sedoheptulose-7-Phosphat oder die

Anhäufung eines anderen phosphorylierten Transketolase-Metabo-

lites in den pZY22S--Rekombinanten auch für die Wachstumshemmung

in Gegenwart von Fruktose verantwortlich ist.

Aus den vorliegenden Untersuchungen mit dem Stamm CP4/ pZY228

lassen sich folgende Schlüsse ziehend Z .mobilis CP4/ pZY228 ist

mit den Genen für die Xyloseisomerase, die Xylulokinase und die

Transketolase in der Lage, Xylose zu CO 2 umzusetzen . Dabei kommt

es aufgrund fehlender Transaldolase-Aktivität zur Akkumulation

von Sedoheptulose-7-Phosphat.

Ill . Ergebnisse
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Grundvoraussetzung für die Etablierung eines katabolen Xylose-

Stoffwechsels in Z .niabilis war die Klonierung und molekularbiolo-

gische Charakterisierung der Gene für 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 vollständige DNA--Se-
quenz Gram-negativer Bakterien zur Verfügung . Aus Gram-positiven

Bakterien liegen bereits über 10 Sequenzen des xylA Gens vor . Die

Bestimmung der relativen Lage der Gene durch Transposon-Mutagenese

und Sequenzanalysen ergaben, daß die an der Xylose- Verwertung
beteiligten Gene benachbart vorliegen und das xylA Gen vor der ko-

dierenden Region von xylB liegt, was in Übereinstimmung zu den

bisher untersuchten Prokaryonten steht (E .coli : ROSENBERG ET A.L .,
1984 ; LAWLIS ET AL .,1984, B.subtilis : WILHELM UND HOLLENBERG,1984
GÄRTNER ET AL ., 1988).

Die Bestimmung und Analyse der Primärstruktur eines 3225bp Frag-

mentes,welches xylA und xylB enthielt, ergab zwei grope Leseraster

von 1320bp für das xylA- und 1489bp für das xylB-Gen . Zwischen den

beiden Genen befindet sich eine intergenische Region von 89bp, in

der die Ausbildung einer GC-reichen Terminationsstruktur mit einer

freien Enthalpie von -31 kcal (nach TINOCO ET A.L ., 1973), möglich
ist . Jedem Strukturgen geht die Konsensussequenz einer Ribosomen-

Bindungsstelle (SHINE UND DALGARN0,1974) voraus, proximal zum xylA

Gen ist außerdem der AT- Gehalt deutlich erhöht . Die Translation

kann somit bei beiden Genen, jeweils beginnend am Initiationscodon

AUG (+1), unabhängig voneinander erfolgen . Durch eine "NORTHERN-

Blot"-Hybridisierung wurde gezeigt, daß xylAB eine Transkriptions-

einheit mit einer etwa 3 kb langen m-RNA bilden . Daraus ist zu

schließen, daß sich die Teninatorstruktur zwischen xylA und B

nicht immer ausbildet . Ein in kleinerer Menge zusätzlich gefunde-

nes Transkript von etwa 1,6 kb könnte jedoch, abgesehen von einem
stabilen Abbauprodukt, ein aufgrund von Termination entstandenes

xylA-Transkript sein, was auf einen Regulationsmechanismus des Xy-

lose-Operons auf Transkriptionsebene hindeuten würde . Vorstellbar

wäre ein der "Attenuation" analoger Mechanismus, (ROSENBERG UND
COURT, 1979) . Zu Aufklärung dieser Hypothese sind weitere Untersu-
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chungen erforderlich.

Es konnte hiermit erstmals für Gram- negative Bakterien gezeigt

werden, daß xylA und xylB, entsprechend den Befunden bei B .subti-

1zs (WILHELM UND HOLLENBERG,1985 ; GÄRTNER ET AL .,1988), St .xylosus

(SIZEMORE ET AL ., 1991) und A .missouriensis (AMORE ET AL ., 1989),

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 zwei Konsensussequenzen für cAMP/CRP-Bindestellen

(DE CROMBRUGGHE ET AL ., 1984), die in guter Übereinstimmung zu Be-

funden dieser Arbeit, sowie Literaturdaten (WILSON UND MORTLOCK,

1973 ; POSTMA UND LENGELER, 1985) stehen, die eine starke Abhän-

gigkeit der Aktivierung des Xylose-Operons durch cAMP/CRP fanden.

Der Codon-Gebrauch von Genen ist mit der Translationshäufigkeit

korrelierbar,(IKEMURA ET AL ., 1981) . Häufig verwendete Codons wei-

sen auf hohe Konzentrationen der mit der entsprechenden Aminosäure

beladenen t-RNA in der Zelle hin . Die Analyse der in den xylAB-Ge-

nen von K.pneumonlae KAY 2026 verwendeten Tripletts ergab, eine

Frequenz des optimalen Codon-Gebrauchs von 0,66 für xylA und 0,62

für xylB (nach IKEMURA ET AL .,1981) . Diese Werte weisen daraufhin,

daß 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 GG-Gehalt

von 57% zuzuschreiben ist (Tab .IV .1 .).

