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i. EINLEITUNG

Zymomonas mobilis, ein Gram-negatives, anaerobes, jedoch aerotolerantes Bakterium,
baut Glucose anaerob iiber den Entner-Doudoroff-Weg ab (Entner und Doudoroff, 1952;
Gibbs und DeMoss, 1954; Dawes et al., 1966; Kersters und DeLey, 1968). Das entstan-
dene Pyruvat wird iiber eine Pyruvat-Decarboxylase zu Acetaldehyd decarboxyliert, wel-
ches schlieflich {iber zwei Iscenzyme der Alkohol-Dehydrogenase, ZADH I (Hoppner
und Doelle, 1983; Wills et al., 1981) und ZADH II (Scopes, 1983; Neale et al., 1986)
zu Ethanol reduziert wird (Abb. I). Ein Mol Glucose wird hierbei zu zwei Mol Ethanol
und zwei Mol CO, umgesetzt. Da nur der Entner-Doudoroff-Weg zur ATP-Synthese
genutzt wird, betrigt die Energieausbeute pro Mol umgesetzter Glucose nur 1 Mol ATP
(Swings und Deley, 1977). Entsprechend ist nur eine geringe Biomasseproduktion bei
hohen Glucoseumsatzraten zu verzeichnen (Rogers et al., 1982). Im Vergleich zur Hefe,
die Glucose iiber den Fructose-1,6-bisphosphat-Weg mit einer Energieausbeute von zwei
Mol ATP pro Mol Glucose abbaut, besitzt Z. mobilis beziiglich der Ethanolproduktion
Vorteile. Die spezifischen Raten der Glucose-Aufnahme und Ethanolproduktion sind 3 -
4 mal hoher als die der Hefe (Rogers et al., 1982; Skotnicki et al., 1983). Ebenso ist die
Ethanolausbeute hdher, wobei bis zu 97 % der theoretisch zu erwartenden Maximalaus-
beuten erreicht werden (Rogers et al., 1982; Montenecourt, 1985; Baratti und Bu'lock,
1986; Jones und Doelle, 1991). Das Substratspektrum von Z. mobilis ist sehr begrenzt,
wobei ausschlieBlich auf Glucose, Fructose und Sucrose als Kohlenstoffquelle Wachstum

festgestellt wird (Swings und Deley, 1977).

Neben der aus okonomischen Grlinden érwiinschten Erweiterung des begrenzten
Substratspektrums ist eine Erweiterung des Produktspekirums von Z. mobilis mit Hilfe
entechnischer Methoden sinnvoll. Erfolgreich wurde bereits die Produktion von Alanin,
ausgehend von Pyruvat, durchgefuhrt. Hierzu wurde das L-Alanin-Dehydrogenase-Gen
(alaD-Gen) aus dem mesophilen Stamm Bacillus sphaericus in Z. mobilis eingefiihri
(Uhlenbusch et al., 1991). Reinigung, Charakterisierung sowie Klonierung und Sequen-
'zierung der L—Manin-Dehydrogenase aus B. '-Sphaericus 'Wurden bereits - beschrieben
;(Oshxma und Soda, 1979; 0sh1ma et al, 1990; Kuroda et al, 1990) Als Temperaturopti-
_mum wurde 30°C (Kuroda etal., 1990) bzw. 37°C (Uhlenbusch et al 1991) angege-
“ben. Das pH-Optimum fir die reduktive Aminierung liegt bei pH 8.5, f , flir die oxidative
Desa__minierung bei pH 10,5 (Ohshima und Soda, 1990). Die Affinititen der Alanin-
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Abb.I: Der Entner Douderoff-Weg (2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconat-Weg, KDPG-
Weg) des Abbaus von Glucose. Angegeben ist ebenfalls die von Pyruvat ausgehende
Alanin-Synthese der Rekombinante Zymomonas mobilis CP4-thi/pZY 73. Beteiligte Enzyme:
(1) Hexokinase, (2) Glucose-6-phosphai-Dehydrogenase, (3) 6-Phosphogluconolactonase, (4) 6-Phospho-
gluconat-Dehydrase, (5) Phospho-2-keto-3-desoxygluconat-Aldolase, (6) Glycerinaldehydphosphat-Dehy-
© drogenase (7) Phosphoglycerat-Kinase, (8} Phosphoglyceromutase, (9) Enolase, (10} Pyruvat-Kinase, (11)
Pyruvat-Decarboxylase, (12} Alkohol-Dehydrogenase, (13) L-Alanin-Dehydrogenase A e




Dehydrogenase fiir die verschiedenen Substrate waren wie folgt: X (Pyruvat) =
1.7 mM und K, (Alanin) = 18.9 mM. Es wurde ein Vektor konstruiert, durch den das
alaD-Gen mit Hilfe des Zymomonas-eigenen Pyruvatdecarboxylase-Promotors exprimiert
wurde (Uhlenbusch et al., 1991). Dieses Gen fithrte nach Expression in Z. mobilis zu

einer Alanin-Dehydrogenaseaktivitdt von 0.5 - 1 U/ mg Protein.

Die thiaminpyrophosphat-abhingige, konstitutiv gebildete Pyruvat-Decarboxylase (EC
4,1.1.1.) ist das Schliisselenzym der Ethanolbildung bei Z. mobilis (Hoppner und Doelle,
1983). Das konstitutiv gebildetet Enzym wurde aus Z. mobilis gereinigt und charakieri-
siert (Bringer-Meyer et al., 1986; Neale et al., 1987). Der K, der Pyruvat-Decar-
boxylase fir Pyruvat betrigt 0.4 mM, das Temperaturoptimum liegt bei 30°C und das
pH-Optimum bei pH 5.5 (Bringer-Meyer et al. 1986). Die Klonierung und Sequenzie-
rung der Pyruvat-Decarboxylase aus Z. mobilis ATCC 29191 (Briu und Sahm, 1986;
Neale et al., 1987; Reynen und Sahm, 1988) und Z. mobilis ATCC 31821 (Conway et
al., 1987) wurde durchgefithri. Die Pyruvat-Decarboxylase konkurriert mit der Alanin-
Dehydrogenase um das gemeinsame Substrat Pyruvat. Unter den liblichen Anzuchtbedin-
gungen von Z. mobilis (pH 5.5) war sowohl aufgrund des pH-Optimums als auch insbe-
sondere der hdheren Affinitii der Pyruvai-Decarboxylase zum Pyruvat trotz exprimierter
Alanin-Dehydrogenase ein Stoffwechselflul iiberwiegend in Richtung Ethanolbildung
festzusiellen. Dieses Problem wurde durch die Fermentation einer thiaminauxotrophen

Mutante Z. mobilis CP4-thi, die ohne Thiaminzusatz kein Thiaminpyrophosphat mehr
s hi), umgangen., Da die Pyruvai-Decar-
boxylase Thiaminpyrophosphat als Cofaktor bendtigt, wurde nach einer "Hungerphase”
der Zellen in Minimalmedium ohne Thiaminzusatz eine starke Herabsetzung der Pyruvat-
Decarboxylaseaktivitit erreicht (Uhlenbusch et al., 1991) und somit der Stoffwechselfluf
effizient in Richtung L-Alaninbildung umgelenkt. Die Fermentation der Rekombinante
Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 in einem geeigneten Medium (Glucose als Kohlenstoffquelle,
Ammoniumacetat als Stickstoffquelle) fihrte zu einer hohen internen Alaninkonzentra-
tion, wobei Alanin-Efflux beobachtet werden konnte (Uhlenbusch et al., 1991).
Die L-Alanin-Dehydrogenase (L-Alanin : NAD Oxidoreduktase, desaminierend, EC

1.4.1.1) katalysiert die reversible Desaminierung von L-Alanin zu Pyruvat: -
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TH2N—C—H  + NAD* + H,0 === == O + NADH + NH,* + H*
CH, CH,
L-Alanin Pyruvat

L-Alanin-Dehydrogenasen sind in einigen Bakterienstimmen nachgewiesen worden
(McCormick und Halvorson, 1963; Germano und Anderson, 1968; McCowen und
Phibbs, 1974; Johansson und Gest 1976; Caballero et al., 1989). Uber die aminierende
Aktivitit kann das Enzym der Assimilation von Ammonium dienen (Meers und Peder-
sen, 1972; Caballero et al., 1989). Andererseits spielt die Alanin-Dehydrogenase bei
verschiedenen Bacillus-Stimmen eine Rolle beim Katabolismus von L-Alanin zu Pyruvat
wihrend des vegetativen Wachstums der Zellen auf L-Alanin. Hierbei kann L-Alanin als
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie das entstehende Pyruvat als Energiequelle dienen
(Meers und Pedersen, 1972; McCowen und Phibbs, 1974). Bei sporulierenden Zellen
von Bacillus licheniformis wird u.a. iber L-Alanin aufgrund der Alanin-Dehydro-
genaseaktivitit Energie und Kohlenstoffgeriist fiir die Synthese der Strukturkomponenten
von Sporen zur Verfiigung gestellt (McCowen und Phibbs, 1974).

Rei Z. mobilis wird nur der Entner-Doudoroff-Weg zur ATP-Synthese genutzt, d.h. die

t sehr g@f‘;ﬂgu THe E}gofnﬂpnmnfnﬁer‘he Kraft wird unter

Bedingungen bei Z. mobilis, wie bei anderen anaeroben Bakierien auch, iiber die Proto-
nen-pumpende Funktion einer H+-ATPase (Adenosintriphosphatase, EC 3.6.1.3.) auf-
gebaut ‘(Lazdunski und Belaich, 1972). Lazdunski und Belaich reinigten partiell eine
ATPase und ermittelten einen K, von 1 mM (Lazdunski und. Belaich, 1972). Kirzlich
wurde eine ATPase vom FoF,-Typ aus Z. mobilis gereinigt und charakterisiert, wobei es
sich ﬁm eine protonen-pumpende ATPase handelt (Reyes und Scopes, 1991). Hier wurde
fiir ATP ein X, = 0.1 mM ermittelt. | i

Die Aerotoleranz von Z. mobilis (Lindner, 1931; Wills et al., 1981} 148t sich auf das
Vorhandensein einer Katalase und einer Superoxid-Dismutase zuriickfihren (Swings und
| Deley, 1977; Bringer et al., 1984; Pankova et al., 1985). Bei Z. mobilis besiehen gute

" Evidenzien fiir eine komplette Elektronentransportkette. So verfiigt Z. mobilis sowohl




iiber eine membranassoziierte NADH-Dehydrogenase (Dawes et al., 1966; McGill und
Dawes, 1971; Bringer et al., 1984) als auch {iber eine membrangebundene Glucose-
Dehydrogenase (Dawes et al., 1966) mit Pyrrolochinolinchinon (PQQ) als fest gebunde-
nem Cofaktor (Strohdeicher et. al., 1988, 1989). Sauerstoff dient als terminaler Elekiro-
nenakzeptor. Nachgewiesen wurden ebenfalls die Cytochrome b, ¢ und d (Belaich und
Senez, 1965; Swings und Deley, 1977; Pankova, 1985). Es bestehen somit gute Indizien
fir eine komplette Elektronentransportkette, wobei die Elektronen von den priméren
Oxidasen (Glucose-Dehydrogenase und NADH-Dehydrogenase) in die gleiche Atmungs-
kette eingespeist werden (Sirohdeicher et al., 1990). Hierbei ist Ubiquinon die Chinon-
komponente in der Atmungskette (Strohdeicher et al., 1990). Es ist also theoretisch
mdglich, daB unter acroben Bedingungen bei Z. mobilis eine ATP-Synthese auch Uber
eine oxidative Phosphorylierung statifindet.

Obwohl der Kohlenhydratmetabolismus von Z. mobilis bereiis detailliert untersucht
wurde (Swings und Deley, 1977; Rogers et al., 1982; Scopes et al., 1985; Vikarii,
1988), ist nur sehr wenig iiber Transporiprozesse bekannt. Auch beziiglich der Kompo-
nenten der Zellenergetik liegen nur unzureichende Daten vor. In der Literatur wurde
bereits beschrieben, da Versuche zur Ermittiung des Membranpotentials bisher aufgrund
methodischer Schwierigkeiten fehlschlugen. Die Daten zur protonenmotorischen Kraft
beschrénkten sich so auf die Bestimmung des Protonengradienten (Kalnenieks et al.,
1987 a,b; Pankova et al., 1988 ). Ausfithrlich untersucht wurde bisher nur die Glucose-
aufnahme iiber eine konstitutive, stereospezifische, erleichterte Diffusion (carrier-vermit-
telt), wobei es sich um einen Carrier mit einer hohen Akiivitdt und einer niedrigen
Affinitit zum Substrat handelt (Dimarco und Romano, 1985; Struch 1992). Der Glucose-

transport bei Z. mobilis wird somit ausschlieflich iiber den Substrat-Gradienten getrie-

st o
-

ben. ‘Aufgrund des hohen Glucoseumsatzes ist infolge der niedrigen internen Glucose-
konzentration stets ein Glucosegradient vorhanden. Das Gen der Glucose-Permease
wurde bereits sequenziert und ist wahrscheinlich gemeinsam mit den fiir die Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase, die 6-Phosphogluconat-Dehydratase und die Glucokinase
“codierenden Genen in einem Gen-Operon organisiert (Barnell et al., 1990). Neben dem
Transport von Glycerin in Escherichia coli (Sanno et al., 1968; Heller et al., 1980) und
Glucose in Steptococcus bovis (Russel, 1990) ist der Glucosecarrier von Z. mobilis bisher

“das einziee bekannie Beispiel ciner erleichterten Diffusion in Prokaryoten.
_ P




Transportsysteme, insbesondere Aufnahme und Sekretion von Aminosiuren, wurden n
Z. mobilis bisher noch nicht beziiglich Mechanismus und Energiekopplung uniersucht.
Nur die Aufnahme von Glutamin wurde bei Z. mobilis beschrieben (Alexandri et al.,
1990). Bei einer Vielzahl von Gram-negativen und Gram-positiven Organismen ist die

ufnahme von Aminosiuren und anderer Substrate geklirt und wird in die im folgenden

beschriebenen zwei Kategorien eingeteilt.

i1 Bakterielle Transnortsysteme

Der Transport iiber bakterielle Cytoplasmamembranen wird beziiglich Mechanismus und

Energiekopplung in primére und sekundire Transportsysteme eingeteilt (Harold, 1986).

1.1.1 Primire Tranporisvsieme

Bei primiren Transportsystemen ist der Transport des Substrates direkt an eine chemi-
sche Reaktion gekoppelt, wobei chemische Energie in ein elektrochemisches Potential
umgewandelt wird. Beispiele fiir primire Transporisysteme sind der ATPase-Komplex
und die Elekironeniransportkette.

Rei ATP-abhingigen Aufnahmesystemen handelt es sich um Bindeprotein-abhingige
Aufnahmesysteme, die sich sensitiv gegeniiber osmotischem Schock verhalten. (Ames,
1986). Diese bei Gram-negativen Bakterien wie z. B. E. coli und §. syphimurium weit

> Aufnahme von Aminosiuren, Peptiden, Zuckern und

Anionen beschrieben (Furlong,1987). Auch das Vitamin Thiamin wird bei E. coli Uber
ein- primires Transportsystem aufgenommen (Iwashima et al., 1971, Nishimune und
Hayashi, 1971). In E. coli und Salmonella ryphimurium sind bindeprotein-abhingige
Aminosiureaufnahmesysteme z.B. fir Glutamat/Aspartat (Barash und Halpern, 1974;
Willis und Furlong, 1975; Schellenberg und Furlong, 1977; Kustu et al., 1979)
‘beschrieben. Es gibt auch Hinweise fiir ATP-abhingigen priméren Transport von Ami-
'-'n_oséiuren bei Gram-positiven Bakterien (Poolman et al., 1987 a,b; Noji et al., 1988; Sato

-et al., 1989; Krimer und Lambert, 1990 a, b).

Sehr gut untersucht sind die PEP-abhingigen Phosphotransferasesysteme, durch die ein

~ groBer Anteil von Hexosen und Hexitolen transportiert wird (Postma und Lengeler,




1985). Das Substrat wird im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Transportvorgdngen
wihrend der Aufnahme phosphoryliert. Bei der Aufnahme von Mannitol {iber das Phos-
photransferasesystem wurde festgestellt, daB der Transport Gber die Membran auch ohne
den Phosphorylierungsschrift stattfinden kann. Es handelt sich also um eine erleichterte

Diffusion mit einer gekoppelten Phosphorylierung (Lolkema, 1990, 1991a,b).

1.1.2  Sekundire Transportsysteme

Bei sekundiren Transportsystemen besteht eine Kopplung des elektrischen Gradienten
eines Substrates mit dem Transport eines zweiten, Hierbei kann es sich um die proto-
nenmotorische Kraft bzw. einer ihrer Komponenten (Protonengradient oder Membranpo-
tential), Tonengradienten oder um den elekirochemischen Gradienten des Substrates han-
deln. Der Substrattransport kann in beide Richtungen verlaufen. Beziiglich des Mecha-

nismus wird zwischen Uniport, Symport und Antiport unterschieden.

Uniport
Bei diesem Proze$ wird ein einzelnes Solut iiber die Membran transportiert. Die bereits

erwihnte erleichterte Diffusion ungeladener Substrate wie Glucose und Glycerin ist hier
einzuordnen. Auch der Valinomycin-vermitielte K*-Transport ist als Uniport zu
bezeichnen (Harold, 1986). Theoretisch kénnen positiv geladene Substanzen aufgrund

der Membranpolarisation mittels Uniport in die Zelle gelangen.

Symport
Bei Symportsystemen, die bei Bakterien hdufig zu finden sind, werden zwei oder mehr

Solute gekoppelt in die gleiche Richtung transportiert. Bei E. coli wird z. B. sowohl ein
Na+-unabhéngiger, 2H*/Glutamat-Aspartat-Symport (Deguchi et al., 1989; Wallace et
al., 1990; Tolner et al., 1992) als auch ein Na*/Glutamat-Symport (Deguchi et al.,
1990; Fujimura et al. 1983; Schellenberg und Furlong,1977), bei Bacillus stearothermo-
philus ein NatH*/Glutamat-Symport (DeVrij et al., 1989) beschrieben. Des weiteren ist
bei E. coli ein Na+/Prolin-Symport (Anraku, 1990, 1992) sowie ein NatH*/Melibiose-
'Sympori: (Tsuc_:hiya und Wilson, 1978) bekanni. Eine Vielzahl weiterer Symportvorgange
.' '3-'sin_ci bei E. ."'cofi nachgewiesen worden, wie z.B. der Symport von Protonen mit weiteren

"Ammosﬁuren (Glycin, Histidin, Lysin und Phenylalanin), Zuckern (Arabinose, Galactose




und Lactose) sowie organischen Siuren (Lactat, Pyruvat, Succinat und Gluconat) (Matin
und Konings, 1973; Harold und Levin, 1974; Maloney, 1987). Auch bei der alpha-
Ketoglutarat Permease in E. coli handelt es sich um einen Protonensymporier (Seol und
Shatkin, 1992). In Klebsiella pnevmoniae ist mit der Citrataufnahme das bisher einzige

Beispiel eines 3H+/Substrat-Symportes beschrieben worden (Van der Rest et al., 1991).

[SE S

Antiport
Bei diesemn ProzeR werden zwei oder mehr Substrate gekoppelt in entgegengesetzier

Richtung transportiert. Hiufig handelt es sich hierbei um Substrat-Produki Antiporter
(Poolman, 1990). Beispiele hierfiir wiren der Oxalat-Formiat-Antiport in Oxalobacter
forminogenes (Anantharam et al., 1988), der Arginin-Ornithin-Antiport in Streprococcus
lactis (Poolman et al., 1987) und Pseudomonas aeruginosa (Lithi etal., 1990) oder der
von Hutkins und Ponne postulierte Lactose-Galactose-Antiporter in Sireprococcus ther-
mophilus (Hutkins und Ponne, 1991). In Alkalophilen dienen Na*/H*-Antiporter der
Aufrechterhaltung der pH-Homdostase (Krulwich und Guffanti, 1989; Krulwich et al.,
1990). Entsprechende Funktionen besitzt der Na+/H*-Antiport in neutrophilen Bakterien
bei alkalischem externem pH-Wert (Padan et al., 1981; Booth, 1985; McMorrow et al.,
1989). Der Nigericin-vermittelte K+/H*-Austausch ist ebenfalls als Antiport zu bezeich-

nen.

Viele bakterielle sekundire Transporisysteme weisen eine sehr dhnliche Struktur auf
(Maloney, 1990), So besitzen die Transporiproteine meist 12 Transmembranhelices
(Maiden et al., 1987; Maloney, 1989; Anraku et al., 1990; Kaback et al., 1990; Tolner
et ‘al., 1992). Besonders detailliert wurde die Lactosepermease von E. coli untersucht
(Brooker 1990; Kaback et al., 1990). Auch sie besitzt 12 Transmembranhelices in o-
helikaler Konformation, die durch hydrophile Domédnen ("loops”) verbunden sind.
Rekonstitutionsexperimente in Proteoliposomen zeigten, daB sie als Monomer aktiv ist
(Kaback, 1990), wie es bereits fiir mehrere Transporiproteine nachgewiesen wurde

(Ambudkar et al., 1990).

-Sekundire - Transporisysteme ermdglichen im Vergleich zu primiren Systemen eine
. geringere Akkumulation des Subsirates. Die Steilheit des Gradienten hdngt neben der

'_-Héhe_ der protonenmotorischen Kraft von der StGchiometrie des Transportprozesses ab.




So ist der Transport einer ungeladenen bzw. geladenen Aminosiure aufgrund der Trans-
portstchiometrie mit n Protonen abhéngig von den einzelnen wirkenden Kriften der
Komponenten der protonenmotorischen Kraft. Membranpotential und Protonengradient
sind hierbei mit unterschiedlichen Fakioren beteiligt (Abb.I). Wird ein Substrai mit
Protonen cotransportiert, so 148t sich iiber die Verteilung des Substrates nach Einstellung
des thermodynamischen Gleichgewichtes, bei bekannten energetischen Parametern als

treibende Kraft, die Stochiometrie des Transportes errechnen.

QO
Q 7 - log ([S9],/[S0].) = - (AW - Z ApH) = - Ap
HT

S-O
; ) Z - log (IS%/[8%.) = - 2(Ay - Z ApH) = -24p

.
D: Z - 10g ([ST/[S1e) = Z ApH
H+
-
Q Z - log ([$1,/[STe) = - (A -2 Z ApH)
2HT —

1.1.3 -Bakterielle Exportsysteme

Bakterielle Exportsysteme, bei denen in einigen Féllen Transporiproteine nachgewiesen
wurden, konnen verschiedene Funktionen erfiillen. Exportiert werden Stoffwechselend-
predukte wie z.B. Acetat (Boenigk et al., 1989), Butyrat (Loubiere et al., 1990), For-
miat (Anantharam, et al., 1989), Lactat (Harold und Levin, 1974; Gitje et al., 1991)
”_-"ﬁnd Succinat (Michel und Macy, 1990). Der Export von Lysin in C. glutamicum dient

“wahrscheinlich ebenfalls der Regulation der internen Lysinkonzentration (Brder und




Krimer, 1991). Wichtig ist der Export toxischer Substanzen wie Schwermetalle (Silver
und Misra, 1987) und Antibiotika (Yamaguchi et al., 1990). Hierbei handelt es sich
hiufig um plasmidcodierte Transporisysteme (Tynecka et al., 1981; Foster, 1983; Rosen
und Borbolla, 1984). Schwermetallresistenzen werden meist von ATPasen vermitielt, so
z.B. der Arsenat- und Arsenitefflux sowohl in Gram-negativen als in Gram-positiven
Rakterien sowie der Cadmiumefflux in Gram-positiven Bakterien (Tynecka et al., 1981;
Silver und Misra, 1988; Nucifora et al., 1989; Silver et al., 1989). Der Teiracyclinefflux
wird durch einen sekundiren Transportproze8 vermittelt. Tetracyclin wird als Komplex
mit divalenten Kationen im Antiport gegen ein Proton elektroneutral ausgetauscht
(Kaneko et al., 1985; Yamaguchi et al., 1990).

{Uber die Sekretion von Aminosiuren dagegen ist noch sehr wenig bekannt. Beziiglich
des Mechanismus dieser Sekretionssysteme lassen sich die im folgenden vorgestellten

Modelle unterscheiden.

Diffusionsmodell ("leak")

Dieses Modell wurde fir die Glutamat-Sekretion von €. glutamicum vorgeschlagen
(Demain und Birnbaum, 1968). Der Glutamat-Efflux ist nur nach entsprechender Vorbe-
handlung der Zellen zu beobachten. So fiihrie Biotinmangel im Medium, Penicillinaddi-
tion sowie Addition von Fettsdurederivaten zu einer Glutamat-Sekretion, was die Auto-
ren auf eine unspezifische Membranpermeabilitit aufgrund einer physikalischen Verdnde-
rung der Membran zuriickfithrten (Shiio et al., 1963; Demain und Bimnbaum, 1968}, Der
Efflux sollte dann, relativ unspezifisch, durch passive Diffusion erfolgen, d.h. die einzi-
ge Triebkraft bei diesem Modeli ist der chemische bzw. elektrochemische Gradient des
betreffenden Substrates lber der Membran. Die Glutamat-Exkretion nach Zugabe von
Fettsiurederivaten (Amin-Detergenzien), was infolge einer Permeabilisierung der Mem-
bran zur Glutamat-Sekretion fithrt, wurde kiirzlich von einer weiteren Arbeitsgruppe

néher untersucht - (Duperray et al., 1992).

