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1 EINLEITUNG

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae wird aufgrund ihrer Eigenschaft, Zucker zu Ethanol
und Kohlendioxid zu fermentieren, seit Jahrhunderten fir die Brot-, Wein- und
Bierherstellung eingesetzt. In der heutigen Zeit findet die Hefe immer groiere
Verwendung in anderen Bereichen. So zahlt sie in der Forschung zu einem der
wichtigsten Modellorganismen. Mit der kompletten Sequenzierung des Genoms wurde
1996 eine neue Dimension in der biologischen Grundlagenforschung ertffnet (Goffeau
et al. 1997). Viele Mechanismen der Kontrolle der Genexpression, der
Signaltransduktion oder des Metabolismus sind auf Zellen hoherer Eukaryonten
Ubertragbar (Tamkun et al., 1992, Peterson und Herskowitz, 1992). Neben diesen
Anwendungsgebieten gewinnt die Hefe immer mehr in biotechnologischen

Produktionen an Bedeutung.

Produktion von Bioalkohol:

Einer der wichtigsten biotechnologischen Anwendungsbereiche von S. cerevisiae ist die
Produktion von Ethanol durch Fermentationsprozesse. Ethanol wird in vielen
Industriezweigen eingesetzt. So wird es unter anderem als Ausgangsstoff fiir zahlreiche
chemische Reaktionen zur Produktion von Chemikalien oder zur Herstellung von
Reinigungsmitteln, Lacken und Farben verwendet. VVor allem aber gewinnt der Einsatz
von Bioethanol als Treibstoff oder als Treibstoffzusatz immer mehr an Gewicht. In
Anbetracht des steigenden Benzinverbrauchs und des vermehrten Verbrauchs fossiler
Brennstoffe (Hall e al., 1991; Lynd et al., 1991; Brown, 1999) gewinnen alternative
Energiequellen immer mehr an Bedeutung. In Brasilien wird Ethanol seit den 70er
Jahren aus Zuckerrohr hergestellt und als reiner Treibstoff eingesetzt; in den USA
betragt der Ethanolanteil im Treibstoff ungefahr 10% (Wyman und Goodmann, 1993).
Ethanol als Treibstoff oder Treibstoffzusatz hat den Vorteil, dass zum einen aufgrund
seines Sauerstoffanteils es zu einer verbesserten Verbrennung des Benzins kommt und
somit die Emission von Kohlenmonoxid und unverbrannten Kohlenwasserstoffen
gesenkt wird (Wyman und Goodmann, 1993). Zum anderen kann durch den hohen
Octanwert von Ethanol auf andere Antiklopfmittel verzichtet werden (Wyman und
Goodmann, 1993). lignozellulosische Biomasse stellt einen sich stets selbst erneuernden
Ausgangsstoff fur die Fermentationsprozesse dar. CO, wird von Pflanzen fixiert, kann
dann zu Ethanol umgesetzt werden und wieder zu CO, verbrannt werden. Solange also

nicht mehr Biomasse verbraucht wird, als in der entsprechenden Zeit nachwachsen
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kann, verursacht die Verbrennung des Ethanols keinen Anstieg der Netto-CO,-
Konzentration in der Atmosphare, welcher einer der Hauptursachen der globalen
Erwdrmung darstellt (van Wyk, 2001).

Zur Produktion von Ethanol als Bioalkohol kénnen viele verschiedene Arten von
pflanzlicher Biomasse genutzt werden. Zur Zeit wird Ethanol hauptsachlich durch die
Fermentation von Saccharose (Zuckerrohr, Zuckerriiben, Melasse) und hydrolysierter
Starke (Kartoffeln, Mais, Reis, Maniok) gewonnen (Wartenberg, 1989). Da diese
Rohstoffe auch von der Nahrungsmittelsindustrie genutzt werden, ist es notwenig, eine
kostengunstige Alternative zu finden. Ein in grolRen Mengen verfiigbares und sich stets
selbst erneuerndes Garungssubstrat ist lignozellulosische Biomasse. Darunter fallen
unter anderem land- und forstwirtschaftliche Pflanzenabfalle, Abfélle aus der
Papierindustrie sowie andere industrielle Abfalle (Schmitz, 2003). Somit kdnnte durch
Umstellung des Fermentationssubstrats nicht nur die Konkurrenzsituation zur
Nahrungsmittelindustrie vermieden werden, sondern gleichzeitig die Abfallmenge

reduziert werden.