Das xylA- Gen kodiert für ein Polypeptid von 440 Aminosäuren mit

einem Molekulargewicht von 49,8 kDa, das xylB-Gen für ein 51,8 kDa

großes Enzym mit 483 Aminosäuren . Das Molekulargewicht der Xylose-

isomerase ist mit dem der monomeren Untereinheit der Enzyme von E.

coil, B.subtilis und Clostridien Stämmen vergleichbar, und sie ge-

hört damit zu den im aminoterminalen Bereich etwa 50 Aminosäuren

längeren Isomerasen, verglichen zu den 43-44 kDa großen Actinomy-

ces-Proteinen . Die Gruppe der rs 50 kDa großen Xyloseisomerasen um-

faßt die mesostabilen Enzyme, die untereinander auf DNA-Sequenz-

IV. Diskussion
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ebene stärker übereinstimmen und andere katalytische und physiko-

chemische Eigenschaften aufweisen (z .B .bevorzugtes Metallion Co 2+ >_

IV5nn2+> Mg- 2+ ; Stöchiometrie Metallion/ Monomer= 1/1), als die tempe-

raturstabilen Actlnorayces-Enzyme, die Mg 2+ zur Aktivierung bevor-

zugen und eine Stöchiometrie von 2 Mol Metallionen zu 1 Mol Mono-

mer besitzen (LEE ET AL 1990 ; VANGRYSPERRE ET AL ., 1990).

Alle Xyloseisomerasen enthalten wenig oder kein Cystein, was f ur

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, läßt

weitere Aussagen fiber die Temperaturstabilität zu, (IKAI, 1980).

Thermostabile Proteine besitzen einen höheren aliphatischen Index

von >90% als mesostabile mit <80%,(IKAI,1980) . Die Xyloseisomerase

von K.pnewnoniae K&Y2026 hat einen aliphatischen Index von 72%, 4

Cysteinreste im Protein und ist damit dem E . coll und E . subtilis

Enzym vergleichbar (SCHELLENBERG ET AL ., 1984 ; WILHELM UND HOLLEN--

BERG,1985).

Das xylA-Gen von K.pneumoniae und die abgeleitete Aminosäurese-

quenz zeigen große "Homologien" zu den xylA- Genen anderer Bakte-

rien . Xyloseisomerasen aus sechs verschiedenen Bakterien, mit

durchschnittlich je 440 Aminosäuren, haben 64 Positionen (=15%)

streng konserviert . Bezieht man auch die 43 kDa Isomerasen in den

Vergleich ein, so sind Aminosäuren in insgesamt 49 Positionen kon-

serviert . Die identischen Aminosäuren verteilen sich über einen

weiten Bereich der Primärstruktur, die 40-45 Aminosduren des

carboxyterminalen Endes sind nicht konserviert . Auffällig sind die

drei "Cluster° FHD .D . .P . .G bei Position 100-111, LG . . . .V .WGGREG .E

bei Position 180-196 und EPKP .EP bei Position 232-238 . Aus

chemischen Modifikationsstudien einzelner Aminosäuren (BATT ET AL.

1990) und Röntgenstrukturanalysen verschiedener Xyloseisomerasen

(CALLENS ET AL . , 1985 ; CARREL ET AL . , 1989 ; HENRICK ET AL . , 1990;

VANGRYSPERRE ET AL ., 1989) geht hervor, daß der Mechanismus der

Substratumsetzung in den Xyloseisomerasen verschiedener Organismen

gleich ist . Der His 101 -Rest im konservierten Motiv FHD .D wurde als

aktives Zentrum vorgeschlagen . Das an der Katalyse, einem Hydrid-

shift, beteiligte zweiwertige Kation (Mg 2+ ,Mn2+ oder Co 2+ ), wird

durch die Carboxylgruppen der konservierten Reste Glu 232 , G1u268

und Asp 296 gebunden (CARRELL ET AL .., 1989 ; HENRICK ET AL ., 1990).

Der. His 271-Rest scheint für die Temperaturstabilität wichtig zu

104



sein (BATT ET AL .,1990) . Die im aktiven Zentrum der Xyloseisomera-

se identifizierten konservierten Aminosäuren, sind auch in der

K.pneumoniae KAY 2026 Sequenz vorhanden.

Das Fehlen konservierter Aminosäuren im carboxyterminalen Bereich

läßt vermuten, daß eine strukturelle Trennung der Xyloseisomerase

in zwei Domänen vorliegt ; die konservierte Domäne besitzt kataly-

tische Funktionen, die zweite nicht konservierte Domäne beeinflußt

den strukturellen Aufbau (Anzahl der Untereinheiten) und die

Stabilität des Enzyms . Diese Annahme wird unterstützt durch stär-

kere Übereinstimmungen im carboxyterminalen Ende der Xyloseisome-

rasen einerseits, die im nativen Zustand Dimere bilden, z .B . E.

co1i, K.pneumoniae, B . subtilis (TUCKER ET AL .,1988 ; WILHELM UND

HOLLENBERG,1985) bzw . die hohe Identität der tetrameren Enzyme bei

Actinornyces sp. (DAUTER ET AL .,1989) . Die Teilung der Xyloseisome-

rase in zwei Domänen wird durch Strukturanalysen des A .missouri-

ensis, (REY ET AL ., 1988) und des Arthrobacter Stamm B3728 Enzyms

bestätigt . Ein Monomer bildet in der dreidimensionalen Peptid-

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

herausragt.