Es muB davon ausgegangen werden, daff die Bakterienmembran insbesondere fiir ungela-
dene Aminoséi_uren eine gewisse Permeabilitit aufweist, wobei iiber das Ausma8 keine
L&

T leliats Laciabe Mislacoen af ol 1007. Hmnn At ol 100 Tyas moocis e wrl
- Klarheit besteht (Driessen et al., 1987; Milner et al., 1987). Der passive Flux wird

:__-_.durch das Ficksche Gesetz beschrieben, gehorcht also einer Reaktion 1. Ordnung. In
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Liposomen wurden Korrelationen zwischen der relativen Hydrophobizitit der Seitenket-
ten der Aminosduren und der Konstante erster Ordnung aufgestellt, wobei mit steigender
Hydrophobizitit der Aminosiuren die Konstante erster Ordnung stieg (Driessen et al.,
1987). In Lactococcus lactis wird Prolin z. B. durch passive Diffusion aufgenommen
(Smid und Konings, 1990). Ebenso ist bei E. coli K12 ein durch Diffusion bedingter
Prolin-Efflux nicht auszuschlieBen (Rancourt, 1983).

Inversionscarrier

Auch dieses Modell wurde fiir die Glutamat-Sekretion von C. gluramicum vorgeschla-
gen. Es wird davon ausgegangen, daB die Sekretion iiber eine Inversion des Aufnahme-
prozesses verlduft. Ermoglicht wiirde dieser Vorgang bei entsprechend verdnderten elek-
trochemischen Potentialen. Fiir die Glutamat-Sekretion wurde postuliert, daB infolge der
notwendigen Vorbehandlung der Zellen eine Entkopplung des Aufnahmesystems von der
treibenden Kraft stattfindet und Glutamat infolge seiner negativen Ladung iiber seinen
Aufnahmecarrier sezerniert wird (Clement et al., 1984; Clement und Laneelle, 1986).

Ein vergleichbares Modell wire fiir die Sekretion anderer Aminosduren ebenfalls denk-

bar.

Porenmedell

Dieses Modell wurde fiir die Lysin-Sekretion bei C. gluramicum vorgeschlagen (Luntz et
al., 1986). Es basiert auf der Annahme von osmotisch kontrollierten Poren, die sich nach

Erhohung der internen Lysinkonzentration unter Produktionsbedingungen und der daraus

resultierenden Erhdhung der Osmolaritit des Cytoplasmas 6ffnen.

Sekretionscarrier

Bei diesem Modell wird ein spezifischer Sekretionscarrier fiir Aminosiuren postuliert. So
wurde bei C. glutamicum carriervermittelter Transport fir die Aminosiuren Glutamat
(Hoischen und Kriamer, 1989, 1990), Isoleucin {Ebbighausen, 1989) und Lysin (Brder
_ﬁnd Krimer, 1991) beschrieben. Der Lysinexport konnte als 2 OH/Lysin-Symport cha-

rakterisiert werden (Broer und Krimer, 1991).
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Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufkiirung des zelluldren Energiestatus sowie
von Transporivorgingen bei Z. mobilis. Hierbei war interessant, ob es neben der erleich-
terten Diffusion, dem bisher einzigen untersuchien Transportprozeff in diesem Bakte-
rinm, auch andere Aufnahmesysteme gibt, die den primiren oder sekundéren Transport-
vorgidngen anderer Bakterien entsprechen.

Zunichst war es deshalb notwendig, die energetischen Parameter, d.h. den ATP-Gehalt
sowie die protonenmotorische Kraft, zu bestimmen und gegebenenfalls geeignete MeB-
methoden aufgrund der bekannten Schwierigkeiten zu optimieren.

Die Quantifizierung der energetischen Parameter sollte die Untersuchung eines Aufnah-
mesystems beziiglich Mechanismus und Energiekopplung ermdglichen. Nach einem
Screening verschiedener Aminosiuren wurde die Glutamat-Aufnahme gewahlt, da einer-
seits eine hohe Aufnahmeaktivitit beobachtet wurde, andererseits Glutamat als alleinige
Stickstoffquelle genutzt werden kann. Zur weiteren Beschreibung der Transporteigen-
schaften von Z. mobilis sollte auf der Basis der bis dahin gewonnenen Daten ein Sekre-
tionsmechanismus untersucht werden. Bei Z. mobilis ist bisher, mit Ausnahme des
Ethanol-Efflux, kein Metabolit-Export bekannt. Da der Wildtyp von Z. mobilis nur sehr
geringe interne Konzentrationen simtlicher Aminosiuren aufweist und kein Netto-Efflux
zu beobachten war, wurde am Beispiel der Alanin-Sekretion des rekombinanten Stammes

Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 ein Aminosdure-Export untersucht.




2, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Soweit nicht anders aufgefihrt, wurden die Chemikalien von den Firmen Merck

(Darmstadt) oder Boehringer (Mannheim) in p.A. Qualitdt oder in hohen Reinheitsstu-

fen bezogen.

Yeast -Extrakt

CCCP

PCCD

Nigericin
Luciferin/Luciferase
MES

Pantothenat (Ca2+-Salz)
Valinomycin

MJ-14CJ-Alanin
[U-14C]-Benzoat
[U-14C]-Glucose
[U-14C}-Glutamat
[14C]-Methylamin

[U-14C]-Thiocyanat (14C-SCN-, Na-Salz) -

[U-14C]-Taurin

[U-14C]}-Tetraphenylphosphonium-

bromid
3H,0
86Rb+ -

Difco Laboratories,
Detroit, USA

Sigma, St. Louis, USA

Amersham International

.- (Buckinghamshire, UK)
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2.2 Nihrmedien

2.2.1  Vollmedium (Bringer et al.. 1984)

Dieses Medium wurde zur Stammhaltung und zur Anzucht von Z. mobilis subsp.

mobilis verwendet.

Glucose 20.0 g/l (Stammbhaltung) bzw.
50.0 g/1 (Anzucht)

Hefeextrakt 10.0 g/

KH,PO, 1.0g/l

(NH,),SG, 0.5/t

Das Medium wurde mit KOH auf pH 5.5 eingestellt. Glucose in héheren Konzentra-
tionen (50 g/l, getrennt autoklaviert) wurde dem Medium nach Autoklavieren zuge-
setzt. Zur Stammhaltung von Z. mobilis CP4-thi/pZY73 wurde Tetracyclin (in 96%
Ethanol) nach Autoklavieren und Abkithlen des Mediums in einer Endkonzentration
von 30 pg/mi (Stammldsung 100-fach konzentriert) zugesetzi.

2.2.2 Minimalmedium (modifiziert nach Fein et al.)

Glucose 50.0 g/l
(NH),50,4 - 7TH,0 1.98 g/t
KH,PO, 3.48 g/l
Citronensdure-Monohydrat 0.21g1
MES 19.52 g/t

Vitamin-Stammlidsung:
 Biotin - 10 mg/100 ml

~Ca?*-Pantothenat 10 mg/100 ml
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Die Komponenten wurden in bidestilliertem Wasser angesetzt und mit KOH auf pH
5.8 eingestellt. 5% (v/v) Glucose (getrennt autoklaviert) und 1% (v/v) Vitaminldsung
(sterilfiltriert) wurden dem Medium nach Autoklavieren und Abkithlen zugesetzt.

2.2.3  Alaninbildungsmedium

Das o.g. Minimalmedium wurde mit KOH auf pH 7.0, die Ammoniumkonzentration

wurde mit NH,*-Acetat auf 100 mM (Endkonzentration) eingestellt.

2.3 Stamme und Kultivierungsbedingungen

Stimme:

Bei den Stimmen Zymomonas mobilis subsp. mobilis Stamm Zm6 (ATCC 29191,
Swings und Deley, 1977) und Stamm CP4 (ATCC 31821, Goncalves de Lima et al.,
1970) handelt es sich jeweils um den Wildtyp. Die Mutante Z. mobilis CP4-
thi/pZY73 (Uhlenbusch et al. 1990) wurde nach Klonierung und Exprimierung der
Alanin-Dehydrogenase aus Bacillus sphaericus in die thiaminauxotrophe Mutante

Z. mobilis CP4-thi (ATCC 31821 Derivat, Typas, nicht vertifentlicht) erhalten.

Die Stammbhaltung erfolgte bei allen Stimmen anaerob in 30 ml Anaerobengefilie
(Belico-Glass-Inc., New Jersey, USA) gefiillt mit 10 ml Volimedium, pH 5,5, bel
Z. mobilis ‘CP4-thi/pZY73 wurde zusdtzlich 30 zl/ml Tetracyclin zugesetzt. Die
Zellen wurden einmal wdchentlich {iberimpft, iber Nacht bei 30°C angezogen und

~anschiieBend bei Raumtemperatur aufbewahrt. - -
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Anzucht

Die Anzucht von Z. mobilis Zm6 erfolgte anaerob in 300 ml Zweihalskolben, gefullt
mit 150 m! Vollmedium, pH 5.5. Die Kulturen wurden ohne Schiitteln bet 30°C ber
Nacht angezogen. Die Kolben wurden zur Anzucht mit 0.1 % einer Stammkultur
(0.5 mg Trockengewicht pro ml) beimpft. Nach ca. 12 h wurden die Zellen in der
exponentiellen Phase zentrifugiert (3000 rpm, 10 min), zweimal in MES-Puifer
(100 mM MES, 10 mM NaCl, 10 mM XCl, pH 5.5) gewaschen, eingeengt und in die

entsprechenden Versuche eingesetzt.

Die Fermentation von Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 erfolgie in drei Schritten. Zundchst
wurden die Zellen, wie oben beschrieben, zur Erlangung einer hohen Zelidichte in
Vollmedium angezogen und in der exponentiellen Phase geerntet. Die Zellen wurden
zweimal in Minimalmedium steril gewaschen, anschliefend in Minimalmedium {ber-
impft (*Thiamin-Hungerphase") und bei 30°C 16 h inkubiert (ca. 2 - 3 Zellteilungen).
Die GroBe des Inokulums wurde so gewidhlt, dal die Zelldichte zu Beginn der
Inkubation 0.1 mg Trockengewicht pro ml betrug. SchlieBlich wurden die Zellen in
Alaninbildungsmedium tiberfiihrt und bei 37°C chne Schiitteln kultiviert.

2.4 Methoden

2.4.1 Silicondlzentrifugation (Klingenberg und Pfaff, 1967)

Durch die Silicondlzentrifugation erfolgt eine schnelle Trennung der Zellen von ihrem
umgebenden Kulturmedium. Hierzu wurden 400 pl ReaktionsgefdBe (Beckman) mit
30 yl 20%iger Perchlorsiure und 65 ul Silicond! gefiilit. Aufgrund der unterschiedli-
“'chen Dichte lag die Olschicht nach einem kurzen Zentrifugationsschritt iiber der Per-
"chlorsiure. Je nach Dichte der eingesetzten Zellsuspension wurde Silicondl mit einer
Dichte d = 1.03 oder d = 1.04 gewihlt. ‘Auf die vorbereiteten Rohrchen wurden
Aliguots von 100 - 200 ul Zelisuspension pipettieri und 30 Sekunden in einer
Microfuge E (Beckman) bei maximaler Geschwindigkeit (14000 rpm) zentrifugiert.
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Die Zellen wurden durch die Olschicht gerissen, wodurch das sie umgebende Medium
weitgehend abgetrennt wurde und sedimentierten innerhalb von ca. 7 Sekunden in der
Perchlorsiureschicht. In der Saureschicht erfolgte eine sofortige Inaktivierung und

Extrahierung der Zellen.

Fiir die Ermittlung radioakiiv markierter Substanzen wurden 20 ul der Uberstinde mit
Scintillationsfliissigkeit gemischt und in einem Scintillationszihler (Rack beta 1214,
LKB, Schweden) gezihlt. Zur Bestimmung der radioaktiv markierten Extrakie wurde
der die Perchlorsiureschicht enthaltene Teil des Rohrchens abgetrennt, in ein Eppen-
dorfgefiB gegeben und mit 750 pl Wasser versetzt. Durch Zenirifugation wurde das
Sediment in das EppendorfgefiB iiberfiihrt, anschliefend suspendiert und 10 min in
einem Ultraschallbad behandelt. Nach erneuter Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge,
14000 rpm, 5 min) wurden 650 pl des erhaltenen Uberstandes ebenfalls mit Scintilla-
tionsfliissigkeit gemischt und gezihli.

Die Bestimmung nicht radioakiiver Metabolite erfolgte wieder durch Zentrifugation
der Zellen in die Perchlorsiureschicht. Die Uberstinde der Silicondlrohrchen wurden
ohne weitere Behandlung in die Analytik eingesetzt. Das Sediment in der Perchlorsdu-
reschicht wurde durch Zentrifugation in 750 ul Gefdle iiberfilhrt, mit 45 pl A. dest.
versetzt, suspendiert und durch Beschallung in einem Ultraschallbad (10 min) behan-
delt. Die Extrakie wurden durch Zugabe von 25 pul 5 M KOH, 1 M Triethanolamin
neutralisiert und zur besseren Abtrennung von eventuell mitgeschleppten Silicondlres-
ten mit 15 ul Silicondl der Dichte 1.07 versetzt. Nach Kilhlung der Zellen auf Eis
wurde das ausgefallene Kaliumperchlorat neben Zellfragmenten abzentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge, 14000 rpm, 5 min). Der resultierende Uberstand wurde in die

Analytik eingesetzt.

2.4.2 Die Bestimmung des Cvioplasmavolumens (Rottenberg, 1979),

Zur Ermittlung von internen Konzentrationen ist es notwendig, das interne Zellvolu-
men zu kennen. Die Methode zur Ermittlung des Cyioplasmavolumens basiert auf der
" bereits beschricbenen Silicondlzentrifugation. Da bei dieser Methode immer Medium

" mit den Zellen in das Sediment mitgeschleppt wird, muBte das tatsdchliche Zellvolu-
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men unter Beriicksichtigung dieses extrazelluliren Raumes korrigiert werden. Fiir die
Raumbestimmung wurden deshalb zwei radioaktiv markierte Substanzen eingesetzt.
Zum einen wurde 3H,O eingesetzt, welches in die Zellen diffundiert und somit das
gesamte in das Sediment gelangte Volumen reprisentiert. Zum anderen wurde
14C.Taurin verwendet, welches von Z, mobilis nicht aufgenommen wird und somit ein
MaB fiir den extrazelluldren Raum ist. Mittels dieses "Taurinraumes”, welcher fir das
Volumen des mitgeschleppten Mediums steht, erfolgie die Korrektur der Werte. Die

Differenz von Wasser- und Taurinraum ergibt das Cytoplasmavolumen.

Durchfiihrung:
Zur Durchfithrung der Bestimmung wurden 500 pl der Zelisuspension mit 20 ul des

Raumbestimmungsansaizes (5 pl 3H20, ca. 40 kBg, 5 ul !4C-Taurin, ca.
10 kBq, 10 pl nicht-markiertes Taurin, 10 mM) 60 Sekunden inkubiert, in 5 Aliquots
zu je 100 ul aufgeteilt und in die Silicondlzentrifugation eingesetzi. Anschliefiend
wurden je 20 ul des Uberstandes bzw. 650 pl des Extraktes der Sedimente im Scintil-
lationszihler nach einem Programm fiir Doppelmarkierungen gemessen. Routine-
maBig wurde ein Zellvolumen von 2.2 -2.4 ul / mg Trockengewicht bestimmt.

Die Zellvolumina wurden folgendermaBen berechnet:

3H,0-Raum = V- dpm 3H,0.4/dpm 3H,Of
Taurinraum = Vyy - dpm ¥C_/dpm 4Cy
Internes Volumen = 3H,0-Raum - Taurinraum

Vg = Volumen des Uberstandes (20 1)

dpmyy = dpm (14C bzw. *H,0) des gesamien aufgearbeiteten
Sedimentes

dpmy = dpm (14C bzw. 3H,0 ) des gesamten Uberstandes

“Probenvolumen = 100 ul
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2.4.3 Die Ermittlung der Komponenten der protonenmotorischen Xraft

Die Bestimmung des Membranpotentials und des Protonengradienten {iber der Cyto-

plasmamembran ermdglichen die Berechnung der protonenmotorischen Kraft:
Apy/F = Ap(pmf) = Ay -Z. ApH

F = Faraday Konstante, Z = 2.3 RT/F = 59 mV bei RT,
Apy = elektrochemische Potentialdifferenz

2.4.3.1 Das Membranpotential

Ermittlung des Membranpotentials mittels TPP* (Rottenberg, 1979}

Die Ermittlung des Membranpotentials (innen negativ) basiert bei dieser Methode auf
der Akkumulation der permeablen Sonde Tetraphenylphosphoniumbromid (14C-
TPP*) entsprechend des Membranpotentials.

Ay =-Z . log [TPP*], /ITPP*]

Durchfiihrung:

Zur Durchfihrung wurden 500 p! Zellsuspension mit 10 pl M4C-TPP*
(70000dpm/nmol, ca. 2-3 uM im Gesamtansatz) vermischt und bei 30°C 2 min inku-
biert. Aliquots von 100 ul wurden anschliefend in die Silicondlzentrifugation einge-
setzt.

Zur Destabilisierung der duferen Membran wurden den Ansitzen 2-3 mM EDTA
'_(Endkonzentration) zugesetzt und vor Zugabe der Sonde 5 min vorinkubiert,
"'Gege_benenfaﬂs wurde den Ansitzen Tetraphenylboron (nicht-markiert, 1 -10- uM)
zur Abséttigung der hydrophilen Bindestellen zugegeben. Zur Bestimmung der inter-
~nen und externen TPP+-Konzentration wurden Aliquots des Gesamtansatzes sowie des
* Uberstandes im Szintillationszihler gezihlt, Der TPP+-Menge des Sedimentes wurde

éms_ der Differenz der TPP+-Menge von Gesamtansatz und Uberstand ermittelt. Zur
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Bestimmung der Nullwerte wurden die Zellen entkoppelt bzw. glucoseverarmt.

Zur Problematik dieser Methode bei Z. mobilis s. Ergebnisse.

Ermittlung des Membranpotentials mit 86Rb* in Gegenwart von Valinomycin

(Rottenberg, 1979)

Bei dieser Methode wird die Membran fiir 86Rb* mit dem X+-Ionophor Valinomycin
permeabilisiert. Die Verteilung von 36Rb* entlang des elekirochemischen Gradienten

kann durch die Nernstsche Gleichung beschrieben werden:
Ay = -Z . log [3Rb*],/[8Rb*],,

Durchfithrung:

Die externe Kaliumkonzentration wurde von 0.3 - 200 mM variiert. In Gegenwart von
Valinomycin und hohen Kaliumkonzentrationen wird das Membranpotential durch ein
Kaliumdiffusionspotential ersetzt, welches durch die Nernstsche Gleichung errechnet
werden kann (s.0.). Zur Durchfilhrung des Versuches wurden zu 500 pul Zellsuspen-
sion 5 - 10 pl 10 mM Valinomycin, 5 ul 8Rb* (5 kBq) und die entsprechenden K-
Konzentration gegeben. Gegebenenfalls wurde dem Ansatz 2 -3 mM EDTA
(Endkonzentration) zugesetzt. Nach 10 min wurden dreimai je 100 pl des Ansatzes in
die Silicondlzentrifugation eingesetzt und die radioaktive Markierung in Uberstand

und Sediment wie beschrieben ermitielt, Zur Problematik dieser Methode bei Anwen-

SRAEN Lilatwddl YWWALy Uerdorill floilies LLES )

dung bei Z. mobilis s. Ergebnisse.

Ermittlung des Membranpotentials mittels SCN - (Cox et al., 1979

Da die Ermittlung des Membranpotentials mit $6Rb+/Valinomycin duBerst problema-
“tisch war, wurde eine weitere Methode durchgefiihrt, Die negativ geladenene Sonde
. 14C-SCN- verteilt sich frei Uber der Membran entsprechend des bestehenden Mem-

" branpotentials, d.h. bei einem Membranpotential, innen negativ, ist eine Abreiche-

yung der Sonde festzusielien. Das Membranpotential 148t sich durch die- Nemnstsche
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Gleichung errechnen:
Ay = -Z - (-log [14C-SCN-1, /[14C-SCN-1.)

Durchfiihrung:

Zur Durchfithrung wurden 500 pl Zellsuspension mit 10 pl “C-SCN- 3 min bei 30°C
inkubieri. AnschlieBend wurden dreimal je 100 pl Ansatz mittels Silicondlzentrifuga-
tion extrahiert und die Verteilung der radioaktiven Sonde in Uberstand und Sediment
ermittelt. Zur Kontrolle wurden die Potentiale vollig deenergetisierter Zellen

(glucoseverarmt bzw. nach Zusatz des Protonophors CCCP) als Nullwert bestimmt.

2.4.3.2 Der pH-Gradient (Rottenberg, 1979)

Der pH-Wert kann durch die Verteilung von schwachen Sduren bzw. Basen iiber der
Cytoplasmamembran bestimmt werden. Die Membran ist fiir die jeweilige neutrale
Form permeabel, wihrend das Ion nicht permeieren kann.

Ist der interne pH-Wert hoher als der externe, wird die Verteilung einer schwachen
S#ure, wie z.B. Benzoat, genutzt, die in der undissoziierten Form (AH) die Membran

permeieren kann. Im Gleichgewicht gilt:

[AH]in = EAE ex

Unter der Voraussetzung einer intern und extern gleichen Dissoziationskonstanten
"liegt-die Siure aufgrund der intern und extern unterschiedlichen pH-Werte im Cyto-
plasma stirker dissoziiert (A-) vor als im Uberstand. Da nur die undissoziierie,
neutrale Form die Membran permeieren kann, akkumuliert die Sdure im Cytoplasma.

Der pH-Gr_adient 148t sich nach der folgenden Gleichung errechnen: .
PHi, - PHex = ApH = log ([Aly/[Ale) =
_'-'Hicr_bei muf fir den externen pH pH, > pK + 1 gelten, so daB davon ausgegangen

““werden kann, da8 der groBte Anteil der Siure intern und extern in der dissoziierten

Form vorliegt.
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Gilt nun pH,, < K + 1, muB der Anteil an undissoziierter Saure im Cytoplasma in die

Rechnung mit einbezogen werden. Es gilt :
pH, = log (Ay,/A o (10PK+10pHEX) -10PK)
Liegt der externe pH-Wert hoher als der interne, wird eine schwache Base verwendet,

die ebenfalls nur in ihrer neutralen Form permeabel ist. Analog den genannten Uber-

legungen wird der pH-Gradient wie im folgenden genannt, berechnet:
pHex - pHin = APH = 10g ([AH-]'m/ [AH+16X)

hierbei muf gelten: pH,, <pK -1

Bei pH,, > pK -1 gilt:

pH,, = log (A /A (107K + 10PHex) - 10PK)

Durchfithrung:
a) pHin > pHex

Zur Bestimmung des pH-Gradienten wurden 500 pl Zellsuspension (OD600 = 5 - 10)
mit 10 gl 14C Benzoat {ca. 122000 dpm/nmol; pK = 4.3) 2 min bei 30°C inkubiert.
Die Benzoatkonzentration im Testansatz betrug 3 zM. Es wurden dreimal je 100 pl
der Suspension in die Silicondlzentrifugation eingesetzt und die Konzentration des
infernen sowie des externen markierten Benzoates ermittelt. Um die Menge des
unspezifisch gebundenen Benzcates festzustellen, wurde .die Verteilung :der Sonde
auch bei véllig deenergetisierten Zellen (glucoseverarmt oder Zugabe von CCCP)

~-ermittelt. Die erhaltenen Werte wurden von den MeBwerten der energetisierten Zellen

" subtrahiert. Aus diesen Werten wurde nach parallel durchgefiihrter- Raumbestimmun- -

gen die interne Benzoatkonzentration ermittelt.
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b)pHin < pHex

Zur Bestimmung des Gradienten wurden 500 pl Zellsuspension mit 10 pl 14C-Methyl-
amin (ca. 124000 dpm/nmol; pK = 9.3) fir 2 min bei 30°C inkubiert. Die weitere
Durchfithrung erfolgte wie unter a) beschricben. Eine Aufnahme von Methylamin
wurde in dem gewidhlten Zeitraum nicht beobachtet. Zur Korrektur des unspezifisch
gebundenen Methylamins wurden die Zellen vollstindig deenergetisiert (durch Gluco-
severarmung) bzw, durch Behandlung mit 0.01% Cetyltrimethylammoniumbromid

(Endkonzentration) permeabilisiert.