Biomasse-zu-Ethanol Projekt:

Pflanzliche Biomasse setzt sich hauptsachlich aus den Komponenten Zellulose (28-
50%), Hemizellulose (20-30%) und Lignin (18-30%) zusammen (Breznak und Brune,
1994). Gemeinsam bilden sie die Zellwéande der Pflanzen. Zellulose ist ein
Homopolymer aus p -1,4-verknlpften Glukosemolekulen. Hemizellulose ist ein
Heteropolymer und besteht aus einem [ -1,4-verkniipften Xylosertickrad mit
Seitenketten aus a-D-Glukoronsdure, Mannose, Galaktose und L-Arabinose. Lignin ist
ein komplexes aromatisches Polymer aus Phenylpropaneinheiten, die unterschiedlich
miteinander verknupft sein konnen (Rosenberg, 1980). Der Hauptbestandteil der
Hemizellulose ist mit 15-35% die Pentose Xylose, die neben Glukose den zweithdufigst
vorkommenden Zucker in pflanzlicher Biomasse darstellt (Sjostrom, 1981, Chandrakant
und Bisaria, 1998, Hahn-Hagerdal ez al. 2001). Die Zucker Glukose, Mannose und L-
Arabinose liegen in Hemizellulose nur in geringen Konzentrationen vor (Sjostrom,
1981). Jedoch kann die Menge an Arabinose (in Arabinoxylan oder Arabinogalactan
mit Xylose oder Galaktose verknupft) in einigen pflanzlichen Materialien und
Hydrolysaten dieser Materialien signifikant sein. In vielen Krautern macht Arabinan 10-

20% der gesamten nicht-Glucan-Kohlenhydrate aus (McMillan und Boynton, 1994).
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Um die Zuckerpolymere zu Ethanol umwandeln zu kénnen, mdissen sie zuvor
enzymatisch oder durch saure Hydrolyse zu den entsprechenden Monomeren gespalten
werden (Claassen et al., 1999). Bei der Hydrolyse lignozellulosischer Biomasse
entstehen die Hexosen Glukose, Mannose und Galaktose und die Pentosen Xylose und
L-Arabinose (Jeffries und Shi, 1999). Die Hefe S. cerevisiae wird industriell am
haufigsten zur Ethanolproduktion eingesetzt. Sie ist in der Lage, Hexosen mit hoher
Fermentationsrate und hoher Ausbeute umzusetzen. Weiterhin zeigt sie eine hohe
Resistenz gegenuber Inhibitoren in den Hydrolysaten. Sie ist jedoch nicht in der Lage,
Pentosen zu verwerten. Da Arabinose und Xylose einen hohen Anteil in pflanzlicher
Biomasse einnehmen, wére fiir die wirtschaftliche Ethanolproduktion ein Hefestamm
von Interesse, der zusatzlich zu seinem bereits vorhandenen Substratspektrum diese

beiden weiteren Zuckerarten metabolisieren konnte.

1.1 D-Xyloseverwertung durch Mikroorganismen

Verschiedene Bakterien, Hefen und Pilze sind in der Lage, Xylose zu fermentieren.

Die Verstoffwechselung von Xylose unterscheidet sich bei Pro- und Eukaryonten
hauptsachlich in der Art der Isomerisierung der Xylose zu Xylulose. In Prokaryonten
erfolgt die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch das Enzym Xylose-lIsomerase
(XI). In Eukaryonten wird Xylose meist in zwei Schritten isomerisiert. Zuerst wird
Xylose durch die NAD(P)H-abhé&ngige Xylose-Reduktase (XR) zu Xylitol reduziert und
weiter durch die NAD-abhangige Xylitol-Dehydrogenase (XDH) zu Xylulose
umgesetzt. Die anschlieBende Phosphorylierungsreaktion erfolgt in Pro- und

Eukaryonten durch die Xylulokinase (XK).