Über Struktur und Funktion der Xylulokinase ist weit weniger be-

kannt als Tiber die Xyloseisomerasen . Neben der in dieser Arbeit

charakterisierten Xylulokinase aus K.pneumoniae KAY2026, liegen

noch xylB-Sequenzen von E .coli (LAWLIS ET AL ., 1984), St .xylosus

(SIZEMORE ET AL ., 1991) und S .violaceoniger, (F .MARTIN,persönliche

Mitteilung) sowie Teilsequenzen von Ampulariella sp . (SAARI ET AL.

1987) vor. Homologievergleiche zeigen, daß konservierte Arn€inosäu-

rereste über einen weiten Bereich der Primärstruktur verteilt sind

und in den 40-50 carboxyterminalen Aminosäuren 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 Größe in

zwei Klassen einteilen; einerseits die Klasse der Kinasen aus etwa

300 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von X30 kDa (z .B . Fruk-

tokinase von E.coli ; ORCHARD ET AL.,1990), andererseits die >50kDa

großen Kinasen, bestehend aus etwa 480 Aminosäuren, zu denen auch

IV. Diskussion
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die Xylulokinasen gehören . Sequenzvergleiche zwischen Xylulokina-

sen, der Glukonatkinase aus .B .subtilis, der Fucosekinase und der

Glycerinkinase aus E.coli (REIZER ET AL .,1991) zeigten, daß die

beschriebenen konservierten Regionen auch bei diesen Enzymen weit-

gehend erhalten waren . Insbesondere die Motive im Bereich 331-352

(PYL .GERTPHN usw .) und die interne Sequenzwiederholung an Position
'7 - 1 2

	

.3 253 2C8

	

l

	

Sequenzen

	

b diese niäisu G ..7J-L.JU waren .'l n alien

	

erkennbar . oiJ

	

e~e-

quenzen funktionell an der Substrat- oder ATP- Bindung beteiligt

sind,bleibt durch Strukturanalysen aufzuklären . Eine typische ATP-

Bindestelle konnte weder in der Xylulokinase von K.pneumoniae KAY

2026 noch in der Fucosekinase aus E .coli oder der Glukonatkinase
aus B.subtilis nachgewiesen werden.

Die Klonierung des Xylose-Operons auf Vektoren mit hoher Kopien-

zahl führte erst nach Deletion des 5'-upstream Bereichs, der den

xyl-Promotor sowie die Bindestelle des CAMP/CRP-Komplexes umfaßt,

zur Uberexpression der Gene ausgehend von vorgeschalteten starken

Promotoren, (z .B .pSP6) . Diese Beobachtungen wurden auch bei der
Klonierung der E.coli Xyloseisomerase gemacht, (BATT ET AL .,1984;
ROSENFELD ET AL .,1984 ; SCHELLENBERG ET AL .,1984) und deuten auf

eine starke Abhängigkeit der Genexpression von in der Synthese li-

mitierten Aktivatormolekülen, wie cANP/CRP und möglicherweise ei-

nes zusätzlichen Xy1R Aktivatorproteins, hin . Die Aktivierung der
xylAB Expression wird durch eine Aussage von BATT ET AL ., (1985)
gestützt, daß Tn10-Insertionen 1-2 kb distal zum E.coli xylA Gen

einen pleiotropen Ayl-
Phänotyp verursachten, was durch Inaktivie-

rung des Aktivators oder seiner DNA-Bindestelle erklärbar ist . Da-

rüberhinaus wurden bislang keine Mutanten mit konstitutiver Ex-

pression der Xylose-Gene isoliert, was als Hinweis auf die Abhän-

gigkeit der Genexpression durch einen Aktivator zu verstehen ist.

Es ist weiter bekannt, daß das Xylose-Operon von E .coli und K.
pneumoniae der Katabolitrepression unterliegt und abhängig ist von

CAMP,(DAVID UND WIESMEYER,1970 ; POSTMA UND LENGELER, 1985).
Die Klonierung des xylA-Gens von K.pneumoniae KAY2026, einge-

schlossen seiner 5'--upstream Region auf Vektoren mit hoher Kopien-

zahl, verursachte einen Xylose negativen Phänotyp in den plasmid-

tragenden Stämmen, darauf beruhend, daß 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, daß der Effekt auf die Titration eines Aktivators, z .B.

Xylose, xylA-DNA, -RNA oder -Protein, durch das in hoher Kopien-

zahl vorliegende xylA-Gen zurückzuführen war . Der trans-Effekt

wurde nicht aufgeklärt und die verantwortliche Region nicht einge-

grenzt . Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, daß

der trans-Effekt keine funktionell aktive Xyloseisomerase benö-

tigt, sondern durch den 5'-upstream Bereich, der den Promotor und

die benachbarte cAMP/ CRP-Bindestelle einschließt, bedingt ist.