2.4.4 Ermittlung des cvtosolischen ATP-Gehaltes

Die Bestimmung des ATP-Gehalts erfolgte nach der Luciferin/ Luciferase-Methode
fiber Messung der Lichtemission (modifiziert nach Lundin et al., 1976 und Schimz et

al., 1981). Die Reaktion verldufi nach folgendem Prinzip:

ATP + Luciferin + O, Lucifersse  Oxyluciferin + AMP +-PPj + COy+ h . v

Hierbei war die gemessene "Lichtmenge® dem ATP-Gehalt direkt proportional.

a) Extraktion und Probenvorbereitung

bt 4

Die Nucleotide wurden durch Mischung der Zellsuspension mit Dimethylsulfoxid
(DMSO) extrahiert (Lefebvre et al., 1988, Houssin et al., 1990). Zu definierten Zeit-
punkten wurden hierfiir 20 ul Zellsuspension in 180 ul DMSO pipettiert und sofort

mit 800 pl eiskaltem Wasser vermischt.

b) Durchfithrung der ATP-Bestimmung

TS e Temenm b e A A T alenl [RPRP. PO U S .
- Die Ermitilung des ATP-Gehalts wurden mit den unier a) beschricbenen unbehandel-

ten Extrakten durchgefiihrt. Zur Berechnung der ATP-Menge wurde dem Exiraki ein
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interner ATP-Standard zugesetzt und der ATP-Gehalt ebenfalls bestimmt. Der interne
Standard war notwendig, um die Messungen gegen die Loschung der Lichtblitze
(Quench) durch im Extrakt vorhandenen Bestandteile zu korrigieren. Zur Bestimmung
wurden 50 mg eines Luciferin/Luciferase-Lyophilisates (Sigma, Buffered Firefly
Lantern Extract, FLE-50) in 5 ml kaltem A. dest. geldst und die ungeldsten Bestand-
teile kalt zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand wurde, gegebenenfalls verdiinnt,

eingesetzt. Der Mef8ansatz setzte sich folgendermafen zusammen:

100 ul Zellexirakt
250 ul Luciferin/Luciferase

2250 pl Testpuffer 50 mM Tris-H,SO, pH 7.4
3.5 mM MgSO, . TH,O
2.5 mM K,SO,
0.6 mM EDTA

Fiir die interne Standardisierung wurde einem identischen Ansatz zusdtzlich zu den
100 pl Zeliextrakt 40 pl ATP-Losung (1ub) zugesetzt.

Die Messungen wurden mit einem Bioluminescenzanalysator (XP 2000, Skan AG
Basel, CH) durchgefiihrt. Nach Start der Reaktion durch Injektion des Lucife-

rin/Luciferase-Gemisches und Puffer in eine Kiivette mit vorgelegtem Zellextrakt

erfolgte 20 Sekunden lang die Messung der Lichtemission.

2.4.5 Ermittlung von Aminosiurekonzentrationen mittels HPL.C
(Jones und Gilligan, 1983)

Fiir die Bestimmung der internen und externen Aminosiurekonzentration wurden den

-~ Ansdtzen 3 x 200 pl Zellsuspension entnommen und eine Silicondlzentrifugation

- durchgefiihrt. Die so erhaltenen Uberstinde wurden vereinigt und erneut kalt zeniri-




fugiert. Ein Aliquot von 150 gl wurde mit 150 gl einer Ornithin/Azid-Losung
(0.2 mM Omithin als interner Standard, 0.12 Natriumazid zur Verhinderung von
Zellwachstum) vermischt und in die Analyse eingesetzt. Die Perchlorsiureextrakte
wurden wie beschrieben aufgearbeitet. 3 x 70 - 80 ul wurden vereinigt, kalt zentri-
fugiert und 150 ul des so erhalienen Uberstandes wiederum mit 150 pl der
Ornithin/Azid-Ldsung vermischt. Die Analyse der Proben erfolgte mit einem HPLC-
Gerit vom Typ HP 1090 M (Hewlett Packard, Waldbronn) und Fluoreszenzdetektor
(HP 1046A). Vor jeder Analyse wurde je 1 pl Aminosureldsung mit 10 ul o-Phtal-
dialdehyd/2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz (Pierce Europe, B. V. Oud-Beijerland,
Niederlande) zur automatischen Vorsiulenderivatisierung gemischt. Die Aminogrup-
pen reagierten hierbei schnell und quantitativ zu fluoreszierenden, thiosubstifuierten
Isoindolen. Diese wurden auf einer “reversed phase”-Siule (Hypersit OD 18, 5 pm,
Vorsiule: 20 x 4 mm, Hauptsiule: 150 x 4 mm, Chromatographie-Service, Langer-
wehe) bei 40°C mit einer FluBrate von 0.5 ml/min aufgetrennt. Eluiert wurde mit
0.1 M Natriumacetat, pH 7.2 und Methanol (0.06% Natriumazid wurden aus Sterili-
titsgriinden ebenfalls zugesetzt), wobei der jeweilige Anteil gemiB eines Gradien-
tenprogramms wihrend der Analyse (Gesamtlaufzeit 15.5 min) wie im folgenden

dargestellt, variierte:

Zeit (min) Methanol % Natriumacetat %
0.01 25 75
3 45 55
7 65 35
13 73 27
14.29 73 27

14.30 25 75

Die Aminosiurederivate eluierten entsprechend zunehmender Hydrophobizitit von der
‘Siule. Die Berechnung der Aminosiurekonzentrationen erfolgte mittels eines externen
Standards, wobei die Werie gegebenenfalls fiber den internen Omithinstandard korri-
giert wurden. Zur Ermittlung der internen Konzentration wurden parallel ermittelte
‘Raumbestimmungen einbezogen., Die Aminosiurekonzeniration wurde korrigiert,

indem die Fraktion der externen Aminosiure, welche die sedimentierten Zellen kon-
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taminierte (“Taurinraum®), abgezogen wurde. Division des internen Aminosiurege-

haltes durch das ermittelte Zellvolumen ergab die Aminosiurekonzentration.

2.4.6 - FErmittlune der L-Alaninkonzentration mittels I -Alanin-Dehydrogenase

(Williamson, 1985}

Die Methode basiert darauf, daB bei der oxidativen Desaminierung des Alanins zu
Pyruvat durch die L-Alanin-Dehydrogenase NADH im stGchiometrischen Verhaltnis
gebildet und photometrisch bei 340 nm quantifiziert werden kann. Hierbei wurde das
entstehende Pyruvat durch Hydrazin im Testpuffer als Hydrazon der Reaktion entzo-
gen, so daB eine quantitative Umsetzung des L-Alanins erfolgte. Der MefBlansatz sah

wie folgt aus:

0.5 ml Testpuffer

0.1 mil NAD-Ldsung (15 mM)

0.01 ml L-Alanin-Dehydrogenase (5 mg/ml, Boehringer
Mannheim)

0.34 ml A. bidest

Testpuffer: 30 mM Tris
1 mM EDTA

3% Hydrazin pH 10

Nach Equilibrierung (3 min) wurde die Extinktion (E,) bei 340 nm und 37°C
bestimmi. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0.05 ml Probe gestartet. Nach ca.
15 min wurde die Extinktion (E,) bestimmt. Die Berechnug der L-Alaninkonzentra-
tion erfolgte nach Lambert-Beer.

‘Zur Ermittlung der L-Alaninkonzentration wurden die Zellen bekannter ODgy, wie
beschrieben mittels Ultraschall aufgeschlossen. Parallel wurden Raumbestimmungen

zur Ermittlung der internen Konzentration durchgefiihrt, .-
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2.4 7 Aufnahme von Aminosiuren

Die Zellen wurden, falls nicht anders angegeben, in Vollmedium angezogen und in
der logarithmischen Phase bei einer Zelldichte von 0.35 - 0.5 mg Trockengewicht pro
m] geerntet, Nach zweimaligem Waschen in MES-Puffer (100 mM MES, 10 mM
NaCl, 10 mM KCl, 3 - 5% Glucose, pH 5.5) wurden die Zellen konzentriert in dem-
selben Puffer aufgenommen (Zelldichte zwischen 2.1 und 2.4 mg Trockengewicht pro
ml). Bis zu Versuchsbeginn wurden die Zellen auf Eis aufbewahrt. Zur Ermittlung der
Aufnahme wurden die Zellen zundchst 5 min bei 30°C vorinkubiert. Sofern nicht
anders angegeben, wurden 3 mM Amincoxyacetat, ein Inhibitor von Aminotransfera-
sen, zugesetzt. AnschlieBend wurde die Aufnahme durch Zugabe des Substrates
gestariet. Zu definierten Zeitpunkten wurde die Aufnahme mittels Siliconlzentrifuga-
tion gestoppt. Pipettiert wurden 100 ul bei markiertem, 200 ul Zellsuspension bei
nicht-markiertem Substrat. Bei Experimenten zur pH-Abhéngigkeit wurden Zellen auf
die 10-fache ODgy, eingeengt und in Puffer mit entsprechend eingestelltem pH-Wert

10-fach verdiinnt.

2.4.8 Ermittlung der Alanin-Sekretion

Zur Ermittiung der Sekretion wurde Z. mobilis CP4-thi/pZY73 wie unter 2.3.3.

35 Dl RAEALLELIRL

13
b

beschrieben, angezogen. Bis zu Beginn des Experimentes wurden die Zellen in Mini-
malmedium, pH 6 mit 5% Glucose bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Anschliefend
wurden die Zellen zentrifugiert und in 37°C temperiertemn Alaninproduktionsmedium
mit einer Zellidichte von 2.4 - 3.6 mg TG / ml aufgenommen und bei 37°C ohne
Schiitteln im Wasserbad inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten wurden Aliquots von
200 ,Z;l entnommen. Die Sekretion wurde mittels Silicondlzentrifugation in der
‘Perchlorsdureschicht gestoppt, die Aufarbeitung der Proben und Ermittlung der exter-
nen -und internen Alaninkonzentration erfolgte wie unter 2.4.1. respektive 2.4.5.

_ ‘beschrieben.

~ Zur Ermittiung der Temperaiurabhingigkeit bzw. pH-Abhingigkeit wurden die Zeilen

'__ei_ng_e_engt und in Alaninproduktionsmedium mit einer hohen CD aufgenommen.
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AnschlieBend wurden die Zellen in entsprechend vortemperiertem Produktionsmedium
bzw. entsprechend eingestelitern pH-Wert 10-fach verdiinnt.

Experimente zur Untersuchung der Hemmung der Alanin-Sekretion erforderten in
jedem Fall vor Inhibitorzugabe eine Vorinkubation der Zellen in Alaninproduktions-

medium, um den Aufbau einer hohen Alaninkonzentration zu ermdglichen.

2.4.9 - Ermittlung der internen Kaliumkonzentration

a) Ermittlung der Kaliumkonzentration mittels fonenchromatographie

Die Zellen wurden analog zur Aufnahmemessung behandelt, d.h. nach Zentrifugation
wurden sie zweimal in MES-Puffer, pH 5.0 bzw. pH 5.5 10 mM NaCl und 5%
Glucose gewaschen und in demselben Puffer suspendiert (Zelldichte 2.1 - 2.4 myg
TG/ml). Die zugesetzte Kaliumkonzentration des Puffers betrug 0.3 - 0.5 mM. Beck-
man-Rahrchen wurden mit 65 ul Silicondl gefiillt. Zu definierten Zeitpunkten wurden
200 ul Zellsuspension auf die Olschicht pipettiert und einer Silicondlzentrifugation
unterworfen. Die Zellen sedimentierten im Silicondl. Durch Zentrifugation wurden
die Sedimente in Eppendorf-Gefife {iberfithrt und in 200 pl CTAB (0.02%) mit nach-
folgender 10- minitiger Beschallung im Ultraschallbad bei Raumtemperatur extra-

hiert. Die Proteine wurden durch 10-miniitiges Kochen ausgefillt. Durch anschlie-
min, Ti 50 Rotor, 40000 rpm) wurden Zelireste
und Proteine entfernt sowie die Ol-Wasser-Phase getrennt. Die so erhaltenen Uber-
stinde wurden ionenchromatographisch analysiert. Parallel wurden Raumbestimmun-
gen - zur Ermittlung der internen Xonzentration durchgefithrt. Hierbei wurden die
Werte beziiglich der im "Taurinraum" mitgeschleppten Kaliumkonzentrationen korri-
giert.” Die Analyse wurde mit einem Ionenchromatographen (S 1000, Sykam) mit
angeschlossenem Leitfahigkeitsdetektor (S 3110, Sykam) durchgefiihrt. Die Trennung
erfolgte auf einem Kationenaustauscher auf Polystyrolbasis (LCA KO1). Hierzu wur-
den 5 - 10 ul des wie oben beschriebenen, filtrierten Zellextraktes injiziert. Eluiert
 wurde mit 3,5 mM HNO; bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 1 ml/ min. Die
o ‘Detektion erfoigte indireki Giber eine Messung der Leitfihigkeit, d.h. die Kationen
~.wurden im Leitfahigkeitsdetekior als Erniedrigung der Gesamt-Leitfahigkeit regi-
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striert. Sowohl MES als auch CTAB fiihrien zu keiner Stdrung der Analyse.

b) Ermittlung der Kaliumkonzentration bzw. des Kaliumgradienten mittels der Vertei-

lung von 86Rb+

Die Zellen wurden wie unter a) beschrieben behandelt. Nach dem Waschvorgang
wurden extern variierende Kaliumkonzentrationen zugesetzt. 400 pl Zellsuspension
wurden mit 5 pl 36Rb*(5 kBq) vermischi. Nach 15 min wurde mit dreimal 100 pl
Zellsuspension eine Silicondlzentrifugation durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der Zell-
extrakte und der parallel durchgefiihrten Raumbestimmungen wurden wie unter 2.4.1.
beschrieben durchgefiihri. Anhand der so ermittelten 3Rb+*-Verieilung konnte direkt

auf den Kaliumgradienten geschlossen werden,

2.4.10 Herstellung von Rohexirakien

Zur Herstellung eines Rohextrakies wurden die Zellen in der exponentiellen Phase
geerntet und in frischem Medium aufgenommen. Ein Aliquot von 0.4 ml Zellsuspen-
sion wurde in ein Eppendorf Cup gegeben und 6 mal 30 Sekunden (nach 30 Sekunden
je 1 min Beschallpause) mit einem Ultraschall-Desintegrator bei 60 Watt aufgeschlos-
. Die Zellen wurden wihrend der Beschallung im Eisbad gekiihlt. Die Zellfrag-
mente wurden anschlieBend durch Zentrifugation (Sigma Kithlzentrifuge, 20 min,
13000 rpm, 4°C) abgetrennt, Es folgte eine Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge, 2 h,
40000 rpm, 4°C). Die erhaltenen Uberstinde wurden direkt fiir Messungen der Ala-

nin-Dehydrogenaseaktivitit eingesetzt.

“2.4.11 Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

~“Hierzu wurden 0.05 mi Rohextrakt in entsprechender Verdimnung mit 2.5 ml Brad-

ford Reagenz gemischt. Nach 1 Minute wurde die Extinktion bei 578 nm gegen einen
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Leerwert (Bradford Reagenz ohne Proiein) gemessen. Die Proteinkonzentration der

Proben wurde anhand einer Eichgeraden mit Rinderserumalbumin ermittelt.

Bradford Reagenz: 100 mi 85 %-ige o-Phosphorsiure
40 mg Serva Blau G, geldst in
50 ml 95 %-igem Ethanol

ad 1000 ml A. bidest

Die Bestimmung der Alanin-Dehydrogenaseaktivitit erfolgte vergleichbar der Ermitt-
lung der L-Alaninkonzentration (2.4.6.). Die Extinktion wurde bei 37°C (temperierte
Kiivette) und 340 nm verfolgt.

Reaktionsansatz:

0.5ml . Testpuffer

0.1 mi SRR “NAD-Losung (15 mbi)
0.35-xmil A, dest

xml ' ' - Rohexirakt

Nach Equilibrieren wurde die Reaktion durch Zugabe von 0.05 ml L-Alanin

(100 mM) gestariet.
Die Berechnung der spezifischen Aktivitit erfolgt nach Lambert-Beer. Die spezifische

Aktivitdt wurde in U/mg Protein angegeben, wobei eine Enzymeinheit 1 pmol Pro-

- dukt entspricht, das in 1 min unter diesen Bedingungen gebildet wurde.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Die energetischen Parameter von Zyinomonas mobilis

Zymomonas mobilis gewinnt ATP ausschlieflich iiber den Entner-Doudoroff-Weg und
verfiigt somit nur iiber eine geringe Energieausbeute. Eine mit der Elekironentransport-
kette gekoppelte oxidative Phosphorylierung wurde bisher noch nicht nachgewiesen.
Uber den Energiestatus von Z. mobilis lagen noch keine ausreichenden Daten vor. Die
genaue Kenntnis der energetischen Parameter war jedoch in Hinblick auf die in dieser
Arbeit zu klirenden Transportprozesse bei Z. mobilis notwendig. So setzen Untersu-
chungen von primiren und sekundéren Transportsystemen beziiglich Mechanismus und
Energickopplung eine Quantifizierung der moglichen treibenden Krifte, d.h. des Mem-
branpotentials, des Protonengradienten sowie des cytosolischen ATP-Gehaltes voraus.
Zunichst wurden deshalb die energetischen Parameter von Z. mobilis ermittelt, um die
Kopplung des zu untersuchenden Transportprozesses einem der energetischen Parameter

eindeutig zuzuordnen, Methoden zur Ermittlung dieser Parameter mubten bei Z. mobilis

z.T. noch etabliert werden.

3.1.1  Der cvtosolische ATP-Gehalt

Der ATP-Gehalt wurde wie unter 2.4.4 beschricben ermittelt. Bei energetisierten Zellen
wurde eine Konzentration zwischen 4 und 5 mM bestimmt. Glucoseverarmte Zellen wie-
sen mit maximal 0.1 mM (Nachweisgrenze) eine ungewdhnlich niedrige Konzentration
auf. Es konnte gezeigt werden, da der ATP-Gehalt sowohl in Gegenwart hoher Konzen-
trationen des Entkopplers CCCP als auch hoher Salzkonzentrationen micht beeinflufit

wurde (Tab. 1).

3.1.2 Der pH-Gradient
Der pH-Gradient wurde bei externen pH-Werten von 4.0 - 8.0, wie unter 2.4.3.2
‘beschrieben, mit den Sonden 4C-Benzoat und *4C-Methylamin ermittelt. In einem wei-

_ ten Bereich des externen pH (pH 4.0 - 7.0) wurde eine gusgeprﬁgtc pH-Homdostase fest-
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gestellt, wobei der interne pH-Wert bei pH 6.0 - 6.4 lag (Abb.1). Deenergetisicrung der

Zellen fithrte zu einem vollstindigen Abbau des Protonengradienten.

Tab.1: Der cytosolische ATP-Gehalt von Z. mobilis Zmé6

Zellen ATP [mM]

ghucose-
supplementiert 3.6 - 4.5

giucose-

verarmt 0.19
+ CCCP

(160 pb) 4.0

NaCl (300 mM) 3.9
KCl (300mM) 3.9

b) Nachweisgrenze
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' vom externen pH. Der pH-Gradient wurde wie in Material und Methoden
beschrieben ermittelt.
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3.1.3 Das Membranpotential

Zur Ermittlung des Membranpotentials wurden zundchst konventionelle Methoden
erprobt, die routineméBig bei Bakterien angewandt werden. Hierbei handelte es sich zum
einen um Bestimmungen mittels der lipophilen Sonde Tetraphenylphosphoniumbromid
(TPP+), zum anderen wurde die Verteilung von ¥Rb+ in Gegenwart von Valinomycin

ermittelt.

3.1.3.1 Versuche zur Ermitilung des Membranpotentials mit TPP+

Wie bereits beschrieben (Kalnenieks et al., 1987) zeigte sich, daB die lipophile Sonde
TPP+ sich nicht frei entsprechend des elekirischen Gradienten fiber die Membran ver-
teilte, d.h. es wurde keine interne Akkumulation der Sonde nachgewiesen. Die im Sedi-
ment ermitielte Markierung war auf unspezifische Bindung von TPP* zuriickzufiihren.
Deenergetisierung der Zellen mit CCCP fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der
Adsorption der Sonde. Dieses Phinomen wurde auch bei anderen Gram-negativen Bak-
terien wie z.B. E. coli, beschrieben (Bakker, 1990). Hier wurden diese Probleme geldst,
indem die duBere Membran durch Behandlung mit EDTA destabilisiert und somit fiir die
Sonde permesbilisiert wurde (Padan und Rottenberg, 1973). Versuche zur Destabilisie-
rung der AuBeren Membran von Z. mobilis mit EDTA (3 mM) fithrten zu keiner korrek-
ten Verteilung von TPP+. Ebenso war nach Absittigung der unspezifischen hydrophilen
Bindestellen mit Tetraphenylboron (TPB"), welches die Membran nicht permeieren kann,

keine Verbesserung zu erzielen.

2.1.3.2 Die Verteilune von 86Rb ™ in Gegenwart von Valinomycin

Die Verteilung von 86Rb+ in Gegenwart von Valinomycin ist eine generell angewandte
‘Methode zur Ermittlung des Membranpotentials (Rottenberg, 1979; Ahmed und Booth,
'1983; Kashket, 1983). Diese Methode basiert daranf, daB 8Rb+ sich wie K+ in Gegen-
~wart des Kalium-Tonophors Valinomycin frei Gber die Membran entlang des elekirischen
Gradienten entsprechend der Nernstschen Gleichung verteilt. Bei hohen externen Kalium-

: konzentrationen wird ein kiinstlich eingestelltes K +-Diffusionspotential ermittelt, welches
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entsprechend der extern eingestellten Kaliumkonzentration variiert. Bei sehr niedrigen
externen Kaliumkonzentrationen wird dagegen das tatsichliche Membranpotential gemes-
sen. Zur Durchfiihrung des Experimentes wurden die Zellen in Puffer mit 0.3 mM KC]
gewaschen und variierende Konzentrationen von KCl zugesetzt. Wie aus Abb.2 zu
erkennen, wurden Membranpotentiale von -130 mV (bei pH 5.5) bzw. -85 mV (bei
pH 5.0) ermittelt. Die Steigung der Geraden betrug ca. - 50 mV fiir einen 10-fachen
Anstieg der externen Kaliumkonzentration, wobei dieser Wert nahe dem theoretisch

maximalen Wert bei -59 mV lag.
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Abb.2: Der elektrische Gradient 59 log [¥SRb*],,/[BRb*],, in Abhingigkeit
von der externen Kaliumkonzentration bei pH 5.6 (O ) und pH 5.5
{®@). Die Ansitze wurden jeweils mit 100 pM Valinomycin und der ent-
sprechenden Kaliumkonzentration 10 min vorinkubiert (s. Text).

Diese Ergebnisse deuteten zunichst darauf hin, daB diese Methode auch bei Z. mobilis
anzuwenden war. Es zeigte sich jedoch, da8 sich K+ bzw. ®Rb* nicht, wie nach
Insertion von Valinomycin in die Membran zu erwarien, innerhalb von Sekunden
~entsprechend des elektrischen Gradienten verteilte. Valinomycin wurde deshalb auf seine
".-Wirksamkeit hin iiberpriift. In Parallelansitzen wurde die Zeitabhidngigkeit der Gleichge-
“wichtseinstellung von extern zugesetztem %6Rb* nach 10-miniitiger Vorinkubation mit

" Valinomyein (100 pM) bzw. ohne Valinomycin untersucht. Zugabe des K+-Ionophors
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sollte aufgrund der fiir K+- und 86Rb+-Ionen spezifischen Permeabilisierung der Mem-
bran zu einer sofortigen Verteilung des 86Rb+ (innerhalb von Sekunden) entsprechend
des Kalium-Diffusionspotentials fithren. Wie aus Abb.3 zu erkennen, war in beiden Fal-
len erst nach 15 min eine stabile Verteilung des 86Rb+ entsprechend des Kaliumgradien-
ten erreicht. Nach Einstellung des Gleichgewichts wurde der Entkoppler CCCP zuge-
setzt, was zum Absinken der internen Kaliumkonzentration und schlieflich zum Aus-

gleich von internem und externem Kalium fihrte.
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Abb.3: Ubemmi‘ung der Wirksamkeit von Valinomyein, Die Gleichgewichis-

Einstellung des elektrischen Gradienten 59 log [ [86Rb+1, /[36Rb*1,, wurde

sowoh! mit (Q) als auch ohne (&) Valmomycm beobachtet Nach 30 min
wurden 100 uM CCCP zugesetzt (Pfeil).

‘Weder hohere Valinomycinkonzentrationen (bis zu 200 pM) noch lingere Vorinkubatio-
nen fiihrten zu einer Beschleunigung der Verteilung. Ebenso war nach Zusatz von EDTA
(3 mM) zur Destabilisierung der #uBeren Membran keine schnellere Verteilung von
86Rb+ festzustellen. Diese Ergebnisse lieBen den Rickschluf zu, daf der 86Rb*-Flux
~auch nach Zugabe von Valinomycin ausschlieBlich auf carrier-vermittelten Kaliumtrans-
port beruht. ‘Valinomycin wirkt in Z. mobilis nicht als K*-Jonophor, da es wahrschein-

'.-hcn nicht in die Cytoplasmamembran inserieren kann. Eine freie Diffusion und Vertei-

‘lung von 36Rb+ entsprechend -der Nernstschen Gleichung wurde demnach nicht beobach-
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tet. Bei den Experimenten zur Ermittlung des Membranpotentials wurde somit auch kein
K +-Diffusionspotential, sondern der Kaliumgradient bei variierenden externen Kalium-
konzentrationen ermittelt. Zugabe von CCCP fiihrte, wie in Abb.3 dargestellt, zum
86Rb+-Efflux, d.h. zum Abbau des Kaliumgradienten, Dies kann als ein Hinweis auf ein

sekundir getricbenes K +-Transportsystem gewertet werden (siche Diskussion).