Xylose-Umsetzung durch direkte Isomerisierung

ATP  ADP

Xylose ———»  Xylulose % Xylulose-5-P
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Xylose-Umsetzung durch indirekte Isomerisierung ber eine Redoxreaktion

NAD(P)H NAD(P) NAD NADH
Xylose —~=_ »  Xylitol # Xylulose
Xylose-Reduktase Xylitol-Dehydrogenase
ATP  ADP

\—j »  Xylulose-5-P

Xylulose >

Xylosekinase

Abb. 1: Reaktionsschritte der Xyloseumwandlung in Xylulose-5-Phosphat durch direkte
Isomerisierung und durch indirekte Isomerisierung Uber eine Redoxreaktion.

Das entstandene Intermediat Xylulose-5-Phosphat ist ein Intermediat des
Pentosephosphatweges. Der Hauptteil des Xylulose-5-Phosphats gelangt in Form von
Fruktose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat in die Glykolyse und wird dort
weiter zu Pyruvat umgesetzt (Schaaff-Gerstenschlager und Miosga, 1997). Unter
fermentativen Bedingungen wird der Zucker durch die Pyruvat-Decarboxylase und
durch die Alkohol-Dehydrogenase weiter zu Ethanol abgebaut. Unter aeroben
Bedingungen kann Pyruvat im Citratzyklus Uber eine Reihe von Reaktionsschritten bis

zum Kohlendioxid oxidiert werden.

Natlrlich vorkommend gibt es eine Reihe von Mikroorganismen, die in der Lage sind,
Xylose zu fermentieren. So bringen die verschiedenen Pro- und Eukaryonten

unterschiedliche VVor- und Nachteile fur die industrielle Ethanolproduktion mit sich.

Bakterien (z.B. Escherichia coli) weisen oftmals ein bereits vorhandenes breites
Substratspektrum auf sowie hohe Fermentationsraten. Aufgrund ihrer geringen
Ethanoltoleranz und der gemischten Sduregédrung, in der zahlreiche Nebenprodukte
entstehen, sind diese Organismen fir die Ethanolproduktion jedoch weniger geeignet
(Jeffries et al., 1983). Viele Eukaryonten sind schwierig in der Kultivierbarkeit und
somit kostenintensiver. Niedrige Ertrage sowie geringe Ethanolproduktion sind weitere

Nachteile.
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1.2 L-Arabinoseverwertung durch Mikroorganismen

Die Umsetzung von L-Arabinose erfolgt in Mikroorganismen, genau wie bei der
Verstoffwechselung von D-Xylose, auf zwei verschiedenen Wegen. Sowohl bei Pro-
wie auch bei Eukaryonten entsteht nach den ersten L-Arabinose umsetzenden Schritten
das Zwischenprodukt D-Xylulose-5-Phosphat. In Prokaryonten wie E. coli oder
Bacillus. subtilis beginnt der L-Arabinose Katabolismus mit der Umsetzung von L-
Arabinose zu L-Ribulose durch die L-Arabinose Isomerase. Durch die L-Ribulokinase
wird es weiter zu L-Ribulose-5-Phosphat phosphoryliert. Die L-Ribulose-5-Phosphat 4-
Epimerase katalysiert schlieRlich den Schritt, in dem D-Xylulose-5-Phosphat entsteht,
welches ein Intermediat des Pentosephosphatweges ist. Die weitere Verstoffwechselung
findet tber die gleichen Enzyme statt, wie bei der D-Xylose Verwertung beschrieben.
Die drei genannten, prokaryontischen Enzyme fur den L-Arabinose Katabolismus
werden durch ein Operon kodiert, welches aus den Genen arad (L-Arabinose
Isomerase), araB (L-Ribulokinase) und araD (L-Ribulose-5-Phosphat 4-Epimerase)
besteht. Die Reihenfolge der Gene innerhalb des Operons kann in verschiedenen
Organismen variieren.

In Eukaryonten verlauft die L-Arabinose Umsetzung in flinf Reaktionsschritten ab wie
in Abbildung 2 gezeigt ist. Der Stoffwechselweg enthélt zwei reduzierende und zwei
oxidierende Schritte sowie die Phosphorylierung des entstandenen Intermediats mittels
einer Kinase (Witteveen er al, 1989). Ahnlich der D-Xylose Umsetzung im
eukaryontischen Stoffwechselweg, lauft der Arabinoseabbau in Eukaryonten nicht
redoxneutral ab. In zwei Reduktionsschritten wird NADPH verbraucht, wéahrend bei der
Oxidation nur NADH entsteht. Dies flhrt dazu, dass Hefen, die in der Lage sind L-
Arabinose zu fermentieren, wie Candida auringiensis oder Candida succiphila (Dien et
al., 1996), unter Sauerstoff limitierten Bedingungen neben geringen Mengen an Ethanol
als Hauptprodukt Arabitol herstellen. Da kein Sauerstoff zur Verfiigung steht, kann
NADH (ber die Atmungskette nicht wieder regeneriert werden. Durch das entstandene
Kofaktor-Ungleichgewicht zwischen NADPH und NADH kommt der L-Arabinose