Hieraus wurde folgendes Modell abgeleitet : Die Überexpression der

cAMP/ CRP-Bindestelle auf Vektoren mit hoher Kopienzahl führt zur
Titration eines positiven Aktivators, entweder CRP oder Xy1R, so

daß die Aktivierung der chromosomalen xylAB-Gene verhindert wird

und phänotypisch Xylose-negative Kolonien entstehen . Diese Ergeb-

nisse erklären auch Beobachtungen von BATT ET AL .,(1986), die bei

Überexpression des promotorlosen xylA-Gens ausgehend vom tac-Pro-

motor,(DE BOER ET AL .,1983) nach Induktion mit IPTG einen Xyl -Phä-

notyp, in nicht induzierten Zellen aber Xylose-positive Kolonien

fanden . Der ptac enthält auch die Konsensussequenz für cAMP/CRP-

Bindung . Unter reprimierten Bedingungen findet keine Aktivator-

Bindung statt (möglicherweise durch Repressor sterisch verhin-

dert), nach Induktion kann jedoch auch hier die Titration des Ak-

tivators erfolgen, der zur Expression des chromosomalen Xylose-

Operons benötigt wird.

Zusammenhänge zwischen Xylose-negativem Phänotyp und dem veränder-

ten Supercoil der xyl-DIA in Gyrase B defekten E .coli Stämmen wur-

den von FRIEDMAN ET AL ., (1984) beschrieben . Die Abhängigkeit der

Expression des Xylose-Operons von einer funktionell aktiven Gyrase

B, steht in Übereinstimmung zu Aussagen von SANZEY ET AL . , (1979) ,

daß über Katabolit-Repression regulierte Operone, sensitiv gegen-

über Veränderungen im Supercoil sind . Diese Befunde unterstützen

die in der vorliegenden Arbeit gefundene Bedeutung des cAMP/CRP-

Komplexes für die Aktivierung der Xylose-Gene.

Grundlage für einen Xylose-Stoffwechsel in Zymomonas mobilis war

die stabile Expression der heterologen Gene für Xyloseisomerase

und Xylulokinase in dem Bakterium . Da die zu Beginn dieser Arbeit

zur Verfügung stehenden schlecht mobilisierbaren Expressionsvekto-

ten pPTZ1 und pPTZ3, (REYNEN ET AL .,1990) aufgrund von Rekombina-
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tionen keine stabile Genexpression ermöglichten, (diese Arbeit,

UHLENBUSCH ET AL . ,1991 WILDEN, Diplomarbeit 1990), wurde im Ver-

lauf der Arbeit ein verbesserter Expressionspendelvektor konstru-

iert . Dieser neue Vektor pPTZom3, basierend auf dem Konstrukt

pPTZ3, (ppdc , T 1T2 , singuläre Schnittstellen, tet R ) ist aufgrund

der neu eingeführten 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 "ori"-Funktion (NISAWA UND

NAKAMURA, 1989 ; SCORDAKI UND DRAINAS, 1991), mit erhöhter Frequenz
( w 10 -6 ) erstmals auch nach Z .mobilis CP4 einfuhrbar und stabil re-
plizierbar . Rekombinationsereignisse mit kryptischen Plasmiden

oder dem Chromosom von Z.mobilis waren nicht mehr zu beobachten °

Mit diesem nur 8,7kb großen Expressionsvektor liegt nun ein ge-
eigneter E.coli/ Z .mobilis Pendelvektor vor, der verglichen zu in

der Literatur beschriebenen , .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, verfügt über singuläre Schnittstellen, definier-

te Replikations- und Mobilisationsfunktionen und den gut charakte-

risierten starken Z,mobi .lis eigenen Promotor des Pyruvat-Decarbo-
xylase Gens, (CONWAY ET AL ., 1987 ; REYNEN UND SANN, 1988), der die

Expression heterologer Gene ermöglicht . Abgesehen vom Z .mobilis

Promotor des adhB-Gens, (MACKENZIE ET AL .,1989) wurden für Vektor-

konstruktionen bislang entweder undefinierte Z .mobilis oder fremde

Promotoren verwendet, die häufig nur zu schwacher Expression hete-
rologer Gene in Z.mobilis führten.

Unter Verwendung des neuen Expressionsvektors pPTZom3 wurden die

Gene für Xyloseisomerase und Xylulokinase in Ze mobilis CP4 expri-
miert . Es wurden spezifische Aktivitäten von 0,13U/mg für die Iso-

inerase und 1,3U/mg für die Kinase bestimmt . Diese spezifischen Ak-
tivitäten sind mit den in E .coli und K. pneurnoniae Wildtyp-Stämmen
vorliegenden Aktivitäten vergleichbar.