Ermittlung der internen Kaliumkonzentration bei Z. mobilis

Die 86Rb*-Methode lief sich nun, ohne Zusatz von Valinomycin, nach Einstellung des
Gleichgewichts {iber Messung von [86Rb+], /[3*Rb*],, zur Ermittlung von Kaliumgra-
dienten bzw. internen Kaliumkonzentrationen bei variierenden externen Kaliumkonzen-

trationen nutzen. Die absolute interne Kaliumkonzentration wurde bei einer externen

K+, [mM] K+, [mM]
0.50 86
0.75 120
0.94 118
1.3 129
1.7 130
22 130
3.1 138
7.7 143
9.5 146
18.6 160 Tab. 2: EinfluB der externen Kaliumkon-
64 5 184 zentration auf die interme Kalium-
o L konzentration bei pH 6.0. Die Ka-
92.1 ' 184 lium-Gradienten wurden {iber die
184.0 207 ' Verteilung von 36Rb* nach 10-minii-
e iger Inkubation ermittelt.

* Kaliumkonzentration von 0.5 mM zunichst ionenchromatographisch bestimmt. Hierzu
~'wurden die Zellen mit CTAB aufgeschlossen und der Uberstand in die Bestimmungen
‘eingesetzt. Bei pH 5.5 wurde bel einer exiernen Konzeniration von .5 mM eine inierne

" Konzentration von 86 mM K* ermittelt. Aus den in Abb.2 dargestellten Kaliumgradien-
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ten lieBen sich so die jeweils tatsichlichen internen bzw. externen Konzentrationen und
somit die K+-Verschiebungen bei den variierenden externen Konzentrationen ermitteln
(Tab.2). Es konnte so gezeigt werden, daBl bei Z. mobilis eine gute K*-Homdostase vor-
liegt. Der Abbau des Kaliumgradienten nach Zugabe von CCCP konnte auch ionenchro-

matographisch bestitigt werden.

3.1.3.3 Ermittlung des Membranpotentials mittels SCN-

Die Sonde 14C-SCN- (Thiocyanat) wurde bisher aufgrund ihrer Ladung ausschlieBlich bei
Potentialen mit umgekehrier Polaritit (innen positiv), verwendet (Cox et al., 1979;
Matin et al., 1982). In dieser Arbeit wurde versucht, aufgrund der beschriebenen Mef-
probleme mit positiv geladenen Sonden das Potential von Z. mobilis (innen negativ)
mittels der negativ geladenen Sonde SCN- {iber Abreicherung im Zellinnenraum zu
ermitteln. Als vorteilhafi bei dieser Methode erwies sich aufgrund der nun bekannten
Schwierigkeiten, da8 keine Ionophore notwendig waren. Tatsfchlich konnte mit SCN~
zum ersten Mal das Membranpotential bei Z. mobilis korrekt ermittelt werden. Infolge
der negativen Ladung sank die cyiosolische SCN--Konzentration mit steigenden elektri-
schen Potentialen {innen negativ) entsprechend des Nernst-Potentials. Bedingt hierdurch
wurde der Bereich zur Messung von Membranpotentialen von ¢ bis -100 mV limitiert.
Hohere Potentiale (bis -100 mV) waren nur mit entsprechend hohen Standardabweichun-
gen mefbar, Eine unspezifische Bindung der Probe wurde nicht fesigestellt. Die Sonde
dquilibrierte sofort entsprechend des Membranpotentials, wobet {iber einen Zeitraum von
30 min keine Anderung aufirat.

Generell ist bei Bakterien bekannt, daf die protonenmotorische Kraft (Ap) bei Verinde-
rungen des externen pH in etwa konstant gehalten wird, indem der Anteil von AY und
Z-ApH entsprechend der Gleichung Ap = Ay - Z-ApH variiert (Padan et al., 1981,
Booth, ‘1985, 1988). Wurden ApH (14C Benzoai) und Ay (14C-SCN-) bei niedrigen
‘externen pH-Werten zwischen pH 4.0 und 5.5 gemessen, d.h. in einem Bereich, in dem
beide Komponenten von Ap direkt bestimmt werden konnten, wurde auch bei Z. mobilis
eine relativ konstant bei -132 bis -138 mV gehaltene protonenmotorische Kraft nachge-
wiesen, wobel auch hier die Komponenten ApH und Ay signifikant variierten (Abb.4).
‘Wie bereits erwihnt, wiesen die Zellen zwischen pH 4.0 und 6.5 eine effektive pH-

Homdostase mit einem internen pH von 6.0 - 6.4 auf. Wurde nun entsprechend eine bis
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zu pH 6.5 konstant gehaltene protonenmotorische Kraft von -137 mV angenommen, lieB
sich die elektrische Komponente von Ap von pH 5.5 bis 6.5 unter Beriicksichtigung der
direkt ermittelten Werte fiir ApH errechnen (Abb.4, gestrichelte Linie).
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Abb.4: - Abhingigkeit von ApH (A), A¥ (O) und Ap (0O) vom externen pH.

" Der pH-Gradient (von pH 4.0 - pH 7.5) und Ay (von pH 4.0- pH 5.5)

wurden wie in Material und Methoden bzw. in Kap. 1.3.3 beschrieben

ermittelt. Die Standardabweichungen fiir Ay und ApH-Messungen

‘basierten auf 6 unabhingigen Bestimmungen. Das Membranpotential fir

“Werte oberhalb von pH 5.5 wurde unter Annahme einer konstanten
protonenmotorischen Kraft von -137 mV in diesem Bereich errechnet.

und Differenzierung der energetischen Parameter.

3.1.3.4 Moglichkeiten zur Variierung

Glucoseverarmung der Zellen fithrte zu einem unmittelbaren Abfall sowohl des ATP-
Gehaltes als auch der protonenmotorischen Kraft. Nach erneuter Zugabe von Glucose
stiegen beide Parameter wieder auf die normalen Werte an (Abb.5). Auffillig war im
"V_ergleich zu anderen Bakterien der vollstindige Abbau des ATP-Gehaltes nach Deener-
getisierung der Zellen. | | B |
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Abb.5: Anstieg von A¥ (O) und ATP-Gehalt (A) volistiindig deenergetisierier
Zellen nach Glucosezugabe. Der ATP-Gehalt wurde wie in Material und
Methoden, Aw mit der Sonde SCN- wie in Kap.1.3.3 beschrieben,
ermittelt.

Es zeigte sich, daB Zugabe des Protonophors CCCP bei einer ausreichend hohen Kon-
zeniration wie erwartet zu einer Entkopplung der Zellen fiihrte. Zur vollstindigen Ent-
kopplung waren mindestens 80 uM CCCP notwendig (Abb. 6). Da Z. mobilis die proto-
nenmotorische Kraft iiber eine protonenpumpende ATPase aufbaut und ATP- ausschlieB-
lich fiber Substratkettenphosphorylierung gewonnen wird, soilte der ATP-Gehalt durch
CCCP nicht ‘abgebaut werden. Dies wurde experimentell bestitigt, wobei der ATP-
Gehalt bis 'iu einer Konzentration von 160 uM CCCP nicht beeinfluBt wurde ‘und
konstant 4 mM betrug. Uber Zugabe des Entkopplers ergab sich somit die Moglichkeit,
zum einen das Membranpotential zu variieren, zum anderen zwischen den Parametern

ATP und Membranpotential zu differenzieren. Dies war insofern sehr vorteilhaft, da das

Sonst: fiir 'diese Fragestellung eingesetzte Valinomycin bei Z. mobilis nicht anzuwenden

w_ar.'_Zur_'Entkopplu_ng_dcr Zellen wurden routineméBig-100 uM CCCP eingeseizt. 2
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Abb.6: Abhiingigkeit des Membmnpotentxais von der CCCP-Konzentration.

AR e NN i

_ 120 uM zugesetzt und '3 min vonnkublert Nach Zugabe der Sonde SCN-
wurden die Ansitze weitere 3 min bei 30°C inkubiert und anschlieBend Ay
ermittelt. Ermittlung von Ay s. Abb. 4.

Eine weitere Moglichkeit, das Membranpotential zu variieren, bestand in der Zugabe
hoher Salzkonzentrationen. In der Literatur wurde bereits die Salzintoleranz von
Z. mobilis beschrieben, wodurch bei hohen Salzkonzentrationen bei Fermentationen von
Molasse ‘nur sehr schlechte Wachstumsraten ermittelt wurden (Rogers et al., 1984).
Abb.7a zeigt das Membranpotential (kein K+-Diffusionspotential) von Z. mobilis in
Abhéngigkeit von der externen Kaliumkonzentration. Oberhalb von 20 mM K+ war mit
steigender Salzkonzentration ein Absinken des Membranpoientials zu beobachien. Die
Kurve wies eine Steigung von -60 mV fiir einen 10-fachen Anstieg der externen Kalium-
konzentration -auf. Die Ermittlung der Abhingigkeit des Membranpotentials von “der
externen Kaliumkonzentration :in Gegenwart von Valinomycin bzw. Valinomycin und
EDTA in entsprechenden Konzentrationen ergab mit o.g. Durchfithrung deckungsgleiche
Kurven.'.'-Die.Herabs_etzung des Membranpotentials infolge erhohter, externer: Salzkon-
zentrationen ‘muBte sich, da es sich um kein Diffusionspotential handelt, ‘aufgrund von
Carrier-Aktivititen erkldren lassen (siche Diskussion). Der--ATP.-Gehalt blieb auch. bei
sehr hohen K+*-Konzentrationen konstant. Des weiteren wurde iiberpriift, ob es sich bei
der Herabsetzung des Membranpotentials um einen speziﬁschen Kalium- oder um einen
'gencmleu Saizeffekt handelt. Nach Zugabe steigender Konzenirationen von Nairium

bzw. Magnesxu_m ergaben sich vergleichbare Befunde (Abb.7b). Zusatz des zweiwertigen
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Kations fiihrte, entsprechend der Wertigkeit, bereits bei geringeren Konzentrationen zum

Absinken des Potentials.

ATP [mM]

log ([K*1/mM)

~140
=120 B

=100 -
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fog {INa*l/mM} bzw. log ([Mg*2)/mM) -

Abb.7:  Abh#ngigkeit des Membranpotentials von der (A) externen K*-(O)

... bzw. (B) Na* (@) und Mg?+-Konzentration (A). Der ATP-Gehalt unter

den gegebenen Bedingungen ist unter (A) -dargestellt (8). Die Ansitze

wurden jeweils 10 min mit der entsprechenden - Salzkonzentration: '
_vorinkubiert. Ermittiung von ATP bzw. A¥'s. Abb.5. : i
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3.2. Die Glutamat-Aufnahme in Zvmomonas mobilis

3.2.1 Kinefische Parameter und grundlegende Eigenschaften der Glutamai-

Aufnahme in Z.mobilis

3.2.1.1 Grundlegende Eigenschafien der Glutamat-Aufnahme

Der Wildtyp Z. mobilis Zm6 nimmt radioaktiv markiertes L-[}4CJ-Glutamat nur in
Gegenwart einer C-Quelle auf (Abb.8). Sowohl bei Glucoseverarmung der Zellen als
auch nach Zusatz des Entkopplers CCCP in ausreichend hohen Konzentrationen wurde
nur eine sehr geringe Glutamat-Aufnahme nachgewiesen. In allen weiteren Messungen
zum Glutamat-Transport wurde deshalb Glucose zugesetzt (3-5%). Bereifs innerhalb der

ersten Minuten war eine nichtlineare Aufnahmekinetik festzustellen.
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Abb.8:  Glutamat-Aufnahme bei pl 5.5. Die Aufnahme von 200 pM markiertem
L-Glutamat wurde nach 10 min Vorinkubation mit (Q) bzw. ohne (A)
150 mM Glucose gemessen. Auflerdem wurden glucosesupplementierte
Zellen mit 3 mM AOA (@) bzw. 100 pM CCCP inkubiert (o).

Wurde jedech die Glutamat-Aufnahme ‘mittels HPLC durch Messung der ‘Abnahme des
externen Glutamates verfolgt, war innerhalb der ersten 4 Minuten eine lineare Aufnah-

mekinetik mefbar (nicht gezeigt). Beziiglich der initialen Aufnahmeraten fiihrten beide
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Methoden zu denselben Ergebnissen. Hieraus konnte geschlossen werden, daB kinetische
Messungen iiber Detektion sowohl von markiertem als auch nichi-markiertem internem
Substrat durch die intrazellulire Metabolisierung des Glutamates beeinflufit wurden.
Wurden sehr hohe externe Glutamatkonzentrationen zugesetzt (mindestens 1 mM
Anfangskonzentration}, so lieB sich nach Gleichgewichiseinstellung der internen Gluta-
matkonzentration aus der Abnahme der externen Konzentration eine Metabolisierungsrate
von max, 4-5 nmol min! mg TG ermitteln. Dies war jedoch nur bei hohen Glutamat-
konzentrationen moglich, da unter diesen Bedingungen die Aufnahmerate hoéher als die
Metabolisierungsrate war und die Metabolisierungsrate nicht aufgrund einer limitierenden
Aufnahmerate unterschitzt wurde.

Ein signifikanter Einbau von Glutamat bei der Proteinbiosynthese war auszuschliefien. So
hatten Vorversuche gezeigt, daf Chloramphenicol zu einer Wachstumshemmung fiihrt,
andererseits zeigte sich jedoch bei Messungen der Glutamat-Aufnahme mit nicht-mar-
kiertem Substrat nach Zusatz von Chloramphenicol zur Hemmung der Proteinbiosynthese
keine Anderung der Aufnahmerate (nicht gezeigt).

Es wurde deshalb vermutet, dafl die Metabolisierung in einer Transaminierung bestand.
Um dieses Problem zu ldsen, wurde den Ansitzen zur Messung der Aufnahme Ami-
nooxyacetat (AOA), ein Inhibitor von Aminotransferasen und anderen Pyridoxalphos-

phat-abhdngigen Enzymen, zugesetzt. Abb.9 zeigt Aufnahmekinetiken von Glutamat in
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Ahb.?: Glutamat-Aufnahme bel pH 5.5 in Gegenwart steigender AOCA-
Konzentrationen, (A) 0 mM, (o) 1 mM, (©) 2 mM, (&) 3 mM, (¥x) S mM
AOA. Eingesetzt wurden 200 pM Glutamat.
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Gegenwart verschiedener Konzentrationen von AOA nach 5 miniitiger Vorinkubation.
Fine Konzentration von 3 mM des Inhibitors (Endkonzentration) erwies sich als optimal
geeignet. So wurde bis zu 3 min eine lineare Aufnahme gemessen sowie eine hohere
interne Glutamatkonzentration erreicht, wihrend die AQA-Konzentration nicht mit der
Glutamat-Aufnahme interferierte. Niedrigere Konzentrationen zeigten keine effektive
Verlangsamung des Metabolismus, hihere Konzentrationen filhrten zu einer zunehmen-
den Hemmung (Reduzierung) der Glutamat-Aufnahme (Abb.9). In den folgenden Versu-

chen wurde eine Konzentration von 3 mM AQA eingesetzt.

Es erwies sich als nicht notwendig, die Transportmessungen anaerob durchzufiihren. So
wurden sowohl unter N,-Begasung als auch im aerob durchgefiihrten Kontrollexperiment
keine unterschiedlichen Glutamat-Aufnahmeraten ermiftelt. Wurde die Aufnahmerate zu
verschiedenen Zeitpunkten der Wachstumskurve verfolgt, zeigte sich bis zur spit-

logarithmischen Phase keine Anderung der Transportaktivitit.

3.2.1.2 Ermittlung der kinetischen Parameter K, und V.,

Abb. 10 zeigt die Glutamat-Aufnahmerate von Z. mobilis in Abhédngigkeit von der
Substratkonzentration. Die Zellen wurden 5 min mit 3 mM AOA vorinkubiert. Die
Ermittlung der kinetischen Parameter erwies sich als schwierig. Zur Durchfiihrung des
Experimentes wurden extern Glutamatkonzentrationen in einem Bereich von 5 uM bis
5 mM zugesetzt. Bei Konzenirationen oberhalb des K -Wertes wurden auch in Gegen-
wart von ACA nichtlineare Kinetiken gemessen, was in diesemn Fall jedoch nicht auf
Metabolismus, sondern auf kinetische Effekte entsprechend der hohen internen Glutamat-
Akkumulation zuriickzufithren war (Driessen et al., 1987, Booth, 1988). Bei den Wer-
ten, die in Abb.10 dargestellt sind, handelt es sich um die Anfangsraten der Aufnahme,
wobei die o.g. kinetischen Effekte noch keine Rolle spielen. Uber nichtlineare Regres-
sion wurde so ein apparenter X, von 1.05 + 0.2 mM und eine Maximalgeschwindigkeit
von 36.5 -+ 3 nmol - min! mg - TG! bei einem externen pH von 5.5 erhalten. Die
Streuung der Werte war aufgrund der hohen extemen Konzentration zu erkliren,
wodurch, meBmethodisch bedingt, mit dem interzelluliren Raum erhebliche Mengen an
.Glutamat mitgeschieppt wurden, die bei der Errechnung der intemen Koi

“korrigiert werden mubBten.
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Abb.10: Michaelis-Menten (a) und Lineweaver-Burk-Diagramm (b)
der Glutamat-Aufnahme bei pH 5.5.

3.2.1.3 Die pH-Abhéngigkeit der Glutamat-Aufnahme

Des weiteren wurde die pH-Abhingigkeit der Glutamat-Aufnahme in einem Bereich von
pH 4 bis pH 7 ermitielt (Abb.11). Die externe Konzentration betrug 1 mM, Bei pH 5
wurde die hochste Transportrate gemessen (22.7-nmol - min! - mg TG1). Mit :_steig_en-

dem pH nahm die Glutamat-Aufnahmerateab. - 0

3.2.1.4 Sﬁe_ziﬁté_it d_e_r GIutamat—Aufnahme :

Beziiglich der Spezifitit wurde festgestellt, daB Glutamat und Aspartat durch dasselbe
Transporisystem in Z. mobilis aufgenommen werden. Hierzu ' wurden -den -Ansitzen
neben Glutamat é;teigende Konzentrationen Aspartat zugeseizt. Aspartat hemmte kompe-
titiv- die ‘Glutamat-Aufnahme, wobei der Wert der apparenten Hemmkonstant_e-Ki dem
-'-Km—_Wert fiir die Glutamat-Aufnahme entsprach (nicht gezeigt). Dagegen war in:Gegen-
wart sehr hoher Glutaminkonzentrationen (bis zu 30-fachem UberschuB) keine Anderung

“der Glutamat-Aufnahmerate zu becbachten. 7 7
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Abb.11  Abhingigkeit der Glutamat-Aufnghmerate vom externen pH-Wert.
Glutamat wurde in einer Konzentration von 1 mM eingesetzt

3.2.1.5 Unterliegt die Glutamat-Aufnahme einer Induktion oder Repression?

Wichtig war auch die Klirung der Frage, ob die Glutamat-Aufnahme in Z. mobilis einer
Induktion oder Repression unterliegt. Zur Durchfiihrung dieser Experimente wurden die
Zellen in Minimalmedium angezogen, wobei entweder Ammoniumsulfat, Glutamat oder
beide Komponenten als Stickstoffquelle zugesetzt wurden. Als C-Quelle muBte in jedem
Fall Glucose zugesetzt werden, da Z. mobilis Glutamat nicht als alleinige C-Quelle nut-
zen kann. Zu testen war, ob Glutamat als alleinige N-Quelle genutzt werden kann, wie es
in der Literatur beschrieben wurde (Galani et al., 1985). Bei Anzucht der Zellen mit
Glutamat als Stickstoffquelle zeigte sich, daf zunichst eine mehrstiindige lag-Phase auf-
trat, die bei Stammbhaltung der Zellen in Medium mit Glutamat als N-Quelle nach eini-
gen Zellpassagen verschwand. Fesigestellt werden konnte, dal Z. mobilis: auf Glutamat
als alleiniger Stlckstoffqueﬂe wachsen kann, wobei hier eine Wachstumsrate von 0.2 h-l
erreicht wurde. Bezuglxch der kinetischen Eigenschaften der GIutamat—Aufnahme wurden
‘keine signifikanten. Differenzen nach Anzucht mit den jeweiligen Stickstoffquellen fest-
ges_tellt.'Daraus konnte geschlossen werden, dafl es sich bei der-Glu_mmat—Aufnahme_ bei
Z. ”ﬁ*tobz’lis ‘um ein konstitutives Transportsystem handelt.. Zusatz von NH,*: zﬁm Ver-
" suchsansatz fiir Transportmessungen filhrte zu keiner auffilligen Anderun ng der. Glua.ma*- i

‘Aufnahmerate.
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3.2.2 Die Ladung des transportierten Substrates

Die Messungen zur Glutamat-Aufnahme wurden bei relativ niedrigen pH-Werten in
einem Bereich von pH 5 bis pH 6 durchgefiihrt, da hier optimale Wachstumsbedingun-
gen fiir Z. mobilis existieren. Deshalb war es notwendig, die transportierte Form des
Glutamates niher zu definieren. Glutamat hat einen pK,-Wert von 4.25, infolgedessen
waren sowohl das Glutamat-Anion (Glu~) als anch die protonierte Form (GluH) mogliche
Substrate des Carriers. Zur Untersuchung dieser Frage wurden der K_-Wert und die
Maximalgeschwindigkeit V.. der Glutamat-Aufnahme in Abhéingigkeit vom externen
pH in einem Bereich von pH 4.3 - pH 7.0 ermittelt (Abb.12). Eingesetzt wurden wieder
externe Glutamatkonzentrationen bis zu 5 mM. Es zeigte sich, daBl die maximale Auf-
nahmerate nicht signifikant innerhalb dieses pH-Bereiches variierie. Mit zunehmendem
pH wurde eine geringfiigige Abnahme der Maximalgeschwindigkeit festgestellt. Der
relativ geringe Wert bei pH 4 diirfte auf physiologische und nicht auf kinetische Ursa-
chen zuriickgefiihrt werden. Der apparente K -Wert wurde fur die gesamte Glutamat-
konzentration, d.h. fiir die Summe von Glu- und GluH, bestimmt. Mit steigendem pH-
Wert nahm der K_-Wert zu, die Affinit8t des Substrates zum Carrier also ab. Setzte man
die protonierte bzw. die unprotonierte Form des Glutamates als Substrat des Carriers
voraus und ermittelte nach Henderson-Hasselbalch die jeweilige Konzentration der bei-
den Formen, so konnten die korrespondierenden K, -Werte der beiden Glutamat-Spezies
in E_iem éngegebenen pH-Bereich errechnet werden. Fir ‘eine der beiden ‘Spezies sollte
somit ein pH-unabhingiger K -Wert erhalten werden, der dem éét_séchlichen Wert ent-
spricht, Wie aus Abb.12 zu erkennen, lief sich kein volistindig pH-unabhingiger K-
Wert ermitteln. Auffallig ist jedoch, daff die ermittelten K _-Werte der protonierten Form
im physiologischen pH-Bereich (pH 5 - pH 7) von 0.113 - 0.003, d.h. um Faktor 38
variierten. Besonders bei hoheren pH-Werten wiren extrem geringe K ,-Werte die Kon-
sequenz eines Substrates in protonierter Form. Der K, der deprotonierien Form dagegen
variierte bei entsprechenden externen pH-Werten nur um Faktor 2.5 von 0.64 - 1.6.
Hierbei sind die meBmethodisch bedingten Streuungen der Werte zu beriicksichtigen.
‘Diese Ergebnisse sind gute Hinweise darauf, daB nur die deprotonierte Form des Gluta-

‘mates vom Carrier akzeptiert wird.
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Abb.12: Abhiingigkeit des apparenten K -Wertes und V , der Glutamat-
Aufnabme vom externen pH. Die Kinetischen Parameter K,OudV,_.,
~- (@) wurden unter Standardbedingungen bei variierenden externen pH-
Werten bestimmt. Der K, wurde ermittelt, indem entweder die gesamte
“Glutamatkonzentration (f\ \ mur die 9ﬁ1nn1er-hn Form f A \ oder die
. _protonierte Form des Glutamates (¢} als Substrat angenommen wurde Bel
© den Berechnungen wurde ein pK -Wert von 4. 25 verwendet o

3.2.3 - Die Energickopplung der Glutamat-Aufnahme:
3.2.3.1 Chargkierzsiemng als sekundires Transporisvstem

-‘Wie bereits erwihnt, wurde Glutamat-Aufnahme nur in Gegenwart einer geeigneten
Energlequelle wie Glucose beobachtet (Abb.8,13), wihrend bei glucoseverarmten Zellen
bzw. Zellen nach Zusatz des Entkopplers CCCP keine Glutamat-Aufnahine nachzuwei-

‘s_en war. Wurde glucoseverarmten Zellen erneut Glucose zugesetzt, war nach einer kur-
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zen lag-Phase wieder Glutamat-Transport mit der tiblichen Rate meBbar (Abb.13). Hier-

bei ergaben gleichzeitige Messungen der energetischen Parameter, daB nach Zusatz

20

15

- mg TG™Y

10 A

Glutamat—Aufnahme [nmot
-
o ]

-

Zeit  [min]

Abb.13: Glutamat-Aufnahme deenergetisierter Zellen (O) und nachfolgende
Energetisiernng durch Glucose (A ). Die ecingesetzte Glutamatkon-
zentration betrug 0.5 mM. Nach 3 min wurden 5% Glucose zugesetzt.
Zum Vergleich ist die Glutamat-Aufnahme energetisierter Zellen ange-

geben (8).

von Glucose bei pH 5.5 einerseits ein Anstieg des internen ATP-Gehaltes von 0.1
(Nachweisgrenze) auf 4 mM, andererseits zeitgleich ein Anstieg des Protonengradienten
(von 0 bis 0.6 Einheiten) sowie des Membranpotentials (von -5 mV bis ca. -100mV)
nachzuweisen war (s. Abb.5). Eine mogliche Beteiligung der verschiedenen energeti-
schen Parameter muBte somit differenziert werden. Reagenzien, die gewdhnlich bei
anderen Bakterien routinemiBig eingesetzt werden, um die einzelnen energetischen
Parameter separat zu variieren, wie z. B. Valinomycin oder Nigericin, waren bei
Z. mobilis nicht anwendbar. Wie bereits beschrieben, inseriert Valinomycin nicht in die
Cytoplasmamembran. Eine gezielte Abstufung der elektrischen Komponente der proto-
nenmotorischen Kraft durch Valinomycin war somit nicht mdglich, Des weiteren wurde
festgestellt, daB auch Nigericin, ein K*+/H™*-Ionophor, und Dicyclohexylcarbodiimid, -ein .
Inhibitor der ATPase vom FOPIQTyp, keine Wirkung ausilibten (nicht pezeigt). - Ein Aus-

Weg bot sich mit der Anwendung des Entkopplers CCCP in hohen Konzentrationen.
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Einsatz von Konzentrationen iiber 50 pM fiihrte zu einer signifikanten Herabsetzung des
Membranpotentials, wihrend der cytosolisch ATP-Gehalt bis zu einer Konzentration von
100 uM konstant hoch blieb. Im Experiment wurden nun parallel sowohl die Aufnahime
von Glutamat als auch die energetischen Parameter bestimmt, wobei CCCP-Konzentra-
tionen von O (Kontrolle) bis 100 uM eingesetzt wurden {Abb.14a). Mit steigender Kon-
zentration des Entkopplers nahmen sowohl Membranpotential als auch Glutamat-Auf-
nahme in vergleichbarem MaBe ab, wihrend der ATP-Gehalt konstant bei 4 mM lag.
Zur effektiven Hemmung des Transportes waren ebenfalls Inhibitorkonzentrationen lber
50 M notwendig (Abb.14a). Aufgrund der Versuchsdurchfithrung bei pH 5.5 kamen als
treibende Krifte sowohl Membranpotential als auch Protonengradient in Frage. Zu ent-
sprechenden Ergebnissen fithrten auch Messungen bei pH 6.5 (inverser pH-Gradient,
infern sauer, Abb.14b). Auch hier wurde eine sehr gute XKorrelation von Glutamat-Auf-
nahme und Membranpotential gefunden. Die Glutamat-Aufnahmerate war entsprechend
des externen pH-Wertes geringer (2.6 nmok min-l - mg TG im Vergleich zu 4.0 nmol

mint-mg TG, siche pH-abhingige K ,-Ermittlung).

Eine weitere Moglichkeit, Einflu auf das Membranpotential zu nehmen, bestand in der

Zugabe ausreichend hoher Salzkonzentrationen (Tab.3).

Tab. 3: EinfluB der externen Salzkonzentration auf Membranpotential, ATP-
Gehalt und Glutamat-Aufnahmerate bei pH 5.5.

Glutamat-Aufnahmerate Ay ATP

[nmol/min-mg TG} fmV] [mM]
Kontrolle 4.0 -127 3.6
KCl (300 mM) 1.3 -30 39
‘NaCl (300 mM) 1.4 -32 3.9

00 mM K+ bzw. Nat war eine signifikante

. . .
: T STy aviarnan K ANeon f1am v 2
Bel eul\ar b.(\.l,\tmbdl ANV FANRE AN AR VIS Un WA, LIR ALAE Banionn

‘Erniedrigung sowohl des Membranpotentials als auch der Glutamat-Aufnahmerate mefi-
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bar. Die cytosolische ATP-Konzentration blieb jedoch konstant. Auch diese Experimente
zeigten wieder eindeutig die Korrelation von Membranpotential und Glutamat-Auf-
nahme.

In Hinblick auf die negative Ladung des Glutamates und die Abhdngigkeit des Transpor-
tes vom Membranpotential (innen negativ), war von einem Cotransport mit mindestens
zwei Kationen oder einem Antiport gegen mindestens zwei Anionen auszugehen. Genau-
er untersucht wurde ein moglicher Cotransport von K*- oder Na+-Ionen gemeinsam mit
Glutamat. Es zeigte sich, daB variierende Konzentrationen der extern zugesetzten Katio-
nen von 0.02 - 50 mM die Glutamat-Aufnahmerate nicht beeinfluBten (Tab.4). Hohere

Konzentrationen wurden nicht eingesetzt, da diese das Membranpotential herabsetzten.

Tab. 4: EinfluB verschiedener Na*t und K*+-Konzenirationen auf die Glutamat-

Aufnahmerate
Na* bzw. K* Glutamai-Aufnahmerate [nmol/min- mg TG]
Zugabe [mM] bei Zugabe von®
Na* K+

oo 1.18 0.96

0.1 1.18 0.85

1 1.26 0.96

10 1.17 1.02

20 1.25 0.92

50 1.16 0.93

3) Das jeweils nicht variierte Kation wurde in einer Konzentration von 10 mM zugesetzt,
die Glutamatkonzentration im Ansatz betrug 50uM.

b) Der "background” betrug 10 M Na* und 60 pM K+ (ionenchromatographisch nach-
gewiesen) und war auf Kationen-Efflux der gewaschenen Zellen in der Suspension

zurtickzufithren.
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In deenergetisierten Zellen konnte durch Zugabe der Kationen keine signifikante Gluta-
mat-Aufnahme getriecben werden (nicht gezeigt). Somit konnten K*+- und Na*-Ionen
sowohl als treibende Gradienten als auch als cotransportierte Kationen ausgeschlossen

werden. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, daB es sich um einen reinen

Glutamat/Protonen-Symport handelt.

3.2.3 Die Energie-Kopplung der Glutamat-Aufnahme:
3.2.3.2 Stiéchiometrie der Kopplung

Eine Beteiligung von Protonen an Transportvorgingen ist durch direkie Mefmethoden
nicht ohne weiteres erfaBbar. Zur Untersuchung der Beteiligung von Protonen und der
Stéchiometrie des Glutamat/Protonen-Symports wurde die Akkumulation des internen
Glutamates im FlieBgleichgewicht bei verschiedenen externen Protonenkonzentrationen
gemessen. Versuche mit markiertem Glutamat zeigten bereits eine Abhéngigkeit der
Akkumulation vom externen pH-Wert, wobel mit steigendem pH eine Abnahme des
intern akkumulierten Glutamates festzustellen war. Bei Versuchsdurchfilhrung mit mar-
kieritem Glutamat wurden die auftretenden, ebenfalls markierten Metabolisierungspro-
dukte mitbestimmt (der Glutamat-Metabolismus wurde auch nach Zugabe von AQA nicht
vollstindig gehemmt). Daher wurde die tatsichliche Glutamat-Akkumulation nicht
erfaBt. Die nachfolgenden Versuche wurden deshalb ausschlieflich mit nicht-markiertem
Glutamat durchgefiihrt, welches mittels HPLC detektiert wurde. Um die korrekten,
hohen Akkumulationsverhiltnisse zu erhalten, mufiten sehr niedrige externe Glutamat-
konzentrationen eingesetzt werden (Driessen et al., 1987, Booth, 1988). Aufgrund des
hohen apparenten X, -Weries dieses Transportsystems waren die entsprechenden Auf-
nahmeraten daher sehr gering. Als Folge wurde die Akkumulation durch den Metabolis-
mus des Glutamates negativ beeinfluBt. Unter diesen Bedingungen, d.h. bei einer exter-
nen Konzentration von 100 M Glutamat, lag die maximale interne Konzentration, die
erreicht werden konnte, nur bei 2 - 3 mM (Abb.152). Eine Gleichgewichtseinstellung der
internen _Konz_entration wurde nicht erreicht. Die interne Giu_tam_atkonzantration sank
sofort wieder ab, da die Metabolisierungsraie offensichtlich hoher lag als die Aufnahme-
Tate 'be_i_.ﬁiedri_gen ."exi;emen. ‘Glutamatkonzentrationen. Im Verlauf ﬁss_ ~Experimentes

wurde “eine Metabolisierungsrate des Glutamates von ca. 4 nmol - minl - mg TG

53




3000

[GHU]gn/[GHlﬂ]@u

[GluL,/IGlul,,

1000

300

100

[$3]
o

-y
o

3000

1000
300
100

30

o

10

internes Glutamat [mM]

C 4o oW B Ul m ~ W
A

10 -

Lo LI o) BB + 4
[}

_internes Glutamat [mi]
™
|

i
O = oW
i

- Zeit {min]

Abb.15: = Glutamat-Akkumulation im FlieBgleichgewicht bet pH 5.0, (A) Nach
it Zugabe von 100 pM Glutamat wurden sowohl externes (O) als auch
. internes (&) Glutamai mittels HPLC gemessen. Die Akkumulations-
" verhéltnisse sind ebenfalls dargestellt (A). (B) Durchfiihrung wie unter (A)

‘dargestellt, jedoch in Gegenwart von 3 mM AQA. Zur Ermiftlung der

Akkumulation im FlieBgleichgewicht (s. Tab.5) wurden die Werte inner-
halb eines Zeitabschnittes (Pfeile} g;femittelt.

externes Glutamat [pM]

externes Glutamat [uM]




ermittelt, indem die Abnahme des internen Glutamates ab einem Zeitpunkt der Fermen-
tation beobachtet wurde, als die externe Glutamatkonzentration auf einen so niedrigen
Wert gefallen war, dab die Aufnahme dieser Aminosiure quantitativ beziiglich der Ande-
rungen der internen Konzentration zu vernachlssigen war. In diesem Fall war es nicht
mdglich, die Metabolisierungsrate iiber die Abnahme des externen Glutamates zu ermit-
teln, da sie aufgrund der geringen Aufnahmerate unterbestimmt wiirde. Zur Losung des
Problems erwies sich wiederum der Transaminaseinhibitor AOA als geeignet. Die Zellen
wurden 5 min mit 3 mM AQA vorinkubiert. Weder die energetischen Parameter noch
die Glutamat-Aufnahme wurden hierdurch beeinfluBt. Ebenso wurde die HPLC-Analytik
nicht gestort. Eine signifikante Verlangsamung des Glutamat-Metabolismus wurde so
erreicht. In Gegenwart des Inhibitors wurden, neben einer linearen Glutamat-Aufnahme
(bis zu 5 min), auch bei sehr geringen externen Glutamatkonzenirationen interne Gluta-
matkonzentrationen von 10 mM nachgewiesen. Hervorzuheben ist hierbei, daB jetzt eine
Akkumulation im FlieBgleichgewicht bis zu 10 min aufrecht erhalten wurde (Abb.15b).
Die leichte Ansiuerung des Mediums, die im Verlauf des Experimentes auftrat, wurde
bei den spiteren Berechnungen beriicksichtigt. Da, wie bereits dargestellt, der Metabo-
lismus nicht vollstindig gehemmt wurde, war im spiteren Verlauf des Versuches wieder
ein Absinken des internen Glutamates zu beobachten. Weitere Experimente zur Bestim-
mung der Stochiometrie wurden, wie in Abb.15b dargestellt, in Gegenwart von 3 mM
AOA bei exiernen pH-Werten von 4.9 bis 6.2 durchgefiihri (Tab.5). Parallel hierzu
wurden die Parameter der protonenmotorischen Kraft ermittelt. Es zeigte sich, daB mit
steigendem pH die Glutamat-Akkumulation abnehm. Nimmt man einen Cotransport von
n Protonen gemeinsam mit dem negativ geladenen Glutamat an, so entspricht das chemi-
sche Potential des Glutamates im Gleichgewicht den Komponenten der protonenmotori-
chen Kraft, wobei Membranpotential und Protonengradient mit unterschiedlichen Fakto-
ren beteiligt sind. Die Glutamat-Akkumulation im Gleichgewicht kann folgendermalen

ausgedriickt werden:
-Z log (IG],/IGlw],) = (n- 1) Ay - nZ ApH

wobeiZ =2.3R T/F
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Die Transportstchiometrie n erhdlt man nach Umstellen der Gleichung:

n =Ay - Z log ([Glul;,/[GIr],,)
Ay - Z ApH

Tab. 5: EinfluB des Membranpotentials und des Protonengradienten auf die
Glutamat-Akkumulation im Fliefigleichgewicht.

pH,, Z-ApHd Ay [Glu], /[Clu]_, Stochiometrie
| [mV] [mV] experimentell n®
ermittelt
4.9 65 72 2450 1.99
- 5.0 59 -80 2040 1.98
5.1 .53 -86 1460 1.96
5.3 44 -95 980 1.95
5.65 27 -110 480 1.96
58 18 -119 285 1.93
6.0 11 -126 200 1.91
62 3 -134 150 1.92

2) Chemischer Protonengradient ausgedrﬁck_t inmV (Z = 2.3 RT/F)

b) Ay “Werte bei pH-Werten iiber pH 5.5 wurden, wie im Text zu Abb. 4
beschrieben, errechnet, indem eine konstante protonenmotorische Kraft von
-137 mV zugrunde gelegt wurde. SR

©) Errechnung der Stéchiometrie s. Text.

_In dieser Gleichung kommt die Abhéngigkeit der Glutamat-Akkumulation sowohl vom

Membranpotential als auch vom Protonengradienten zum Ausdruck. Durch Ermittiung
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der energetischen Parameter Ay und ApH sowie der Glutamai-Akkumulation bei ver-
schiedenen pH-Werten wurde die StGéchiomeirie des Glutamat/Protonen-Cotransportes
errechnet (Tab.4). Die ermittelte Stochiometrie lag auch bei signifikanter Anderung
sowohl des Membranpotentials als auch des Protonengradienten jedesmal sehr nahe bei
2. Anhand dieser Ergebnisse konnte somit gezeigt werden, das die negativ geladene

Aminosiure Glutamat zusammmen mit 2 Protonen cotransportiert wird.

3.3 Die Alanin-Sekretion in Z. mobilis CP4-thi/pZY 73

3.3.1 Alanin-Produktion und Sekretion

Der Wildtyp von Z. mobilis erwies sich aufgrund sehr geringer interner Aminosiure-
konzenirationen (maximal 3 - 4 mM) als ungeeignet filr Messungen von Exportvorgin-
gen von Aminosduren. Es konnte bereits gezeigi werden, dafl zwar nach Zusaiz des
Transaminaschemmers Aminooxyacetat die interne Glutamatkonzentration auf 10 -
13 mM anstieg, jedoch wurde auch bei hohen Konzentrationsgradienten kein Netto-
Efflux festgestellt. Fiir die Untersuchung eines Sekretionsprozesses bot sich daher der
thiaminauxotrophe Stamm Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 an, der mittels einer klonierten
und exprimierten Alanin-Dehydrogenase aus Bacillus sphaericus eine hohe interne Ala-
ninkonzeniration aufbaut und Alanin sezerniert (Uhlenbusch et al., 1991). Es wurde eine
Alanin-Dehydrogenaseaktivitit von 0.5 U ermittelt, wihrend der Wildtyp keine Aktivitit
aufwies (die interne Alaninkonzentration betrug hier ca. 3 mM). Die Pyruvat-Decar-
boxylaseaktivitdt wurde durch Anzucht der Zellen unter Thiaminmangel in Minimalme-
dium innerhalb von 16 h von 3.2 U auf 0.8 U herabgesetzt (Uhlenbusch et al., 1991). Es
konnte gezeigt werden, daB diese Hungerphase ausreichte, eine hohe interne Alaninkon-
zentration zu erreichen. Abb. 16 zeigt eine typische Alanin-Fermentation nach Uber-
impfen der thiamin-gehungerten Zellen in Alanin-Produktionsmedium (Minimalmedium
mit 5% Glucose, 100 mM Ammoniumacetat, pH 7.0). In diesem Medium findet kein

3'_.'Ze_i_1wachstum mehr statt. Innerhalb weniger Minuten wurde eine interne Alaninkonzen-
" tration 'v"én 220 mM aufgebaut (zu 97% aus L-Alanin; Uhlenbusch et al., 1991}, wobei

mit der Produktion auch sofort die Alanin-Sekretion einsetzte. Auffillig ist die hohe
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Sekretionsrate (116 amol min! mg TG1), die bei konstanter interner Alaninkonzentra-

tion (metabolisches Gleichgewicht von Alanin-Synthese und Sekretion) linear verlduft.
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Abb.16: Inferne (O) und externe Alaninkonzeniration (@) bel Z. mobilis
: CP4-thi/pZY 73. Die Zellen wurden in Alanin-Produktionsmedium (5%
Glucose, 100 mM Ammoniumacetat) bei 37°C fermentiert.

1. Diffusion der Aminosiure

2. Export iiber einen Carrier
a) erleichterte Diffusion

: 5) priméres oder sekundéres Symport- bzw. Antiportsystem
3. Export durch eine Pore

“4. unspezifische Permeabilitit der Membran fiir Alanin und andere kleine Metabolite
“Vor --ausfihrlichen Untersuchungen des Mechanismus der Alanin-Sekretion sollte

- zunéchst gekidrt werden, ob eine unspezifische Membranpermeabilitit (Mechanismus 4)

- ‘ausgeschlossen werden kann.




3.3.2 Enersetische Parameter von Z. mobilis CPA-thi/pZd Y T3
Argumente gegen ein "leak"-Modeil

Zymomonas mobilis wird unter Alanin-Produktionsbedingungen starkem physiologischem
Stre8 ausgesetzt (Thiaminmangel, 100 mM Ammoniumacetat). In Hinblick auf die
Alanin-Sekretion waren deshalb Untersuchungen zum Energiestatus der Zellen wihrend
der Sekretion notwendig. Gleichzeitig erlauben Messungen zum Membranpotential Aus-
sagen iiber die Intaktheit der Membran. Energetisierte Zellen wiesen einen ATP-Gehalt
von 3.6 - 4.0 mM auf, der durchaus den Werien des Wildtyps Z. mobilis unter normalen

Fermentationsbedingungen entsprach (Tab.0),

Tab. 6: Die energetischen Parameter von Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 unter Alaninpro-

dukiionsbedingungen

Zellen ATP AY¥ 3) Ap
[mM] [mV] [mV]

glucose- 3.6-4.0 85 +35 83 £+ 2

supplementiert

glucose-

verarmt 0.1b) =0 =0

+ CCCP

{106 ndi) 3.6 =0 =0

2) ermittelt fiber Glutamat-Aklkumulation
b) Nachweisgrenze

‘Auch bei Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 sank nach Glucoseverarmung der Zellen die ATP-
f.-Konz_entration bis zur Nachweisgrenze von 0.1 mM ab. Das Membranpotential wurde,
;_.-_'Wie unter 2.4.3.1 beschrieben, mit SCN- bestimmt und betrug -85 + 5 mV. Aufgrund
“der bekannnten "Schwierigkeiten ei der Ermittlung von Membranpotentialen bei

- Z. mobilis wurde zusitzlich als MeBparameter die Glutamat-Akkumulation in Gegenwart
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von 3 mM Aminooxyacetat unter Alanin-Produktionsbedingungen bei verschiedenen
externen Glutamatkonzentrationen bestimmt. Die Glutamat-Akkumulation ist ein direktes
MaB fiir die Hohe der protonenmotorischen Kraft. Abb. 17 zeigt die Aufnahme von

Glutamat bei einer externen Konzentration von 1 mM. Es wurde eine Akkumulation

Protonengradient vorhanden war, waren protonenmotorische Kraft und Membranpoten-
tial gleichzusetzen. Verglichen mit dem bei pH 7.0 zu erwartenden Membranpotentiat
von ca. -135 mV war das relativ niedrige Membranpotential auf die entkoppelnde Wir-

kung der hohen Ammoniumacetatkonzentration zuriickzufiihren,
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Abb.17: Gilutamat-Akkumulation unter Alanin-Produktionsbedingungen. Die
Zellen wurden zundchst 10 min in Alanin-Produktionsmedium vorinku-
biert. Nach Zugabe von 3 mM ACA wurde die Glutamat-Aufnahme (€)
und Abnahme des externen Gluiamates (O) chromatographisch ermitteit.

Vollige Deenergetisierung der Zellen iiber Glucoseverarmung fiihrte aufgrund des voll-
“stindigen “Abbaus des ATP-Gehaltes auch zu einem Abbau des Membranpotentials.
‘Zugabe des Entkopplers CCCP bewirkte ebenfalls einen Abbau der Potentials und der
~Glutamat-Aufnahme, der cytosolische ATP-Gehalt blieb konstant. Tab.6 zeigt eine
Zusammenfassung der energetischen Parameter der thiaminauxotrophen Rekombinante.

‘Die Ergebnisse zu den energetischen Parametern sind ein gutes Indiz fiir eine intakte
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Cytoplasmamembran. So war ein Membranpotential meBbar, welches den erwaiteten
Werten in Hinblick auf die hohe Ammoniumacetatkonzentration entsprach. Des weiteren
wurde eine Akkumulation von Glutamat nachgewiesen, wobei der interne Pool nach
Erreichen des Fliefgleichgewichts fiir Minuten konstant blieb (Abb. 17). Eine unspezifi-
sche Permeabilitit der Membran wurde somit ausgeschiossen.

Nachdem auch unter Alanin-Produktionsbedingungen sowohl von einer intakten Mem-
bran als auch von einer intakten Energetik der Zellen ausgegangen werden konnte, solite
gekldrt werden, ob es sich um einen carrier-vermittelten Transport (hohe Sekretionsratel)
oder um einen reinen DiffusionsprozeB handelt. Zundchst wurde die Energieabhingigkeit

des Alanin-Efflux untersucht.

3.3.3 Die Energieabhiingigkeit der Alanin-Sekretion
3.3.3.1 Die Alanin-Sekretion nach vollstindiger Entkopplung der Zellen

Energetisierte Zellen zeigten eine, bezogen auf die interne Alaninkonzentration, repro-
duzierbare, hohe Alanin-Sekretionsrate. Um den EinfluB von Ap auf den Export zu
untersuchen, wurde energetisierten, sezernierenden Zellen das Protonophor CCCP
(100 uM) nach 13 min zugesetzt. Zu diesem Zeitpunki war, wie aus Vorversuchen

bekannt, eine sehr hohe, sich im Gleichgewicht befindende interne Alaninkonzentration

Glutamat-Aufnahme wihrend des Sekretionsprozesses kontrolliert, die nach Zugabe des
Entkopplers vollstindig gehemmt war. Im Gegensatz hierzu wurde nach CCCP-Zugabe
eine unverdndert hohe Alanin-Sekretionsrate (122 nmol min! mg TG bei 240 mM
interner Alaninkonzentration) beobachtet (Abb. 18). Eine energetische Xopplung
zwischen Alanin-Export und der protonenmotorischen XKraft ist somit auszuschliefen.
Eine "'10 miniitige Vorinkubation der Zellen ohne Zugabe von Ammoniumacetat mit
“CCCP (100uM), wobei die Produktion anschliefend mit 100 mM Ammoniumacetat
gestartet Wurde, fiihrte “zu “mit Kontrollwerten vergleichbaren Sekretionsraten (nicht

gezeigt).
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Abb. 18: Interne ( & ) und externe Alaninkonzentration (O) nach Zugabe von
160 oM CCCP,

3.3.3.2 Alanin-Sekretion unter Glucose-limitierten Bedingungen

Nachdem eine Kopplung der Sekretion mit der protonenmotorischen Kraft ausgeschlos-
sen werden konnie, muBte noch geklirt werden, ob ATP die Alanin-Sekretion antreibt.
Da es sich bei Z. mobilis um einen anaeroben Organismus handelt, der Ap {ber eine
protonenpumpende ATPase aufbaut, ist ein Abbau des ATP-Gehaltes in jedem Fall mit
einem gleichzeitigen Abbau von Ap verbunden. Es bestand somit keine Moglichkeit, nur
die ATP-Konzentration unabhingig von Ap zu beeinflussen. Glucoseverarmung fiihrte zu
éiner“.i.ioﬂstﬁndigen Deenergetisierung der Zellen. Zur Durchfithrung des Versuchs
‘wurden die Zellen zunichst glucosesupplementiert in Alanin-Produktionsmedium inku-
biert, um den Aufbau einer hohen, internen Alaninkonzentration zu erméglichen. Hierbei
wurde die Glucosekonzentration im Medium so eingestellt, daB bereits nach wenigen
‘Minuten wéhrend der Fermentation Glucoseverarmung der Zellen eintrat. Abb. 19 zeigt
‘Alanin-Produktion und Sekretion zunichst unter glucosesupplementierten Bedingungen,
wobei nach 2 min keine Glucose mehr nachweisbar war. Glucose diente im Versuchsan-
) satz sowohi als Energie- als auch als Kohlenstoff-Quelle, d.h. nach Glucoseverbrauch

sank die interne Alaninkonzentration sofort ab, da kein Pyruvat zur Alanin-Synthese
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Abb. 19: Alanin-Fermentation unter glucosesupplementierten (A , A) und glu-
coselimitierten (® , O ) Bedingungen. Das Experiment wurde in zwei
Parallel-Ansitzen durchgefiihrt. Im ersten Ansatz wurden die Zellen
zundchst in Alanin-Produktionsmedium zum Aufbau einer hohen internen
Konzentration glucosesupplementiert (0.1%) 5 min vorinkubiert, Hierbei
war die Glucosekonzentration nur so hoch eingestellt, daff nach 2 min
(Pfeil) keine Glucose mehr nachweisbar war., Zum Zeitpunkt 30 sec wurde
der erste MeBwert genommen. Im Parallel-Ansatz wurde eine hohere
Glucosekonzentration (5%) eingestellt, so daB fiber den gesamten Verlauf
des Experimentes keine Glucoseverarmung auftrat.