Die in E .coli gefundene 5-6 fache TFberexpression der promotorlosen

Xylose-Gene mit vorgeschalteten fremden Promotoren war in Z.
mobilis nicht vorhanden . Dies lädt sich einerseits mit der er-

heblich niedrigeren Kopienzahl der Z.mobilis Expressionsvektoren,

verglichen zu den in E .coli verwendeten Vektoren (pGEM7Zf + ,pUCl9),
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erklären . Darüberhinaus entscheidet aber auch der Codon-Gebrauch,

bzw. der GC-Gehalt der eingeführten Gene Ober die Expressions-

stärke, (IKEMURA ET AL . , 1981) . Je besser diese Parameter bei Donor

und Akzeptorstamm übereinstimmen, desto höhere Expression ist zu

erwarten . Der GC-Gehalt der heterologen K . pneumoniae DNA liegt

mit 57% etwas höher als der GC-Gehalt von Z .mobilis-DNA, der etwa

49% beträgt, so daß 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-

Operon von K.pneumon.zae KAY2026 verwendeten Tripletts, (Tab . IV .1)

zeigt, daß insbesondere zwei sehr häufig verwendete Codons, näm-

lich GAG für Glu (3,2mo1% in xylA ; 2,lmol% in xylB) und GGG für

Gly (1,4mol% in xylA; 2,5mol% in xylB), in geringerem Maße aber

auch GTA für Val (0,5 mol% in xylA ; 0,4 mol% in xylB) translati-

onsregulierend wirken könnten, da diese Tripletts in Z . mobilis

durchschnittlich nur mit einer Häufigkeit von <0,1 mol% vorkommen,

(nach GUNASEK RAN ET AL ., 1990) . In Regionen der mRNA, in denen

diese seltenen Codons gehäuft auftreten, können daher vorüberge-

hende Translationspausen auftreten (MORTON ET AL ., 1983) . HOEKEMA

ET AL .(1987) diskutieren solche Verzögerungen im Zusammenhang mit

der Abnahme der Stabilität sowohl der mRNA als auch des gebildeten

Polypeptids . Da die in Z .mobilis gefundenen Enzymaktivitäten je-

doch darauf hinweisen, daß Xyloseisomerase und Xylulokinase stabil

exprimiert werden, ist davon ausgehen, daß die Translation durch

die für Z .mobil .is seltenen Codons nicht erheblich limitiert wird.

Im Konstrukt pZY225, gehen den Xylose-Genen 16 bp des pdc-Gens,

einschließlich des pdc-Initiationscodons AUG voran (abgeleitet von

pPTZ3 ; REYNEN ET AL.,1990), so daß die Translation entweder am

Startcodon des pdc-Gens starten konnte, was zur Bildung eines Xy1A

-Fusionsproteins führen würde, daneben war ein Translationsstart

beim AUG des xylA-Gens möglich . Da im Vektor pZY226 (pPTZ7 stammt

von pPTZ4 ab ; REYNEN ET AL . , 19 9 0 ; UHLENBUSCH ET AL . ,19 91) , in dem

keine Proteinfusionen mehr entstehen können, die Expression von

xylAB- Genen nicht erhöht war, ist davon auszugehen, daß auch im

Vektor pZY225 keine Begrenzung der Translation durch Fusionsprote-

ine vorlag.
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Codongebrauch (mo l %)

Amino- Codon Z .raobilis I pneurnoniae E .coli
säure xylA xylB

Phe UUU 0,7 2,3 0,6 1,3
UUC 2 5 3,2 1 7 2~ 2

Leu UUA 0;-6- O, Z -Ot$ 0,7
UUG 1,5 0,5 0,4 0-9
CUU 2,3 0,5 1,0 0 ;8
CUC 1,7 1,6 1,7 0,8

--> CUA <0,1 0 0,2 0,2
CUG 3,5 6,6 7 7 6,8

Ile AUU 1,7 1,6 2,2
AUC 3,3 0,9- 2 1 3,7®®> AUA <O, :i 0 -è 0,2

Met AUG 2,6 2,5 3,7 2,8
Val GUU 5 0 1,1 0,2 2,9

GUC 7;7- 1,4 2,3 1 :2
GUA <0,1 0,5 0 0,4 1,8
GUG 0,6 2 7 3 7 2,2

Ser UCU 1,1 `0;-6- 1,3
UCC

0,6
0,7
0

0,4
i r ~

ÄGiG7 0 ' 3 0° 9
Ö '4

6
0 ' 3

AGC 1 ' 7 1,4 2 ;9 0 ;5
Pro CCU 7;T 0,5~ 0,2 0,5

CCC 0,6 0,7 1,0 0,3
CCA 0,5 0 0 0,7
CCG 2,7 ,2,5 4 1 2,5

Thr ACU 0,8 0,2 71-
ACC
ACA 17~ 0 ' 7 ~J0, 2
ACG 1,2 0,7 ~2,1 0,8

Ala GCU 7,4 1,1 U,'§ 2,6
GCC 3,8 5 0 5,8 2,2

GCG 1,2 2,' 7
1,4 2,3

' 2
Tyr UAU 1,5 2,0 41

	

0 .~~, ü
UAC 0,4' 2,3 -0-;7 1 5

His CAU 1 5 3,4 1,4 -err
Gln

CAC
0,7 0, ~ ~

Asn Ä ÄÜ
AAC

~
2 5

5,5 3 3 2
T:-f3
2 83

	