(A, @) : interne Alaninkonzentration
(A, O) : externe Alaninkonzentration

mehr zur Verfiigung stand. Auch ATP-Gehalt und Ap sanken sofort ab, ebenso war eine
verringerte Sekretionsrate zu beobachten. Die beobachtete Abnahme der internen Alanin-
konzentration kénnte einerseits auf die Sekretion selbst, andererseits auf die Metabolisie-
rung des Substrates zuriickgefiihrt werden. Zur Kontrolle wurden den Zellen die Ami-
notransferasechemmer AOA (3mM) bzw. Gabaculin (0.3 mM) zugesetzt. Nach Glucose-
verarmung wurde ebenfalls eine Abnahme der internen Konzentration festgestellt, die mit
derjenigen der Kontrolle ohne Transferaseshemmer vergleichbar war (nicht gezeigt). Eine
':Metabolisierung des Alanins iber eine Transaminierung konnte somit ausgeschlossen
“werden. Gleichzeitig mit dem Absinken der internen Alaninkonzentration sank die zu
| ""diesem Zeitpunkt beobachtete Sekretionsrate. Aus der initialen, abfallenden, internen

“Alaninkonzentration konnte eine Sekretionsrate ermittelt werden, die in etwa mit der
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" Bestimmungen der Maximalgeschwindigkeit (V,,, und der Michaeliskonstante (X)) bei

Sekretionsrate unter glucosesupplementierten Bedingungen ibereinstimmte. Die intern
abgesunkene Alaninkonzentration entsprach unter Beriicksichtigung des Zellvolumens der
im Uberstand auftauchenden Alaninkonzentration. Hieraus konnte geschlossen werden,
das der Abfall des internen Alanins nicht auf Metabolisierung des Alanins, sondern tat-
sichlich auf Sekretion zuriickgefiihrt werden konnte. In einem Parallelansatz wurde den
Zellen ausreichend Glucose (5%) zugesetzt, so daB iber den gemessenen Zeitraum hin
keine Glucoselimitierung auftrat. Nach ca. 3 min war eine sich im Fliefgleichgewicht
befindende interne Alaninkonzentration von 220 mM erreicht (Abb. 19). Entsprechend
wurde eine hohe, linear verlaufende Sekretion beobachtet. Eine iiber insgesamt 2 h ver-
laufende Fermentation zeigte nach Glucoseverarmung iiber einen Zeitraum von 30 min
Alanin-Sekretion bis zum Konzentrationsausgleich mit der externen Konzentration (nicht
gezeigt). Nach erneuter Zugabe von Glucose war ein sofortiger Anstieg der internen
Alaninkonzeniration und entsprechend der Sekretionsrate zu beobachten, wobei die Rate
derjenigen vor der Hungerphase entsprach. Die Hungerphase sollte jedoch 1 h nicht
{iberschreiten, da die Zellen sehr empfindlich gegeniiber Glucoseverarmung waren.

Die Sekretion erwies sich als unabhiingig sowohl von der protonenmotorischen Kraft
(Abbau von Ap nach Zugabe von CCCP) als auch vom ATP-Gehalt der Zellen, der nach
Glucoseverarmung nahezu vollstindig abgebaut wurde. In beiden Fallen wurde Alanin-
Sekretion beobachtet. Anhand dieser Ergebnisse konnte sowohl ein primires, ATP-
getriebenes, als auch ein sekundires, Ap-getriebenes Transporisystem, ausgeschlossen
werden. Es handelt sich bei der Alanin-Sekretion um einen ausschlieBlich durch den {ber

der Membran besichenden Alanin-Gradienten getriebenen Transport.

3.3.4 " Mechanismus der Alanin-Sekretion
3.3.4.1 Kinetische Parameter der Alanin-Sekretion

Beziiglich des Mechanismus der Alanin-Sekretion war nun zu kldren, ob es sich um
“einen passiven, carrier-vermittelten Transport (Export Gber einen “Facilitator") oder um
reine Diffusion handelt. Zunichst sollte sich deshalb die kinetische Charakterisierung des

~ Exports -anschliefen. Im Gegensatz zu Messungen bei Aufnahmesystemen sind die

H Tiol-nn £ af

o

: Exportsystemen wesentlich schwieriger, da hier die intrazellulire Konzentration des




Substrates variiert werden mufl. Zur Einstellung verschiedener interner Alaninkonzentra-
tionen sind prinzipiell zwei Mdglichkeiten denkbar. (1) Aufgrund zunehmend ldngerer
Hungerphasen in Minimalmedium ohne Thiamin wird die Aktivitit der Pyruvat-Decar-
boxylase weiter herabgesetzt. Enisprechend wird infolge zunehmender, der Alanin-
Dehydrogenase zur Verfiigung stehender Pyruvatkonzentrationen mehr Alanin produ-
ziert. (2) Die interne Alaninkonzentration wird iiber extern zugesetzte Ammoniumkon-
zentrationen eingestellt. Es zeigte sich, daf iiber variierende, externe Ammoniumacetat-
konzentrationen zwischen 15 - 100 mM eine sehr gute, reproduzierbare Abstufung der
internen Alaninkonzentration von 15 - 280 mM mdglich war. Mit Anstieg der internen
Alaninkonzentration war ebenfalls ein Anstieg der entsprechenden Sekretionsrate zu
beobachten. Abb. 20a zeigt die Sekretionsraten am Beispiel der eingestellten Alaninkon-
zentrationen von 15, 25 und 64 mM. Da wihrend einer Fermentation die intermne Alanin-
konzentration kontinuierlich anstieg und mif ihr die ihr zugeordnete Sekretionsrate,
konnte aus den einzelnen Kurven mehrere Wertepaare entnommen werden. In dem ein-
gestellten internen Konzentrationsbereich bis zu 280 mM Alanin wurde keine Sittigung

der Alanin-Sekretion festgestellt (K, — <, Abb. 20b).
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Abb. 20: Ermittlung der kinetischen Parameter (a) Interne (offene Symbole) und
externe (geschlossene Symbole) Alaninkonzentrationen bei 15 mM (O, @),
30 mM (A,A) und 50 mM (0, =) Ammoniumacetat im Fermentations-
ansatz, (b) Michaelis-Menten und (¢) Lineweaver-Burk-Diagramm der
Alanin-Sekretion

Ein Schwellenwert beziiglich der internen Konzentration wurde nicht gefunden. Die
Alanin-Sekretionsrate ist somif iiber den gesamten MefBbereich linear abhingig von der
internen Alaninkonzentration und gehorcht einer Reaktion "erster Ordnung”. Die Sekre-
tionskonstanie betrdgi k = 1 - 10-% 1 s mg TG, Diese Brgebnisse sprachen gegen einen

carrier-vermittelten Transport, der laut Definition eine Sittigung zeigen sollte.

3.3.4.2 Gibt es ein Gegentausch-Maximum?

Eine weifere wichtige Moglichkeit, einen carrier-vermitielten Transport von einer Diffu-
sion abzugrenzen, besteht in der Ermittlung eines Gegentausch-Maximums oder Mini-
mums, welches eine sehr gute Evidenz fiir einen sekundéren Carrier-Mechanismus ist, zu
dem auch die erleichterte Diffusion z&hlen wiirde. Die Ermittlung eines Gegentausches

seizt einen Transportvorgang des betreffenden Substrates in beide Richtungen voraus.
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Vor Durchfithrung der Experimente wurde deshalb die Alanin-Aufnahme mit 14C-mar-
kiertem L-Alanin untersucht. Es zeigte sich, daB es sich auch hierbei um einen nicht-
akkumulierenden Transport handelt, iiber den die Aufnahme des markierten Alanins bis

zur Equilibrierung mit der internen Alaninkonzentration erfolgt (Abb.21).
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Abb. 21;: Alanin-Aufnahme. Die Experimente zur Aufnahme wurden mit 3 mM
... l4C-markiertem L-Alanin durchgefiihrt. Die interne Alaninkonzentration
vor Zugabe des markierten Alanins betrug 3 mM (&) sowie 10 mM (O,¥)

Ein Ansatz wurde 5 min mit 100 uM CCCP vorinkubiert {O).

Um intem eine ausreichend hohe Alaninkonzentration nachweisen zu kdnnen, war es
aufgrund geringer Zellvolumina aus meBmethodischen Griinden notwendig, extern relativ
hohe Alaninkonzentrationen mit einer hohen spezifischen Aktivitdt zuzusetzen. Zur
Ermittlung der Konzentrationsabhingigkeit der Aufnahmerate wurden die Zellen in
glucosesupplementiertem Minimalmedium ohne Ammoniumacetat inkubiert, wobei die
interne -Alaninkonzentration maximal 3 mM erreichte. Die Aufnahmeraten korrelierfen
unter- der Annahme eines Prozesses 1.Ordnung gut mit der auBen vorgelegten Konzen-
‘tration (bis zu 20 mM), wobei die Raten linear mit der Konzentration anstiegen. Es
_'Wurde. ‘eine . mit ~der Sekretionskonstante ibereinstimmende Aufnahmekonstante

k=092 108 sl mg TG-1 ermittelt. Hierbei mub beriicksichtigt werden, daB bei
) "_Sekretionsprozsssen dic Raten bei Konzentrationen bis zu 280 mM ermittelt werden

‘konnten. Aus meBtechnischen Griinden war es jedoch nicht moglich, bei Aufnahmeex-
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perimenten hdhere Konzentrationen als 20 mM einzusetzen, da sonst, trotz Korrekiuren,
aufgrund des mit dem extrazelluliren Raum mitgeschieppten Alanins zu hohe MeBunge-
nauigkeiten auftraten.

Bei der Alanin-Aufnahme handelt es sich, wie im folgenden dargelegt, um einen nicht
durch ATP bzw. die protonenmotorische Kraft gefriebenen Prozef. (1) Wie bereits
erwihnt, wird Alanin nicht akkumuliert. (2) Eine vollstindige Entkopplung der Zellen
durch CCCP fithrte zu keiner Verinderung der Aufnahmerate (Abb.21). (3) Ohne
Glucose, d.h. bei vollstindiger Deenergetisierung der Zellen wurde ebenfalls eine ver-
gleichbare Rate ermittelt und Alanin-Aufnahme bis zum Konzentrationsausgleich verfolgt
(Abb.21). Zusammenfassend konnte somit geschlossen werden, daf Alanin-Aunfnahme

und Sekretion sowohl beziiglich kinetischer als auch energetischer Daten iibereinstimm-

fen,

Die Ermittlung eines Gegentausch-Maximums wird mit deenergetisierten Zellen durchge-
filhrt, wobei gewihrleistet sein muB, daB das betreffende Substrat nicht metabolisiert
wird. Das Vorhandensein eines Gegentausch-Maximums (oder Minimums) beruht
darauf, daB zwei Substrate abwechselnd an eine gemeinsame Bindestelle binden (Harold,
1986). Im Falle einer carrier-vermittelten Alanin-Sekretion wére mit dem Efflux des
nichtmarkierten, intrazelluliren Alanins entlang seines Konzentrationsgradienten der
Influx des externen, markierten Alanins gekoppelt. Dieser Prozef ist von der internen
Alaninkonzentration abhdngig, wobei bei einem Gegentausch-Maximum eine hohe
interne Alaninkonzentration vorliegen muf}, wihrend extern eine niedrige Konzentration
des markierten Alanins zugeseizt wird. Hieraus wiirde eine transiente interne Anreiche-
rung des markierten Alanins ohne Zufuhr metabolischer Energie resultieren. Da es sich
bei der Alanin-Sekretion einerseits um ein nicht-akkumulierendes System handelt, ande-
rerseits Alanin nicht metabolisiert wird, konnten die nachfolgend beschricbenen Experi-
mente zur Ermittlung des Gegentausch-Maximums mit energetisierten Zellen durchge-
fihrt werden. Die Zellen wurden in Alanin-Produktionsmediurn 10 min mit 100 mM
Ammoniumacetat vorinkubieri. Es wurde eine interne Konzentration von 240 mM aufge-
‘baut. Die Alanin-Aufnahme wurde mit 4C-markiertem L-Alanin verfolgt, wobei die
“extern iugesetzte Gesamtkonzentration 3 mM betrug. Bei diesem Experiment waren zwel
.' gegenldufige Prozesse zu beobachten, zum einen die Alanin-Sekretion, zum anderen die
“Alanin-Aufnahme. Aufgrund der hohen internen Alaninkonzentration und der enispre-

chend hohen Export-Rate war eine kontinuierlich zunehmende exierne Alaninkonzentra-
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tion festzustellen. Die daraus resultierenden kontinuierlichen Anderungen der externen
spezifischen Aktivitit des Alanins muBten in die Berechnungen der tatsichlichen Auf-
nahmerate mit einbezogen werden. Bezogen auf die jeweilige Konzentration, erfolgte die
initiale Aufnahme mit derselben Rate wie die Sekretion (Abb. 22). Ebenfalls gezeigt
wird die unkorrigierte Aufnahme des 14C-markierten Alanins. Es konnte somit eindeutig

bewiesen werden, daB ein Gegentausch-Maximum nicht vorhanden war (Abb.22).
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Abb. 22: Versuch zur Ermittlung eines Gegentausch-Maximums., Die interne
_ Alaninkonzentration betrug zu Anfang des Experimentes 240 mM (@ ,v ).
Extern wurden 3 mM 4C-L-Alanin zugesetzt, Gezeigt ist die im Sediment
zu findende unkorrigierte Markierung { v ,in dpm) sowie die tatsichliche,
korrigierte Alanin-Aufnahmerate (@), bei deren Ermittlung die infolge der
hohen Sekretionsrate steigende externe Konzeniration beriicksichtigt
wurde. Des weiteren ist die Alanin-Aufnahme bel einer internen
Alaninkonzentration von 10 mM gezeigt (O). Es wurden ebenfalls extern

3 mM 14C- L-Alanin zugesetzt.

Aufgrund der kontinuierlich hohen internen Alanin-Synthese und der entsprechend hohen
Sekretionsrate wurde trotz der erreichten Aquilibrierung keine vollstindige Markierung
des internen Alanin-Pools festgestellt, Die spezifische Aktivitit des internen Alanins
stellte sich auf ein emiedrigtes Gleichgewicht ein.

Bei einer wesentlich geringeren Alaninkonzentration (10 mM) wurde nach Einstellung
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des Gleichgewichtes (nach 10 min) eine vollstindige Markierung des internen Alanin-
Pools erreicht, Dies war auf die geringe interne Alaninkonzentration (sehr geringe
Syntheserate) und die hieraus resultierende sehr niedrige Sekretionrate zuriickzufiithren.
Die spezifische Akiivitit des internen Alanins entsprach somif der extern ermittelten
spezifischen Aktivitat.

Die Ermittlung eines Gegentausch-Minimums wurde aus meBtechnisch bedingten Griin-
den nicht durchgefiihrt, da bei den einzusetzenden hohen externen Alaninkonzentrationen

MeBungenauigkeiten auftreten wiirden.

3.3.4.3 Ermittlung der Akfivierungsenergie

Zur Ermittlung der Temperaturabhingigkeit der Alanin-Sekretion wurden die Zellen in
Alanin-Produktionsmedium bei 37°C (Temperaturoptimum der Alaninproduktion) 10
min zum Aufbau einer hohen internen Alaninkonzentration vorinkubiert. Anschliefend
wurden sie in entsprechend vortemperiertes Produktionsmedium inokuliert (15° - 45°C)
und die Sekretionsraten bestimmt. Dieser Temperaturbereich wurde gewdhlt, da aus
Vorversuchen bekannt war, daB bis 45°C eine hohe Alanin-Syntheserate vorhanden war.
Oberhalb von 50°C begann die Temperaturinaktivierung der an der Alanin-Produktion
beteiligten Enzyme. Bei Temperaturen unterhalb von 37°C wurden aufgrund der herab-
gesetzten Enzymaktivititen geringere interne Alaninkonzentrationen gemessen. Zur
Ermittlung der Aktivierungsenergie wurde der natiirliche Logarithmus der Geschwindig-
keitskonstanten - gegen die reziproke, absolute Temperatur aufgetragen (Arrhenius-
Diagramm). In einem Temperaturbereich von 20° - 45°C wurde eine Aktivierungsener-
gie von 32 kJ/mol ermittelt (Abb.23). Unterhalb von 20°C betrug sie 42 kJ/mol. Die

relativ geringe Aktivierungsenergie ist ein weiteres Indiz gegen einen Carrier.
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Abb. 23: Temperaturabhiingigkeit der Alanin-Sekretion.
Arrhenius-Diagramm

3.3.4.4 Versuche zur Temperaturinakiivierung der Alanin-Sekretion

Wird ein Transport iiber ein Carrierprotein vermittelt, sollte es bei einer ausreichend
hohen Temperatur moglich sein, die Sekretion, vorausgesetzt, daB die Zellmembran noch
intakt ist, iiber Denaturierung des Proteins, d.h. liber Carrier-Inaktivierung, zu hemmen.
Im Falle einer reinen Diffusion dagegen darf keine Inhibition auftreten. Nach erfoigter
Hitzeinaktivierung sollte bei einer bestehenden Konzentrationsdifferenz iber der Mem-
bran der nun mefBbare Efflux von Alanin nur auf Diffusion beruhen. Zur Durchfiihrung
des Experiments wurden die Zellen zundchst bei 37°C in Alanin-Produktionsmedium
(mit 100 mM Ammoniumacetat) 10 min vorinkubiert, um eine hohe interne Alaninkon-
zentration zu erhalten. Vor dem Erhitzungsschritt wurde die externe Alaninkonzentration
auf 200 mM entsprechend der erreichten internen Konzentration heraufgesetzt. Hiermit
wurde verhindert, daB bei hohen Temperaturen, die infolge der Inaktivierung der an der
Alaninbildung beteiligten Enzyme eine Einstellung der Alanin-Produktion bewirken, die
‘interne Alaninkonzentration bereits wihrend des Erhitzungsschrittes aufgrund der Sekre-
“tion herabgesetzt wurde. Hierbei konnte es sich um Efflux von Alanin infolge der bei

dieser -Temperaiur “stark erhShien Diffusion und/oder um eine temperatur-bedingte
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unspezifische Membranpermeabilitit handeln, Anschliefend wurden die Zelien in 4
parallelen Ansitzen auf 37° (Kontrolle), 55°, 59° und 65°C erhitzt, nach Abkihien auf
37°C zentrifugiert und in 37°C temperiertem Minimalmedium (ohne Ammoniumacetat)
1 : 100 verdiinnt, wodurch mit 2 mM externem Alanin ein ausreichend hoher Konzen-
trationsgradient vorhanden war. Die Alanin-Sekretionsrate wurde anhand der Abnahme
der internen Konzentration ermittelt. Es zeigte sich, daB bei Temperaturen von 59° bzw.
65°C keine Effluxkinetiken meBbar waren, da bereits bei dem ersten MeBpunkt (nach
13 sec) kein internes Alanin mehr nachgewiesen werden konnte. Auferdem wurde ein
stark reduziertes bzw. kein Zellvolumen mehr bestimmt. Aufgrund dieser Ergebnisse war
bei diesen Temperaturen auf nicht mehr intakte Zellmembranen zu schlieBen. Bei Tem-
perierung auf 55°C wurde dagegen eine dem Kontrollansatz vergleichbare Efflux-Kinetik
beobachiet (Abb.24).
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Abb. 24:  Alanin-Sekretion bei 37°C () bzw. §5°C (O). Der Efflux wurde iiber
' den Abfall der internen Alaninkonzentration verfolgt.

Ermittelt wurden Sekretionskonstanten von 1 - 108 1 51 mg TG (bei 55°C) bzw.
0.92 108151 mg TG (bei 37°C). Die Zellen sezernierten Alanin bis zum Konzentra-
. i_:i_onsausgleich mit dem externen Alanin. Die Intaktheit der Zellmembran wurde lber
‘Ermittiung des Zelivolumens nachgewiesen. Eine Proteininaktivierung durch Tempera-

turerhShung auf 55°C konnte iiber eine Herabsetzung der Alanin-Produktion auf 10 %
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der urspriinglichen Neubildung nachgewiesen werden, Eine Verfilschung der Sekretions-
rate infolge Metabolisierung war nicht zu erwarten (s. Diskussion). Eine Temperatur-

bedingte Hemmung der Alanin-Sekretion wurde nicht festgestellt.

3.3.4.5 Stereosperifitit der Alanin-Sekretion

Typisch fiir einen Carrier ist der stereoselektive Transport des betreffenden Substrates.
Zur Untersuchung der Stereospezifitit der Alanin-Sekretion bei Z. mobilis wurden die
Zellen durch Inkubation mit 200 mM L-bzw. D-Alanin 2 h bei 15°C in Minimalmedium

vorgeladen. Zur Unterbindung der zellinternen Alanin-Synthese wurde dem Ansatz kein

Ammoniumacetat zugesetzt, dagegen muBten die Zellen aufgrund der langen Versuchs-
dauer glucosesupplementiert werden, Sowohl Vorinkubation als auch Efflux-Experiment
wurden bei 15°C durchgefiihrt, um die auch bei Z. mobilis vorhandene Alanin- Racema-

se-Aktivitit (personliche Mitteilung, G. Sprenger) herabzusetzen.
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Abb 25: Stereoselekiivitiit der Alanin-Sekrefion. Der Efflux von L-Alanin (O)
o " bzw. D-Alanin (@) wurde bei 15°C Uber den Abfall der internen
Konzentration ermittelt.

- Abb. 25 zeigt den Efflux von L-bzw. D-Alanin, ermittelt iber die Abnahme der internen
~Alaninkonzentration. Bei den mit D-Alanin vorgeladenen Zellen wurde der Anteil an b

L-Alanin enzymatisch bestimmt und betrug 25% der Gesamtkonzentration. Die Sekre-
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tionsraten der beiden Stereoisomere waren nahezu identisch. In beiden Fillen wurde eine
Sekretionskonstante von k = 0.33 10 bzw. 0.36 10% s! mg TG! ermittelt, die etwas
iber dem bei dieser Temperatur erwarteten Wert lag. Der Alanin-Efflux wurde bis zum
Konzentrationsausgleich beobachtet. Es konnte gezeigt werden, daB die Alanin-Sekretion

nicht stereoselektiv verlduft, womit ein weiteres Indiz fiir einen carrier-vermittelten

Transport ausgeschlossen werden konnte.

3.3.4.6 Beeinflussung der Alanin-Sekretion durch Hemmstoffe

Anhand der bisher dargestellten Experimenie konnte eine carrier-vermittelte Alanin-
Sekretion bei Z. mobilis ausgeschlossen werden. Um zu priifen, ob es sich um eine reine
Diffusion hahdelt, wurde untersucht, ob eine Hemmung des Alanin-Efflux durch Zusatz
geeigneter Hemmstoffe zu beobachten war. Zur Durchfiihrung der Hemmversuche, die
eine hohe interne Alaninkonzentration voraussetzien, war eine Vorinkubation der Zellen
in Alanin-Produktionsmedium vor Zugabe des Inhibitors unbedingt notwendig, da nach
Zusatz des Inhibitors eine mogliche Hemmung des Glucose-Facilifators und somit der
Alanin-Produktion berlicksichtigt werden mufite. Entsprechend lieBen sich die eingesetz-
ten Inhibitoren beziiglich Wirkung auf Glucose-Aufnahme bzw. Alanin-Sekretion in drei

Kategorien einteilen:

1) Keine Hemmung der beoachteten Transportvorgénge

Bei den Inhibitoren PCMB, PCMBS oder BPBA handelt es sich um bei Carriern meist
sehr wirksame Agenzien, die {iber eine SH-Gruppen-Modifizierung oder Alkylierung der
Aminosiurereste die Carrierfunktion beeinflussen, Zusatz von jeweils 200 uM eines
Inhibitors zum Reaktionsansatz hemmiten weder den Glucose-Facilitator noch den
Alanin-Efflux, Wie aus Abb., 26A zu erkennen, bleibt nach Zusaiz von PCMB die
interne Alaninkonzentration konstant (200 mM), die Alanin-Sekretion erfolgt mit der der
'Kon.zentration entsprechenden Rate. Experimente zur Aufnahme von 14C-markierter

Glucose bestitigten die Ergebnisse, daB auch der Facilitator nicht gehemmt wurde (nicht

gezeigt). .
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Abb. 26: Interne Alaninkonzentration ( O ) und Alanin-Sekretion ( @ ) nach
Zugabe von PCMB (A), HgCL (B) bzw. NEM (C). Die chlen wur-
den vor Zugabe der Hemmstoffe bei 37°C in Alanin-Produktionsmedium
vorinkubiert. Versuchsdurchfiihrung s. Text

2) Hemmung_des Glucose-Facilitators

Zugabe von HgCl, (bis zu 0.5 mM), einem ebenfalls SH-Gruppen modifizierenden
Agenz, fiihrte zu einer volistdndigen Hemmung der Glucose-Aufnahme iiber den Facili-
tator. Zu erkennen ist dies am Absinken des intemen Alanin-Pools, d.h. es wird kein
Pyruvat mehr nachgeliefert (Abb.26B). Bestitigt wurde die Inhibierung des Glucose-
Facilitators durch direkte Messungen zur Aufnahme von 4C-markierier Glucose (nicht
gezeigt). Die Alanin-Sekretionsrate sank ebenfalls nach Zugabe von HgCl,, bezogen auf
die abgesunkene interne Konzentration ergab sich eine dem Kontrollansatz ohne HgCl,
vergleichbare Sekretionskonstante. Die Sekretionsrate konnte hierbei sowohl direki {iber
die Sekretion als auch iiber die abfallende interne Alaninkonzentration unier Beriicksich-
tigung des internen Zellvolumens ermittelt werden. Bis zu 500 uM HgCl, wurde die
Alanin-Sekretion nicht gehemmt. Hohere Konzentrationen wurden aufgrund der bekann-

ten unspezifischen Wirkungen nicht eingeseizt.

3) Eemmung_sowohl der Glucose-Aufnahme als auch der Alanin-Sekretion

e von NEM (2 mbM, alkylierend}, flihrte im Gegensatz zu den fibrigen erprobten
Hemmstoffen nicht nur zu einer Inhibierung der Glucose-Aufnahme, sondern auch zu
einer Becinflussung der Alanin-Sekretion (Abb.26C). Die Sekretionsrate nahm nach
Zugabe von 2 mM NEM ab, cbenfalls sank die interne Alaninkonzentration aufgrund des
gehemmiten Glucose-Facilitators schnell ab. Bezogen auf die interne Alaninkonzentration
sank die Sekretionskonstante von 0.84 108 1 st mg TG! auf 0.5 108 | 1 mg TG ab,
d.h. es wurde eine um 40% verminderte Rate beobachtet. Ermittelt wurde die Sekre-
tionsrate wieder sowohl {iber das extern erscheinende Alanin als auch iiber die infern
abfallende Konzentration unter der Voraussetzung eines vollstindig gehemmten Facilita-
tors. Eine vollstindige _Herhmung der Alanin-Sekretion wurde auch bei hoheren NEM-

Konzentrationen nicht erreicht.




Die oben genannten Inhibitoren wurden ebenfalls bei Experimenten zur Alanin-Aufnah-
me eingesetzt. Nach Zugabe von PCMB, PCMBS und HgCl, wurde die Alanin-Aufnah-
me nicht gehemmt. BPAB filhrte zu einer leichten Hemmung der Aufnahme (20%).
Vergleichbar mit den Resultaten zu den Efflux-Experimenten wurde nach Zusatz von

NEM (2mM) ebenfalls eine geringfiigige Hemmung der Aufnahme (max. 30%) beobach-
fet. s
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4. DISKUSSION

Zymomonas mobilis ist ein Gram-negatives, anaerobes, jedoch aerotolerantes Bakterium,
welches ATP ausschlieBlich {iber den Entner-Doudoroff-Weg gewinnt. Obwohl die
Komponenten der Atmungskette nachgewiesen werden konnten (Pankova et al., 1985;
Strohdeicher et al., 1989, 1990), wurde bisher kein Energiegewinn iiber oxidative Phos-
phorylierung gezeigt. Uber den Energiestatus dieses Bakteriums, welches unter anaero-
ben Bedingungen nur iiber eine geringe Energieausbeute verfiigt, lagen bisher noch keine
ausreichenden Daten vor. Insbesondere in Hinblick auf Untersuchungen zu priméren und
sekundiren Transportvorgingen ist eine Quantifizierung und Variation der energetischen

Parameter essentiell.

4.1 Die energetischen Parameter von Z. mobilis

In der vorliegenden Arbeit wurden die energetischen Parameter ATP-Gehalt, der Proto-
nengradient und das Membranpotential ausfithrlich untersucht. Fiic den cytosolischen
ATP-Gehalt wurde ein Wert von 3 - 4 mM ermittelt, der gut mit fritheren Bestimmungen
zum ATP/Trockenmasse-Verhiltnis in Z, mobilis dibereinstimmt (Lazdunski, 1972). Die
aus eigenen Messungen bekannte Korrelation von Zelivolumen und Trockenmasse wurde
fiir diesen Vergleich zugrunde gelegt. Auffillig war der nach Glucoseverarmung der
Zellen nahezu volistdndige Abbau des cytosolischen ATP-Gehalies, der nur noch
0.1 mM (Nachweisgrenze) betrug. Im Vergleich hierzu wiesen durch Entkopplung
deenergetisierie Zellen von Corynebacterium gluramicum {ohne C-Quelle) noch einen
ATP-Gehalt von 1.5 - 2.0 mM auf (Broer und Krimer, 1991). Offensichtlich besitzt
Z. mobilis keine signifikanten Energiereserven. Der ATP-Gehalt wurde durch Zugabe
hoher Konzentrationen des Entkopplers CCCP nicht beeinfluBt. So verfiigt das anacrobe
Bakterium Z. mobilis iiber keine ATP-Synthase-, sondern ausschlieBlich iber ATPase-
Aktivitidten, d.h. die protonenmotorische Kraft wird iiber ATP-Hydrolyse aufgebaut
(Lazdunski und Belaich, 1972, Reyes und Scopes, 1991). Demzufolge war es nicht
méglich, die ATP-Konzentration unabhingig von der protonenmotorischen Kraft zu vari-
jeren. Die ATPase war durch DCCD nicht hemmbar, da der Hemmstoff vermutlich

keine Zuganglichkeit zur Cytoplasmamembran besaB.

8




Tm physiologischen pH-Bereich von pH 4.0 bis pH 7.0 wurde bei Z, mobilis eine ausge-
prigte pH-Homdostase ermittelt, wobei der interne pH-Wert von pH 6.0 bis 6.4 vari-
ierte,

Als problematisch erwies sich die Ermittlung des Membranpotentials. Hier mubten
zunichst experimentelle Schwierigkeiten iiberwunden werden. So wurde bereits in der
Literatur von Versuchen zur Bestimmung des Potentials bei Z. mobilis berichtet, die
jedoch daran scheiterten, da$ die Methoden nicht durchfihrbar waren {Kalnenieks et al.
1987). Zunichst wurden in der vorliegenden Arbeit Methoden erprobt, die routinemadig
bei anderen Bakterien erfolgreich angewandt werden. Hierbei wurde festgestellt, daB die
lipophile Sonde Tetraphenylphosphoniumbromid (TPP+) nicht entsprechend des Mem-
branpotentials akkumuliert. Dies wurde bereits in der Literatur berichtet (Kalnenieks,
1987). Eine Destabilisierung der duBeren Membran durch EDTA oder Absittigung der
freien hydrophilen Bindestellen iiber nicht-markiertes Tetraphenylboron (TPB) fihrten
zu keiner Verbesserung der Ergebnisse. Die Bildung eines permeablen, elektroneutralen
TPP+/TPR- Ionenpaares, entsprechend der in der Literatur beschriebenen permeablen
TPMP+/TPB- Ionenpaare, konnte ebenfalls ausgeschlossen werden (Jackson und
Nicholls, 1986).

Die Ermittlung von Membranpotentialen iiber die Rb*/Valinomycin Methode gilt als
besonders exakt (Bakker, 1990). Valinomycin ist ein neutrales foenophor, welches mit
einer sehr hohen Spezifitit K+ die Diffusion iiber die Membran ermdglicht. Neben Mes-
sungen des Membranpotentials kann es ebenfalls Uber variierende, exfern zugesetzte
Kaliumkonzentrationen zur Abstufung (Kontrolle) des Potentials genutzi werden. Mittels
dieser Methode wurden bei Z. mobilis Werte fiir das Membranpotential von -130 mV
(bei pH 5.5) bzw. -85 mV (bei pH 5.0) ermittelt. Es zeigte sich jedoch, daB auch in
Gegenwart sehr hoher Valinomycinkonzentrationen (bis zu 200 pM) sich das extern
zugesetzten 86Rb+ nicht innerhald von Sekunden entsprechend des Membranpotentials
bzw. des Kaliumgradienten verteilte. Diese auch bei anderen Gram-negativen Bakterien
‘bekannten Schwierigkeiten (Bakker,1990) wurden in E. coli durch Zusatz von EDTA zur
Destabilisierung der duBeren Membran bei Anwendung von Ionophoren und auch Sonden
ﬁmgangen (Ahmed und Booth, 1983; Kashket, 1985). Ein Hauptproblem bei der
' -Anwendung ‘von EDTA ist die Maglichkeit, heterogene Populationen von Zellen in

'H__inblick auf den Grad der Zerstdrung der duBeren Membran zu erhalten. Nach Zugabe
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variierender Konzentrationen EDTA zum Versuchsansatz wurde beil Z. mobilis keine
Verinderung der Ergebnisse erzielt. Hieraus konnte geschlossen werden, daf Vali-
nomycin bei Z. mobilis nicht in die Cytoplasmamembran inserieren kann und somit nicht
anwendbar ist. Erwihnt werden muB in diesem Zusammenhang, daf auch bei E. coli
Zugabe von EDTA nicht immer zu den gewiinschten Ergebnissen filhrte. Hier stehen
jedoch E. coli Mutanten mit einem Defekt in der uBeren Membran zur Verfiigung, die
keine Permeabilititsbarriere fiir die Ionophore aufweisen (Ahmed und Booth, 1983).
Entsprechende Mutanten sind bei Z. mobilis nicht vorhanden. Des weiteren wurden in
der Literatur Messungen des Membranpotentials mittels Valinomycin bei einer Mutante
von E. coli beschrieben, die ebenfalls, auch in Gegenwart von Valinomycin, einen zeit-
abhiingigen Verlauf aufwiesen (Ahmed und Booth, 1981). Hier stieg das Membranpo-
tential zundchst schnell auf -120 mV, befand sich jedoch erst nach weiteren 15 min im
Gleichgewicht bei -140 mV, Dies wurde auf K*+-Transport in diesen Zellen zuriickge-
fiihrt. Bei Z. mobilis wurde eine langsame Aufnahme von 36Rb* ermittelt, die aus-

schiieBlich auf K+-Transportsysteme zuriickzufiihren war.

Somit wurde sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Valinomycin der unter
physiologischen Bedingungen herrschende Kaliumgradient ermittelt, wobei unter den
genannten Versuchsbedingungen nach 15 min die Einstellung des FlieBgleichgewichtes
erreicht wurde. Uber den so ermittelten Kaliumgradienten konnte die interne Kaliumkon-
zentration nach Gleichgewichtseinstellung bei variierenden exiernen Xaliumkonzentratio-
nen bestimmt werden. Hierzu wurden die internen Kaliumkonzentrationen gewaschener
Zellen zunichst ionenchromatographisch ermitielt und {iber den Gradienten die jeweili-
gen K*-Verschiebungen detektiert. Es wurde eine recht gute K*-Homdostase beobach-
tet. Nach Zusatz des Protonophors CCCP, welches die protonenmotorische Kraft voll-
stindig abbaut, wurde ebenfalls ein Abbau des Kaliumgradienten beobachtet. Dies

konnte als ein Indiz fiir ein sekundir getriebenes K*-Transportsystem gewertet werden.

Da “die konventionellen Methoden zur Ermiitiung des Membranpotentials bei
‘Z. mobilis nicht anwendbar waren, wurde die Verteilung der Sonde SCN- (Thiocyanat)
“entsprechend ‘des Potentials erprobt. Diese Sonde wird zur Ermittlung von umgekehrt
-bri_entierten Potentialen (innen positiv), angewandi, so z.B. bei dem acidophilen Bakie-
‘rium Thiokacillus ferrooxidans, welches im extrem sauren pH-Bereich ein umgekehrt

‘orientieries Membranpotential aufweist. (Cox et al. 1979; Matin et al., 1982). SCN-
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akkumuliert entsprechend seiner Ladung. Es zeigte sich, daB bei Z. mobilis auch ein
"normal” orientieries Membranpotential, innen negativ, mittels SCN- iiber eine Abrei-
cherung der Sonde in einem Bereich von pH 4.0 - pH 5.5 ermittelt werden konnte. Als
vorteilhaft erwies sich bei dieser Methode, daB nach Anwendung bei Z. mobilis einerseits
weder unspezifische Bindung noch aktive Aufnahme von SCN- ermittelt wurden, ande-
rerseits keine Ionophore notwendig waren. Somit wurde das unter den gegebenen Bedin-
gungen physiologische Membranpotential gemessen. Bedingt durch die Ladung der
Sonde wurde der Bereich zur Messung der Membranpotentiale auf 0 bis -100 mV einge-
schrinkt, hohere Potentiale (bis -100 mV) waren nur mit entsprechend hohen
Standardabweichungen zu ermitteln. Hohere Potentiale in einem Bereich {ber pH 5.5
wurden, basierend auf den folgenden Uberlegungen, errechnet. Generell ist bei Bakterien
bekannt, daB Ap bei variierenden externen pH-Werten in efwa konstant gehalten wird
(Padan et al., 1981; Booth, 1985; Michels und Bakker 1985; Bakker, 1990). Diese
Beobachtungen wurden auch durch eigene Messungen bei Z. mobilis in einem pH-
Bereich von 4.0 - 5.5 bestitigt, wobei beide Komponenten von Ap direkt ermittelt
wurden. Die protonenmotorische Kraft erreichte Werte von -132 bis -139 mV. Sie
entsprechen in etwa denen anderer aerober und anaercber Bakterien (Kashket, 1985). Bei
externen pH-Werten gréfer pH 5.5 wurden die Membranpotentiale mittels der direki
gemessenen ApH-Werte unter der Annahme einer konstanten protonenmotorischen Kraft
errechnet. Somit konnten bei Z. mobilis zum ersten Mal Aussagen zu den Komponenten

der protonenmotorischen XKraft gemacht werden,

Ionophore werden hiufig dazu genutzt, die Parameter von Ap zu varileren. Es wurde
bereits gezeigt, daB Valinomycin zur Einstellung von unterschiedlichen K+-Diffusions-
potentialen nicht anzuwenden war. Ebenso zeigte Nigericin, welches den elektroneutra-
len K+/H+-Austausch vermittelt und somit zur Kontrolle des Protonengradienten genutzt
werden kann, bei Z. mobilis keinen Effekt. Es zeigte sich jedoch, daB mit steigenden
CCCP-Konzentrationen das Membranpotential zunehmend herabgesetzt wurde, wihrend
der ATP-Gehalt konstant hohe Werte aufwies. Somit konnte das Potential unabhingig
vom ATP-Gehalt variiert werden, Die zur vollstindigen Entkopplung notwendigen sehr
‘hohen CCCP-Konzentrationen waren darauf zuriickzufithren, da8 das hydrophobe, lipid-
‘16sliche Protonophor bei Gram-negativen Bakierien auch in die duere Membran inseriert
(Booth, 1989). Eine weitere Moglichkeit, das Membranpotential zu beginflussen, bestand

in der Zugabe hoher KCI- oder NaCl-Konzentrationen. Oberhalb von 50 mM war eine
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signifikante Herabsetzung des Membranpotentials zubeobachten. Hierbei handelt es sich
im Gegensatz zu Diffusionspotentialen um eine direkie Beeinflussung des physiologi-
schen Potentials durch die externe Salzkonzentration. Hierin kénnte die Ursache fiir die
hohe Salzempfindlichkeit von Z. mobilis liegen (Swings und DeLey, 1977; Rogers et al.,
1984, Bringer-Meyer und Sahm, 1988). Vergleicht man die Kurve zur Abhéngigkeit des
Membranpotentials von der Kaliumkonzentration (Abb. 7a) mit der Darstellung der
Abhingigkeit des Kaliumgradienten von der externen Kaliumkonzentration (ausgedriickt
als elekirisches Potential), so fillt eine Ahnlichkeit des Kurvenverlaufs auf. In beiden
Fillen betriigt die Steigung bei 10-fachem Anstieg der externen Kaliumkonzentration ca.-
50 bzw. -60 mV. Wurden bei sehr niedrigen externen Kaliumkonzentrationen die
Kaliumgradienten bei pH 5.0 bzw. 5.5 als elekirisches Potential ausgedriickt, so betru-
gen die Werte -85 bzw. -130 mV und waren so mit den mittels SCN™ erhaltenen Werten
fiir das Membranpotential in etwa vergleichbar. Dies kdnnte neben dem bereits genann-
ten Abbau des Kaliumgradienten nach CCCP-Zugabe als ein Hinweis auf ein sekundir
getricbenes K+-Aufnahmesysiem gewertet werden. Insofern wire es dann andererseits
mdglich, daB bei niedrigen externen Kaliumkonzentrationen der Xalinmgradient tatsich-
lich dem Membranpotential entspricht. Interne Regulationen miiten noch berticksichtigt
werden.

Mit Hilfe der beschriebenen Methoden war es nun moglich, die energetischen Parameter
von Z. mobilis sowohl zu quantifizieren als auch unabhédngig voneinander zu variieren

(modulieren) und somit auch aktive Transporivorginge zu untersuchen.

4.2 --Die Glutamat-Aufnahme in Z, mobilis

Mit Hilfe der oben dargestellten Methoden zur Quantifizierung und Variierung der ener-
getischen Parameter von Z. mobilis war es mdglich, die Aufnahme von Glutamat auch in
Hinblick auf Energickopplung niher zu definieren. Da Z. mobilis sich Sauerstoff gegen-
-_ﬁber ‘tolerant verhdlt (Bringer et. al, 1984), mufiten die Aufnahmeexperimente nicht
‘unter ‘streng anaeroben Bedingungen durchgefiihrt werden. Dagegen erwies sich der
- Organismus als sehr sensitiv gegeniiber durch Glucoseverarmung bedingte Energielimi-
*tierung. Wihrend der Versuche muBte deshalb darauf geachtet werden, daBl eine experi-

‘mentell eingestellte Glucoseverarmung der Zellen nicht idnger als 60 min (bei Raumtem-
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peratur) andauerte, anderenfalls waren bei kinetischen Messungen lag-Phasen zu beob-
achten und die Reproduzierbarkeit beziiglich der Aufnahmeraten nicht mehr gegeben.
Offensichilich besitzt Z. mobilis unter diesen Bedingungen keine signifikanten Speicher-
substanzen. Unterstiitzt wurde dies, wie bereits dargelegt, durch den nach Glucoseverar-

mung beobachteten sofortigen, nahezu vollstindigen Abbau des ATP-Gehaltes.

Sowohl die niedrige interne Glutamat-Konzentration als auch die beobachteten nicht-
linearen Aufnahmekinetiken wiesen auf eine Metabolisierung des Glutamates hin, wobei
eine Metabolisierungsrate von 4 nmol - min' mg TG'! abgeschétzt wurde. Ein signifikan-
ter Einbau des Glutamates bei der Proteinbiosynthese war zum einen aufgrund der kurzen
Versuchsdauer unwahrscheinlich, zum anderen fiihrte die Hemmung der Proteinbio-
synthese nicht zu einer verinderten Aufnahmekinetik. Durch Zugabe des Transaminase-
hemmers Aminooxyacetat wurde eine signifikante Verlangsamung der Metabolisierung
des Glutamates erreicht, resultierend sowohl in einer erhdhten infernen Glutamatkonzen-
tration als auch einer jetzt {iber Minuten linear verlaufenden Aufnahmekinetik. Somit ist
auf eine Metabolisierung des Glutamates iiber eine Transaminierung zu schlieBen, wobei

eine Beeinflussung anderer, Pyridoxalphosphat abhingiger Enzyme nicht auszuschlieBen

war.

Messungen zu den kinetischen Parametern zeigten eine sehr niedrige Affinitdt des
Carriers zum Substrat (K, = 1.05 bei pH 5.5) bei einer gleichzeitig hohen Maximalge-
schwindigkeit (36.5 nmol - min! - mg TG!). Die Messungen der Aufnahmekinetiken
erfolgten innerhalb von 3 min, dies fiihrte infolge kinetischer Effekie bei hohen externen
Glutamatkonzentrationen oberhalb von 1 mM auch in Gegenwart von Valinomycin zu

ungenauen Bestimmungen. Die Affinitit des Glutamat-Aufnahmesystems zum Substrat

il

ist, verglichen mit anderen sowohl primdren als auch sekundéren Aminosiureaufnahme-
systemen, ungewdhnlich niedrig. So wurden z. B. bei E. coli fiir primére Glutamat-Auf-
nahmesysteme K, -Werte von 0.5- 0.8 uM ermittelt, fiir sekundire Aufnahmesysteme

Km-Werte von 1.5 uM - 6 uM (Schellenberg und Furlong, 1977).

‘Die Durchfithrung der Aufnahmeexperimente in einem pH-Bereich von 5.0-6.0 erfor-
derte eine Definition der transportierten Form des Glutamates, wobei sowohl die proto-
" nierte (GluH) als auch die deprotonierte Form (Glu?) als Substrat in Betracht zu ziehen

“war. In einem physiologischen pH-Bereich von 4.3 - 7.0 nahm der apparente K -Wert
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mit steigendem pH zu, wihrend die Maximalgeschwindigkeit nur geringfiigig variierte.
Zur Ermittlung der tatsichlich transportierten Form des Glutamates wurde fiir jede der
beiden Spezies, unter Beriicksichtigung der bei dem jeweiligen pH-Wert vorhandenen
Konzentrationen, der K -Wert errechnet. Die fransportierte Form sollte einen pH-unab-
hingigen K_-Wert aufweisen. Fiir das Citrat-Transpori-System von Klebsiella pneuno-
miae wurde HCit?- als transportierte Spezies definiert, indem hier ein pH-unabhéngiger
K, ermiitelt wurde, wihrend die Maximalgeschwindigkeit sich nicht dnderte (Van der
Rest et al. 1991). Ebensc wies das Glutamat-Glutamin-Tranportsystem von Strepiococcus
cremoris beziiglich des somit als transportierte Form definierten protonierten Glutamates
einen pH-unabhangigen K _-Wert auf (Poolman et al. 1987). Bei Z. mobilis zeigte sich,
daB der K, der protonierten Form des Glutamates im physiologischen pH-Bereich um
Faktor 38 variierte, wobei bei hohen pH-Werten extrem geringe K -Werte die Konse-
quenz wiren. Die anionische Form dagegen variierte in diesem Bereich nur um Faktor
2.5. Unter Beriicksichtigung der mefitechnisch bedingten Standardabweichungen lieB sich
die deprotonierie Form des Glutamates als die alleinige vom Carrier akzeptierte Spezies
definieren. Die pH-bedingten Schwankungen konnten auf einen direkten EinfluB des
externen pH auf das Carrierprotein hinweisen. Wie bei den zitierten Transportsystemen
war auch beim Glutamat-Transport eine nahezu pH-unabhingige Maximalgeschwindig-

~ keit festzustellen.