6 0,8
Lys AAA --4-r--Z ~ 2,1 "4-',--f

AAG 2,4 1,6 1,Z 1,3
Asp GAU 4,2 3,6 3,5 2,5
Glu

GAC
GAA

2,4
4

2,5 2,7 3

	

0
4̀--fr-9-

Cys
GAG
UGU

5
<~

M
3,6

Ö ;2
2,7

Ö ;2 ®,'~
Tr

UGC
T~ ~ ~ -2t'5 ~

Arg CGU 1,8 1,1 1,0 -3,1
CGC 1,7 2 3 2,7 2,0

-->
CGA

0,2 1,1 ~ ;2 0,2
AGA 0,2 0,5 0,2 <0,1
AGG 0 0 0,2 <0,1

Gly GGU 5 1 1,1 1,2 3,8
GGC -2-tff 6

	

1 5 6 3,1®o> GGA 0,4 Ü~ 0,4
GGG <0,1 1,4 0 2,5 0,6

Tab. 1Vo1 .s Codongebrauch des lose-Opperons aus K.pneunoniae KAY
2026 im Vergleich zu Z .rnobilis nach GUNASEKARAN ET AL .,1990 ; Hit-
telwerte aus gap,pgk,adh,pdcrphoC) und E .coli Genen .Unterstrichene
Aminosäuren werden im jeweiligen Stamm am häufigsten fair die ent-
sprechende Aminosäure verwendet.
--> : Translationsregulierende Codons nach IKEMURA ET AL .,1981

® Mögliche Limitierungen der Translation aufgrund des seltenen
Gebrauchs dieser Tripletts in Z.mobilis
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Die in Z.mobilis/ pZY225 bzw ./ pZY226 gefundenen Enzymaktivitäten

für Xyloseisomerase 0,13- 0,2 U/mg und Xylulokinase 1,3-1,6 U/mg

entsprechen größenordnungsmäßig den Aktivitäten der ENTNER-DOUDO-

ROFF- bzw . der Glykolyse-Enzyme in Z .mobilis, (ALGAR UND SCOPES,

1985 ; OSMA€N ET AL .,1987) . Auch hier zeigen Isomerasen die Tendenz

zu niedrigeren spezifischen Aktivitäten, z .B .Triosephosphat-Isome-

rase :60 mU/mg ; Phosphoglukoseisomerase : 0,8 U/mg, als die irrever-

sible Reaktionen katalysierenden Kinasen, z .B . Glukokinase : lU/mg;

Phosphoglyceratkinase : 3U/mg ; Pyruvatkinase : 4,5 U/mg . Das Gleich-

gewicht reversibler Reaktionen wird durch erhöhte Aktivitäten
nachfolgender irreversibler Enzymreaktionen deutlich verschoben

und der Metabolitfluß erhöht . Die unter Einbeziehung der Wach-

stumsrate p.Xyl (0,15h`" l ) sowie dem Wachstumsertrag YXyl (3,9 g

Trockengewicht/ Mol Xylose ; nach FELDMANN, Diplomarbeit 1988) be-

rechnete Mindestaktivität für anaeroben Xyloseabbau in Klebsiella,

liegt bei X1,3 U/ mg Protein . Diese in vivo zu fordernde Aktivi-

tät, die noch durch das Zusammenwirken mit anderen Enzymreaktionen

sowie durch den Abfluß von Metaboliten in den Anabolismus beein-

flußbar ist, stimmt mit den gemessenen Aktivitäten überein . Ver-

sucht man für die Umsetzung von Xylose in Z . mobilis, Mindestakti-

vitäten der beteiligten Enzyme anzugeben, so reichen hier 0,7 U/

mg aus, unter den vom Glukose-Wachstum bekannten, abgeleiteten
Voraussetzungen, daß 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 Aktivitäten der Xylose-Gene auf den

Plasmiden pZY225 und pZY226 den Xylose-Abbau nicht limitieren . In
Z. mobilis CP4/ pZY228 könnte die Xylulokinase mit 0,25 U/mg einen

effizienten Xyloseumsatz begrenzen, jedoch ermöglicht auch die

Fruktokinase mit einer spezifischen Aktivität von 0,6 U/mg (ALGAR

UND SCOPES, 1984) Z .mobilis-Stämmen Wachstum auf Fruktose.

Da die Affinität der Xylulokinase zum Xylitol in den Mutantenplas-

miden pZY225-XR4 bzw . im abgeleiteten Plasmid pZY228 deutlich re-

duziert wurde, und somit die stark wachstumshemmend wirkende Xyli-

tol-5-Phosphat Bildung weitgehend überwunden wurde, sollte man ab-

wägen zwischen dem Nachteil, den die mutierte Kinase mit ernied-
rigter Aktivität für einen Xyloseabbau in Z .mobilis bietet und dem
Vorteil, den die veränderte Xylulokinase mit sich bringt . Als

Fernziel sollte aber die Ausschaltung der NADPH-abhängigen Aldose-

Reduktase angestrebt werden, um die Xylitol-5-Phosphat-Bildung zu
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verhindern und die Xyloseumsetzung durch erhöhte Xylulokinase-

Aktivität, zu steigern.