Die Energiekopplung der Glutamat-Aufnahme

Bei der Glutamat-Aufnahme konnte eine Beteiligung von Na*- und K+-Ionen sowohl als
treibende Kraft als auch als cotransportierte Ionen ausgeschiossen werden. Unter ver-
schiedenen Versuchsanordnungen konnte eine strenge Korrelation ausschlieflich von
protonenmotorischer Kraft und Glutamat-Aufnahme gezeigt werden (Abb.14 a,b). Diese
Korrelation war auch bei Versuchsdurchfiihrung bei einem externen pH von 6.5, d.h. in
Abwesenheit eines pH-Gradienten, gegeben. Aufgrund der Ladung des Glutamates und
der bewiesenen Abhingigkeit der Glutamat-Aufnahme vom Membranpotential muBite ein
Cotransport mit mindestens zwei Protonen gefordert werden. Die Glutamat-Akkumula-
tion ‘entsprach im “steady state” der protonenmotorischen Xraft, wobei eine unterschied-
'iiche Beieiligung ihrer Komponenten beriicksichtigi werden mubBie. Basierend auf dicser

._-'I'_'jberleg_ung “konnte die Transportstochiometirie n errechnet werden (siche Gleichung
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unier 2.3.2.), wobei sich ein Cotransport von Glutamat zusammen mit 2 Profonen ergab.
Mit steigendem externem pH wurde eine zunehmend geringere Glutamat-Akkumulation
nachgewiesen. Hierbei zeigie sich, daB die errechnete Stéchiometrie, den o.g. Mecha-

nismus vorausgesetzt, Uber einen weiten Bereich von variierender Beteiligung von ApH

und Ay konstant war.
Das  Glutamat-Aufnahmesystem  von
- Z. mobilis konnte somit eindeutig als ein
. sekunddres, elekirogenes 2H*/Glu-Co-
Gl transportsystem (Symport) definiert wer-
den, womit die erleichterte Diffusion (der
Glucose), das bisher bel Z. mobilis einzige
‘Die Glutamat-Aufnahme bei Z. mobilis Zmé bekannte Transporisystem, als generelles

Motiv auszuschlieBen ist.
Sollten andere Ionen fiir die elektrogene Glutamat-Aufnahme verantwortlich sein, wire
ausschlieBlich eine Korrelation zum Membranpotential, jedoch nicht zum Protonengra-
dienten zu erwarten. Dies wiirde bedingen, da8 mit steigendem externem pH und somit
steigendem Membranpotential, bei Beteiligung ausschlieBlich anderer Kationen als Pro-
tonen, ebenfalls eine Erhohung der Akkumulation zu fordern wire. Ein Cotransport von
Glutamat mit zwei Kationen wird auch bei anderen Bakierien beobachtet. Bei E. coli
z. B. wird sowohl ein Na+*-unabhingiger, 2H */Glutamat-Aspartat-Symport (Deguchi et
al., 1989, Wallace et al., 1990, Tolner et al., 1992) als auch ein Na+/Glutamat-Symport
{Schellenberg und Furlong, 1977, Fujimurz et al., 1983, Deguchi et al., 1990) beschrie-
ben. Des weiteren ist bei Bacillus stearothermophilus ein Cotransport von Glutamat mit
Na* und H* bekannt (DeVrij et al., 1989). Die Moglichkeit eines priméren Glutamat-

Transportsysiems, wie es sowohl fiir Gram-nepative (Schellenbers und Furlong, 1977)
P 3 \ [~} 2 A

'1_990,2) beschrieben wird, konnte fir Z. mobilis ausgeschlossen werden (Abb.14 a,b).
‘Auch sprachen die erreichten Glutamat-Gradienten gegen ein primires Transportsystem,
" bei dem wesentlich hohere Gradienten zu erwarten gewesen wéren (Krimer und Lam-

“bert, 1990). -
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Die sehr niedrige Affinitdt des Glutamat-Aufnahmesystems wirft die Frage auf, ob
Glutamat tatsichlich das richtige Substrat fiir diesen Carrier ist. So wurde kiirzlich eine
durch Glutamat kompetitiv hemmbare Aufnahme von Glutamin bei Z. mobilis beschrie-
ben (Alexandri et al., 1990). In der vorliegenden Arbeit konnte dagegen gezeigt werden,
dal die Glutamat-Aufnahme nicht durch Glutamin kompetiert wird. Auch andere gete-
stete Aminosiuren interferierten nicht mit der Glutamat-Aufnahme {nicht gezeigt). Des
weiteren ist dieses Transportsystem aufgrund der ermittelten Daten beziiglich Energetik
und Kinetik klar von der Glutamin-Aufnahme abgrenzbar, Ein weiteres Glutamat-Auf-
nzhmesystem wurde nicht gefunden. Beziiglich der Spezifitit war die Gluiamat-Aufnah-
me bei Z. mobilis mit einer Vielzahl anderer Glutamat-Aufnahmesysteme vergleichbar
(Schellenberg und Furlong, 1977). So akzeptiert der Carrier mit derselben Affinitit
sowohl Glutamat als auch Aspartat. Der Transport von Carboxylkomponenten durch die-
ses System ist unwahrscheinlich, da Z. mobilis aufler Glucose, Fructose bzw. Saccharose
keine weiteren Kohlenstoffquellen akzeptiert. Andererseits kann Z. mobilis, wie auch in
der Literatur beschrieben, Glutamat als einzige Stickstoffquelle nutzen (Galani et al,,
1985). Zellen, die unter diesen Wachstumsbedingungen angezogen wurden (50 mM
Glutamat), wiesen eine Wachstumsrate von von g = 0.2 h'! auf. Uber den hierfir not-
wendigen Stickstoffbedarf wurde eine erforderliche Glutamat-Aufnahmeaktivitdt von ca.
35 nmol - min-! mg TG errechnet. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den beobach-
teten Maximal-Transportraten der Glutamat-Aufnahme bei in sittigenden Konzentratio-
nen Vorliegendem externem Glutamat. Somit wirkt sich die Glutamat-Aufnahmerate

unter diesen Bedingungen als limitierender Faktor beziiglich der Wachstumsrate aus.

4.3 Die Alanin-Sekretion in Z. mobilis CP4-thi/pZY 73

Bisher wurden ausfiihrlich die Grundlagen der Energetik von Z. mobilis dargestellt. Am
fBeispiel der Glutamat-Aufnahme wurde ein Aufnahmeproze8 beziiglich Mechanismus
“und Energickopplung geklart, wobei gezeigt werden konnte, da8 dieser Transportprozef
bei Z. mobilis mit Transporivorgingen anderer, sowoh! anaerober als auch aerober
Organismen grundsitzlich vergleichbar ist. Auf der Grundlage der Kenntnisse zu Ener-
"_"getik und Glutamat-Aufnahme solite nun grundsitziich ein Sekretionsprozel geklart wer-

den. Am Beispiel des thiaminauxotrophen Stammes Z. mobilis CP4-thi/pZY 73 wurde
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die Alanin-Sekretion untersucht, Aufgrund der exprimierten Alanin-Dehydrogenase aus
B. sphaericus (Uhlenbusch et al., 1991) wurde ein hoher interner Alanin-Pool aufgebaut,
wobei eine hohe Sekretionsrate beobachtet werden konnte. Sowohl der Wildstamm
Z. mobilis Zm6 als auch Z. mobilis CP4 wies nur sehr niedrige interne Aminosiurekon-
zentrationen auf (3 - 4 mM Glutamat bzw. Alanin), ein signifikanter Netto-Efflux wurde
in keinem Fall beobachtet. Es war somit interessant, den Mechanismus der Alanin-Sekre-
tion zu kliren. Die Untersuchung der thiaminauxotrophen Mutante erméglichte Gber die
Thiaminkonzentration EinfluB auf die Aktivitit der thiaminpyrophosphat-abhingigen Py-
ruvat-Decarboxylase zu nehmen. Beziiglich des Alanin-Exports waren verschiedene Me-
chanismen denkbar, Da es sich bei Alanin um eine kleine, nicht verzweigte Aminosiure
handelt, die bei physiologischen pH-Werten keine Netto-Ladung aufweist, ist auch eine
Diffusion in Betracht zu ziehen. Anderseits konnte die sehr hohe Effluxrate auf einen
Carrier hinweisen. Eine Kombination der beiden Vorginge wire ebenfalls vorstelibar.
Weitere Moglichkeiten wiren die Diffusion durch ein Pore oder eine unspezifische Per-
meabilitit (*leak") der Membran. Aufgrund der physiologischen StreSsituation im Ala-
nin-Produktionsstatus war eine unspezifische Membrandurchlissigkeit durchaus mdglich,
konnte jedoch anfgrund eines intakten Energiestatus der Zellen ausgeschlossen werden.
Die protonenmotorische Kraft war unter den Versuchsbedingungen dem Membranpoten-
tial gleichzusetzen (ApH = 0 bei pH,.,=7) und betrug -83 mV. Die Herabsetzung des
Membranpotentials war aufgrund der entkoppelnden Wirkung der hohen externen
Ammoniumacetatkonzentration zu erwarten. Jedoch war trotz der hohen Konzentration
keine vollstindige Entkopplung zu beobachten. Der ATP-Gehalt betrug 4 mM und war
mit den bei dem Wildtyp Z. mobilis Zm6 ermittelten Werten vergleichbar. Auch wurde
ein iiber einen lingeren Zeitraum aufrecht erhaltener Glutamat-Konzentra-tionsgradient
nachgewiesen, womit ein unspezifisches "leak” von Aminosuren ausgeschlossen werden
Lonnte. Es wurde bereits gezeigt, daB ein K +-Konzentra-tionsgradient {iber Stunden auf-
recht erhalten wird (Uhlenbusch et al., 1991). Diese Befunde sprachen auch gegen eine
unspezifische Pore. Zu kléren war nun, ob es sich um eine carrier-vermitielte Alanin-
Sekretion oder um eine reine Diffusion handelt. Bei Z. mobilis ergébe sich bei einem
“Carrier die Frage, ob es sich um ein priméres oder sekundires Transportsystem oder uim
"éine erleichterte Diffusion wie im Falle des Glucosetransportes handelt. Auch eine Sekre-
_fion -von -Alanin {iber den Glucose-Facilitator war nicht auszuschliefen. Untersuchungen
“Zur Eﬁergieabhéxigigkeit des Alanin-Exportes bei Z. mobilis zeigten, daB es sich um

: einen nur von der iiber der Membran bestehenden Alanin-Konzentrationsdifferenz getrie-
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benen Efflux handelt, wobei der Efflux bis zum Konzentrationsausgleich erfolgte. Ala-
nin-Sekretion war sowohl nach Entkopplung mittels CCCP (Ap = 0) als auch nach voll-
stindiger Deenergetisierung der Zellen durch Glucoseverarmung (Ap = 0, ATP =
0.1 mM) mit unveriinderter Rate zu beobachten. Sie unterschied sich somit von spezifi-
schen Aminosiure-Exportsystemen, wie sie bei C. glutamicum fir Lysin (Brder und
Krimer, 1991), Iscleucin (Ebbighausen et al., 1989, Zitirich 1992) und Glutamat
(Hoischen und Krimer, 1989 und 1990) nachgewiesen wurden, wobei es sich bei der

Lysin- und Isoleucin-Sekretion um sekundiren Transport (Symport) handelt.

Die Unterscheidungskriterien, ob es sich um einen carrier-vermittelten Transport (hier
Facilitator) cder eine Diffusion handelt, sind hauptsdchlich auf kinetischer Basis zu fin-
den (Harold, 1986). Bestimmungen der Maximalgeschwindigkeit V., und der Michae-
liskonstanten K, sind bei Exportsystemen wesentlich schwieriger durchzufiihren als bei
Aufnahmesystemen, da hierbei die intrazelluliren Konzentrationen des Substrates variiert
werden miissen. Uber variierende, extern zugesetzte Ammoniumacetatkonzentrationen
gelang eine gute, reproduzierbare Abstufung der internen Alaninkonzentration von 15 -
280 mM mit entsprechenden Alanin-Sekretionsraten. Hohere interne Konzentrationen
konnten auch nach lingeren Thiamin-Hungerphasen der Zellen nicht erreicht werden.
Innerhalb dieses Konzentrationsbereiches wurde keine Sittigung der Sekretion ermittelt
(K, ;—*°), d.h. die Alanin-Sekretionsrate war iiber den gesamten Bereich linear von der
internen Alaninkonzentration abhéngig und gehorcht somit einer Reaktion erster Ord-

nung. Fiir die Sekretionskonstante k wurde ein Wert von 1- 108 - 1 - sl mg TG

en einen Carrier, der laut Definition ein
Sattigungsverhalten aufweisen sollte. Dies konnte hiermit widerlegt werden. Aufgrund
der hohen Sekretionsrate konnte jedoch nicht ohne weiteres auf eine reine Diffusion
geschlossen werden. Bei C. glutamicum z.B. wurde fiir Alanin eine um Faktor 10 gerin-
gere Diffusionskonstante ermitteit (Zittrich, 1992). Weitere Experimente zur Kldrung der

Alanin-Sekretion waren somit notwendig.

:_'Eine"'iiberzeugende Evidenz fiir einen Carrier-Mechanismus ist das Auftreten eines
‘Gegentausch-Maximums oder Minimums, da es voraussetzt, dab zwel Substrate abwech-
B s_el_nd_én_ eine gemeinsame, "mobile” Bindungsstelle binden (Harold, 1986). Die Alanin-
‘Sekretion wurde auf das Auftreten eines Gegentausch-Maximums hin {iberpriift, wobei

" Zellen unter ‘Produktionsbedingungen untersucht wurden, die eine sehr hohe interne




Alaninkonzentration aufwiesen (200 mM). Im Falle eines Gegentausch-Maximums wére
bel hohen intemen Alaninkonzentrationen eine transienie Anreicherung des exiern zuge-
setzten markierien Alanins ohne Zufuhr metabolischer Energie zu erwarten. Bei
Z. mobilis wurde jedoch ausschiieBlich Isctopenaustausch ermittelt, wobei aufgrund der
kontinuierlichen intrazelluldren Alanin-Synthese mit entsprechend hoher Sekretionsrate
trotz des erreichten Aquilibriums keine vollstindige Markierung der internen Alaninkon-
zentration erreicht wurde. Somit konnie eindeutig gezeigt werden, daff bei dem Alanin-
Transport von Z. mobilis kein Gegentausch-Maximum aufirat, wie es z.B. bei dem
Glucose-Carrier in Z, mobilis (DiMarco und Romano, 1985) nachzuweisen war. Bei
niedrigen internen Alaninkonzentrationen (4 miv[} unter "Nicht-Produktionsbedingungen®
wurde nach Einstellung des Gleichgewichtes ein vollstindiger Konzentrationsausgleich

erreicht, wobei die inferne der externen spezifischen Aktivitit des Alanins entsprach.

Die Stereospezifitdt eines Transportvorganges beziiglich des transportierten Substrates ist
ein weiteres aussagekriftiges Indiz fiir eine Carrier-Beteiligung. Zur Untersuchung der
Stereospezifitit der Alaninsekretion wurden die Zellen mit L- bzw. D-Alanin unter nicht-
produzierenden Bedingungen inkubiert und anschlieBend die Sekretion beobachtet. Die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei einer niedrigen Temperatur (15°C), um die auch bei
Z. mobilis vorhandenene Racemase-Aktivitit herabzuseizen. Es zeigie sich, dab die
Stereoisomere L-bzw. D-Alanin (25% L.-Alanin) mit derselben Rate bis zum Konzentra-

tionsausgleich sezerniert wurden. Somit konnte eine stereospezifische Alanin-Sekretion

ausgeschlossen werden.

Die Akiivierungsenergie der Alanin-Sekretion betrug in einem Temperaturbereich von 20
- 45°C 32 XJ - mol-1, unterhalb von 20°C 42 XJ - mol-l. Im Vergleich hierzu wies der
Lysin-Exportcarrier von . glutramicum in entsprechenden Temperaturbereichen Aktivie-
rungsenergien von 54 kJ - mol! bzw. 260 kJ - mol? auf (Broer und Krimer, 1991). Die
in der Literatur beschriebenen Aktivierungsenergien fiir Carrier liegen hdufig bei hdhe-

ren Werten von 60 - 80 kJ - mol-L.

1In einem Temperaturbereich von 50°C bis 55°C sind hiufig Temperatur-Inaktivierungen
-von ' Carrier-Proteinen zu beobachten. So wurde der Lysin-Exportcarrier von
" C. glutamicum bei 50°C (Brder und Krimer, 1991), bei 55°C der Isoleucin-Exportear-

- rier inaktiviert (Zittrich, 1992). Bei Z. mobilis dagegen war auch nach Inkubation der
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Zellen bei 55°C noch Alanin-Sekretion nachzuweisen, wobei der Export nach Abklhlen
der Zellen auf 37°C mit vergleichbarer Rate verlief wie im Kontrollansatz, der bei 37°C
inkubiert wurde. Dagegen konnte bei 55°C eine Protein-Inaktivierung der homologen
Enzyme des Entner-Doudoroff-Weges (Scotnicki et al., 1981, Scopes und Griffiths-
Smith, 1986) bei Z. mobilis gezeigt werden, d.h. eine Protein-Inaktivierung mdglicher-
weise beteiligter Carrierproteine sollte vorausgesetzt werden. Ein unspezifisches “leak”
durch die Cytoplasmamembran war auszuschlieBen, da die ermittelten Zellvolumina
Werte aufwiesen, die denen unbehandelter Zellen entsprachen. Bei diesen Experimenten
wurde der Efflux anhand der Abnahme der internen Alaninkonzeniration ermittelt, der
bis zum Konzentrationsausgleich zu beobachten war. Hierbei wurde festgestellt, dal die
Abnahme der internen Alaninkonzentration, unter Beriicksichtigung des Zellvolumens,
der Zunahme der externen Alaninkonzentration entsprach, d.h. die Abnahme des inter-
nen Alanins war tatsichlich auf Efflux und nicht auf Metabolismus zurlickzufiihren. Eine
Temperaturerhdhung um nur 4°C auf 59°C filhrie zu einer stark erhfhten, unspezifi-
schen Durchlissigkeit der Membran. So konnte zum einen kein Zellvolumen mehr
bestimmt werden, zum anderen wiesen die Zellen bereits nach 13 sec kein internes Ala-
nin mehr auf. Aufgrund der noch vorhandenen Alanin-Sekretion bei 55 C lieB sich diese,
vorausgesetzt, daB eine Protein-Inaktivierung statigefunden hatte, nur auf einen nicht

carrer-vermittelten Effiux zuriickfiihren.

In einem gewissen Widerspruch hierzu stehen die Experimente zur Hemmung der Ala-
nin-Sekretion. Ein durch reine Diffusion vermittelter Export sollte nicht durch Inhibito-
ren, in diesem Fall SH-Gruppen modifizierende und alkylierende Reagenzien, zu beein-
flussen sein. Hierbei mufte beriicksichtigt werden, daB es sich um Hemmstoffe handelt,
die in der Regel bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen auf Carrier-Proteine wirken.
In den bei Z. mobilis durchgefiihrien Experimenten wurden sie in sehr hohen Konzentra-
tionen eingesetzt, da die im folgenden beschriebenen Effekte nur bei diesen Konzentra-
tionen festzustellen waren. Die Inhibitoren lieBen sich beziiglich ihrer Wirkung auf die
beiden beobachteten Transportprozesse in drei Kategorien einteilen. (1) Die eingesetzten
Inhibitoren hemmten weder die Glucose-Aufnahme noch den Alanin-Export. Hierzu
. gehéren die Inhibitoren PCMB, PCMBS und BPAB. (2) Zugabe von HgCl, fiihrte aus-
schlieflich zu einer Hemmung des Glucose-Facilitators. Dies zeigte deutlich, daB kein
“ Export des Alanins {iber den Facilitator erfolgen kann. (3) NEM hemmte sowohl die

: Glu_c_:oseaufnahme als auch geringfligig den Alanin-Export. Die unter (1) beschricbenen
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Hemmstoffe PCMB und PCMBS konnten vermutlich deshalb nicht wirken, da die groB-
molekularen Mercuribenzoate anfgrund sterischer Hinderung keinen Zugang zu den
reakiiven Seitenketten des aktiven Zentrums des Carriers hatten. Untersuchungen zur
Einflufnahme der oben genannten Inhibitoren auf die Alanin-Aufnahme zeigten entspre-
chende Resultate. Auch hier wurde eine, wenn auch geringere, Hemmung der Aufnah-
merate beobachtet.

Tab. 7 zeigt noch einmal zusammenfassend die Ergebnisse unter besonderer Beriicksich-

tigung eines Diffusionsprozesses und eines carrier-vermittelten Transportes.

Wie im aligemeinen auch fiir andere Membranen beschrieben, ist bei Z. mobilis keine
hohe, unspezifische Permeabilitdt der Membran fiir Aminosduren oder andere kleine
Metabolite vorhanden. Ebenso ist eine carrier-vermittelte Sekretion aufgrund sich ergin-
zender Indizien, insbesondere der kinetischen Daten, auszuschlieBen. Die geringfiligige
Hemmung des Alanin-Exportes durch NEM koénnte auf unspezifische Wirkungen oder
Reaktionen mit Lipiden (mit der Aminogruppe von Phosphatidylserin) zuriickzufiihren
sein. Trotzdem kann eine Proteinbeteiligung, wobei es sich nicht um Carrier-Proteine
handeln soll, nicht ganz ausgeschlossen werden. Vorstellbar wire eine Diffusion an der
Grenzfliche zwischen Lipidphase und Membranprotein, die durch eine Modifizierung
des Proteins gestdrt, jedoch in keinem Fall vollstindig gehemmt wird. Ahnliche Befunde
wurden bereits in der Literatur fiir Kationen beschrieben. Bei Erythrozyten und Proteoli-
posomen aus Erythrozytenmembranen wurde nach Zugabe von Quabain ein gegeniiber
einer Diffusion erhdhter Kationen-Efflux festgestellt, der nicht auf Carrier-vermiitelten
‘Transport zurlickzufithren, jedoch auch an die Anwesenheit von Proteinen gebunden war,
(Bernhardt et al., 1988). Dies wurde auf Defekte bei der Lipid-Protein Interphase
zuriickgefithrt. Es wurde vorgeschlagen, da8 sowohl! die Protein-Konformation als auch
die Lipid-Zusammensetzung, die die Lipid-Protein-Interaktion beeinflufit, ausschlagge-
bend ist. Die Proteinkomponente kdnnte dann z. B. durch chemisch modifizierende Rea-
genzien beeinflufit werden. Inwieweit die das Protein umgebenden Lipide, wie eventuell
auch die bei Z. mobilis vorkommenden Hopanoide (pentazyklische Triterpenoide, Struk-
turdquivalente zu Sterolen bei Eukaryoten), hierbei eine Rolle spielen konnien, bleibt

unklar.
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Tab. 7: Charakteristische Eigenschaften eines carrier-vermittelten Transportes bzw.
einer Diffusion im Vergleich zu den bei der Alanin-Sekretion von Z. mobilis

CP4 thi/pZY 73 ermittelten Befunde.

“ 9

Carrier Diffusion Alanin-Sekretion
{Facilitator)
K -Wert 5 - 15 mM»a) oo oo
Gegentausch-
maximumb) + - -
Stereo-
selektivitit + - -
Aldivierungs-
energie 2 50 kI/mol ? 32 kl/mol
Temperatur-
inaktivierung + - -
Hemmbarkeite) + - +

8) K_-Wert des Glucose-Carriers von Z. mobilis (DiMarco und Romano,1985)
b) ber sekunddrem Transport
9 durch chemische Modifizierung




NFASSUNG

5. ZUSAMME

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum zelluldren Energiestatus und zu

Transportvorgingen bei Zymomonas mobilis durchgefiihrt.

Die Ermittlung der energetischen Parameter zeigte, daBl das anaerobe Bakterium unter
glucosesupplementierten Bedingungen einen mit anderen anaeroben und aeroben Bakte-
rien vergleichbar hohen Energiestatus aufwies. Uber einen weiten externen pH-Bereich
wurde eine ausgeprigte pH-Homoostase festgestellt. Auffillig war die vollige Deenerge-
tisierung der Zellen nach Glucoseverarmung, ein Indiz dafir, daf Z. mobilis tiber keine
Speicherstoffe verfiigt. Die in der Literatur hiufig erwdhnte Salzintoleranz konnte auf
einen Abbau des Membranpotentials bei erhohten Salzkonzenirationen zuriickgeflihrt

werden,

Bei der konstitutiven Aufnahme von Glutamat handelt es sich um einen Na+-unabhingi-
gen, reinen Protonen/Glutamat (Aspartat) -Symport, der sowohl vom Membranpotential
als auch vom Protonengradienten getrieben werden kann. Hierbei wurde ausschlieBlich
die deprotonierte Form des Glutamates vom Carrier akzeptiert, wobei eine Stochiometrie
von 2H+/Glutamat bestimmt wurde, Der Carrier weist neben einer hohen Maximalge-
‘schwindigkeit einen fiir Aminosduretransportsysteme ungewdhnlich hohen K -Wert auf.

Glutamat konnte von Z. mobilis als alleinige Stickstoffquelle genutzt werden.

.Die Alanin-Sekretion des rekombinanten Stammes Z. mobilis CPA-thi/pZY 73 unier Ala-
nin-Produktionsbedingungen konnte als Diffusion charakterisiert werden. Der Export
wurde ausschlieBlich von dem iiber der Membran bestehenden Alaningradienten getrie-
ben. Die Zellen wicsen einen mit dem Wildtyp von Z. mobilis vergleichbaren ATP-
Gehalt auf. Das Membranpotential war aufgrund der enﬂcoppelnden ‘Wirkung der hohen
Ammoniumkonzentrationen herabgesetzt. Ein unspezifisches "leak" anderer Aminosiuren
wurde nicht festgestellt. Die Beteiligung eines Carrierproteins konnte aufgrund “sich
:érgiinzender aussagekréftiger Indizien ausgeschlossen werden. So zeigte die Sekretion
| kelnc Séttigung, ein Gegentausch-Maximum war nicht vorhanden. Neben elner germgen

i Akﬁwerungsenergw war keme Stereoseiektmtat des Transportes festzusteﬂen
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