Eine weitere entscheidende Voraussetzung für 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,1962).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, daß PRI

(1,6 U/mg), PRE (0,6 U/mg) und sehr niedrige Transketolase- Akti-

vitäten ( e'1-2 mU/mg) in Z .mobilis vorliegen . Bislang war man auf-

grund von Untersuchungen von McGILL UND DAWES, {1971), davon aus-

gegangen, daß Z.mobilis keine Transketolase besaß . Dagegen spra-

chen jedoch die physiologischen Fähigkeiten von Z .mobilis, der so-

wohl aromatische Aminosäuren,die als Vorstufe das durch die Trans-

ketolase gebildete Erythrose-4-Phosphat benötigen, als auch sämt-

liche Pentose-Phosphat abhängigen Metabolite, wie RNA, DNA, Histi-

din und Hopanoidseitenketten, synthetisieren kann . Aus 13 C-Markie-

rungsexperimenten der Hopanoide von Zemobilis schloß SUTTER (1991),

daß die Pentosen der Hopanoidseitenketten von Xylulose -5-Phosphat

abstammten . Dies läßt sich nun unter Einbeziehung der Enzyme

Transketolase, PRI, und PRE erklären . Bislang konnte mit der ein-

gesetzten Analytik keine Transaldolase-Aktivität in Z . mobilis

nachgewiesen werden . Theoretisch ist vorstellbar, daß dieses Enzym

nicht benötigt wird, da alle Vorstufen für anabole Prozesse durch

die reversiblen Reaktionen der nachgewiesenen Enzyme Transketo-

lase, PRI und PRE gebildet werden können . Auch von Transaldolase-

negativen S.cerevisiae Mutanten ist bekannt, daß dieses Enzym für

das Wachstum auf C6- Zuckern nicht essentiell ist (SCHAAF ET AL .,

1990).
Berechnet man die für den anabolen Stoffwechsel erforderliche

Mindestaktivität der Transketolase in E .coli B, unter der Voraus-

setzung, daß der Bedarf an Erythrose-4-Phosphat als Vorstufe der

aromatischen Aminosäuren etwa 3603imol/gTG beträgt (nach NEIDHARDT,

1990), so ist eine spezifische in vivo Aktivität von X18 nmol/mg

Protein zu fordern . Überträgt man diese Abschätzung auf Z .mobilis,

dessen Generationszeit etwa um den Faktor 4 niedri ger ist,so würde

hier eine Transketolase-Aktivität von 4-5mU/mg Protein für anabole

Zwecke ausreichen . Dieser Wert stimmt gut mit dem gemessenen über-

ein, ist aber für katabolen Xyloseabbau viel zu niedrig, (in E .co-

li : 60-65 mU/mg) . In der vorliegenden Arbeit konnte die Transketo-
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lase-Aktivität in Z.mobilis durch Einbringung des aus E .coli klo-

nierten tkt-Gens, (SPRENGER, unveröffentlicht) im Vektor pZY228

(xylAB+ tkt-I") auf 150 mU/mg gesteigert werden . Diese in Z .mobilis/

pZY 228 gemessene spezifische Aktivität ist um den Faktor 2,5 hö-

her als die in E.coli Wildtyp vorliegende Transketolase--Aktivität,

die katabolen Xyloseumsatz ermöglicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde fair Z .mobilis erstmalig gezeigt,

daß die Xylose-resistenten CP4/ pZY228 Stämme durch Einführung der

heterologen Gene xylAB sowie des tkt-Gens befähigt waren, 14 c-[U]-

Xylose zu 14CO2 umzusetzen . Intrazelluläre Metabolituntersuchungen

von Z .mobilis CP4/pZY228 Zellextrakten zeigten, daß mit der Umset-

zung von Xylose eine Akkumulation von Sedoheptulose-7-Phosphat

einherging . Dies ist in Übereinstimmung zu Befunden in Transaldo-

lase-negativen S .cerevisiae Mutanten (SCHAAF ET AL .,1990) . Auch in

Xylulose umsetzenden S.cerevisiae Stämmen, (SENAC UND HARN-HAGER-

DAL, 1990), kam es aufgrund zu niedriger Transaldolase--Aktivität

(=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", fiber die Glykolyse metabolisiert . Dieser Befund

traf auch für Z . mobilis CP4/ pZY228 zu . Die Arbeiten mit Xylose-

Reduktase und Xylitol-Dehydrogenase rekombinanten S .cerevisiae

Stämmen, weisen ebenfalls daraufhin (AMORE ; Dissertation Düssel-

dorf, 1990), daß der Pentose-Phosphat-Weg in diesem Organismus zu

schwach für einen anaeroben Xylose-Abbau ist.

Vergleicht man den Entwicklungsstand der Konstruktion einer unter

anaeroben Bedingungen Xylose vergärenden S.cerevisiae Hefe mit dem

in dieser Arbeit konstruierten Z .mobilis CP4/pZY228 Stamm, so las-

sen sich im Hinblick auf eine Ethanolproduktion folgende Schluß-

folgerungen ziehen:

Rekombinante S.cerevisiae Stämme wachsen aerob langsam auf Xylose,

jedoch ist der anaerobe Abbau bislang entweder durch unzureichende

Aktivitäten des Pentose-Phosphat-Weges limitiert oder/und die un-

terschiedliche Coenzymabhängigkeit der zweistufigen Umsetzung von

Xylose zur Xylulose, die sich nicht durch Einführung bakterieller

Xyloseisomerase-Gene umgehen ließ, (AMORE ; Dissertation Düssel-

dorf, 1990).
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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 eingeführte Xylose-Operon aus K.pneumoniae Y2026 gewähr-
leistet . Die Rekombinanten wachsen jedoch auch nach zusätzlicher

Einführung eines Transketolase®Gens im Gegensatz zu rekombinanten
S.cerevisiae Stämmen bislang nicht auf Xylose . Der dafür verant-
wortliche Engpat3 ist vermutlich die fehlende bzw . zu niedrige
Transaldolase-Aktivität . Es gilt in einem weiteren Schritt die

Transaldolase zu erhöhen, 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 möglich sein.

Abb . IV.2 : Schema der katabolen Xyloseumsetzung in xylAB+ tkt~
rekombinanten Z .mobilis Stämmen CP4/ pZY228
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~s Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen katabolen Xylose-

Stoffwechsel in Z.mobilis zu etablieren.

1. Die erforderlichen Gene, xylA für die Xyloseisomerase und xyl

B für die Xylulokinase, wurden aus einer Cosmid-Genbank von K.

pneumoniae KAY2026 durch Komplementationsanalysen in E .coli xyl°°

Mutanten isoliert und in pUC-Vektoren subkloniert . Durch Transpo-

sonmutagenese und Promotoranalysen wurde die Genanordnung p xyl ,

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 große, offene Leseraster ; 1320bp kodieren für das

xylA-Gen, 1449 bp für xylB . Zwischen den beiden Strukturgenen be-

findet sich eine intergenische Region von 89bp, in der die Aus-

bildung einer Terminationsstruktur möglich ist . Das xylA- Gen ko-

diert für ein Protein mit 440 Aminosäuren und einem MG von 49,8

kDa . Das xylB- Gen bildet ein 483 Aminosäuren 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 einschließlich des 5'-"upstream"

Bereiches auf Vektoren mit hoher Kopienzahl, führte in E . coil

Wildtypzellen zu einem Xylose- negativen Phänotyp . Dieser Effekt

benötigte keine aktive Xyloseisomerase . Durch Verkürzung der 5'-

'upstream' Region mit Exonuklease III, wurde der verantwortliche

Bereich auf etwa 200 bp eingegrenzt . Durch Rekonstitution des

Operons wurde gezeigt, daß 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 Überexpression der klonierten Gene mit vorgeschal-

teten, fremden Promotoren (z .B .SP6) möglich . Aus diesen Ergebnis-

sen wurde geschlossen, daß der Xylose-negative Phänotyp 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 Xylose-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.mobiiis- eige-

nen Promoter des Pyruvat-Decarboxylase-Gens exprimiert . Die spe-

zifische Aktivität für 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 Xylose-Gene führte nicht zum Wachstum von

Z .mobilis CP4/pZY225 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-abhängigen Aldose-Reduktase, zum Xylitol

reduziert . Durch Phosphorylierung des Xylitols mit der Xyluloki-

nase, akkumulierten die plasmidtragenden Stämme Xylitol-5-Phos-

phat (10-15mM), was zur Wachstumshemmung führte . Durch die Iso-

lierung von zwei Mutantenplasmiden pZY225 -XR4 bzw .-7, bei denen

die Xylulokinase, wahrscheinlich aufgrund einer veränderten Sub-

stratbindestelle, reduzierte Affinität zum Xylitol besitzt,konnte

dieser Hemmeffekt weitgehend überwunden werden.

5. Für 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 ergab,

daß Ribose-5-Phosphat-Isomerase (1,6 U/mg), Ribulose-5-Phosphat-

Epimerase (0,64 U/mg) und eine sehr niedrige Transketolase- Akti-

vität (1-2 mU/mg) vorhanden sind . Die Aktivität einer Transaldo-

lase war nicht nachweisbar.

6. Die Einführung des E.coli Transketolase-Gens (tkt) in das

Plasmid pZY225-XR4, vermittelte Z .mobilis CP4/ pZY228 eine spezi-

fische Transketolase-Aktivität von 0,15 U/mg Protein . Die xylAB+

tkt~ rekombinanten Stämme setzten 14 C-[Ul Xylose zu 14 002 um .Die-

se Umsetzung war, aufgrund der fehlenden/ oder limitierten Trans-

aldolase-Aktivität, mit einer Akkumulation von etwa 9mM Sedohep-

tulose-7-Phosphat verbunden.

Durch die Expression der Gene für Xyloseisomerase, Xylulokinase

und Transketolase in Z .mobilis CP4, ist die Etablierung eines ka-

tabolen Xylose-Stoffwechsels weitgehend gelungen.
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