Stoffwechsel unter anaeroben Bedingungen zum Erliegen.
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Eukaryonten Prokaryonten

NADPH
NAD P~ L-Arabinose

L-Arabinose-
MNAD* Reduktase

L-Arabitol L-Arabinose
MADH lzomerase
Arabitol-
Dehydrogenase

L-Xylulose » MNADPH

L-Ribulose
L-Xylulose-
Reduktase NADP+
L-Ribulokinase
Aylital NaD*
¥
Hylitol- NADH L-Ribulese-5-Phosphat
Dehydrogenase
D-Xylulose
L-Ribulose-5-F 4-
Epimerase
D-Xyluloze Kinase L J

D-Xylulose-5-Phosphat

Abb. 2: Vergleich der Reaktionsschritte der Umwandlung von L-Arabinose zu D-Xylulose-5-
Phosphat in L-Arabinose verwertenden Pro- und Eukaryonten (Abbildung aus Becker 2003).

1.3 Pentoseverwertung durch rekombinante S. cerevisiae-Stamme

In industriellen Fermentationsprozessen ist der Einsatz der Hefe S. cerevisiae etabliert.
Trotz vieler schon genannter Vorteile gegeniiber anderen Mikroorganismen, ist S.
cerevisiae nicht in der Lage, die Pentosen D-Xylose und L-Arabinose zu Ethanol
umzusetzen (Barnett, 1976). Wahrscheinlich besitzt S. cerevisiae jedoch die
biochemischen Mechanismen zur Verwertung von Pentose-Phosphaten, da Ribose-5-
Phosphat und Xylose-5-Phosphat metabolisiert werden kénnen (Jeffries und Shi, 1999).
Die beiden Pentosezucker D-Xylose und L-Arabinose konnen Uber einige der Hefe-
eigenen Hexosetransporter in die Zelle aufgenommen werden (Hsiao et al., 1982; Batt
et al., 1986; Hamacher et al., 2002; Becker und Boles 2003).
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1.3.1 Xylose-Verwertung durch S. cerevisiae

Xylose-Umsetzung durch indirekte Isomerisierung tber eine Redoxreaktion:

Da kein natlrlicherweise vorkommender Mikroorganismus fir den kommerziellen
Einsatz zur Verwertung von Pentosezucker existierte, bestand groRes Interesse durch
gentechnische Methoden einen Stamm zu konstruieren, der dazu in der Lage war. In
Arbeiten von Katter und Ciriacy (1993) wurde erstmals ein solcher rekombinanter S.
cerevisiae Stamm konstruiert, der in der Lage war, D-Xylose zu metabolisieren. Hierfur
wurden die fur D-Xylose Reduktase (XYLI) und Xylitol Dehydrogenase (XYL2)
kodierenden Gene der Hefe Pichia stipitis heterolog in der Hefe S. cerevisiae
exprimiert. In spéteren Arbeiten wurde zusatzlich die endogene Xylulokinase (XKST)
Uberexprimiert, was die D-Xylose Aufnahme in die Zelle sowie deren Umsetzung zu
Ethanol verbesserte (Ho et al., 1998; Eliasson et al., 2000). Trotz der erzielten
Verbesserungen war unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen das Hauptnebenprodukt
der Xyloseumsetzung Xylitol. Dies wird einem Ungleichgewicht in der Redoxbalance
zugeschrieben, welches dadurch verursacht wird, dass die in dem Stoffwechselweg
zuerst ablaufende Reaktion bevorzugt NADPH nutzt, die zweite Reaktion jedoch
ausschliellich NADH produziert (Hahn-Hagerdal er al., 2001). Unter aeroben
Bedingungen kann das durch die Xylitol-Dehydrogenase gebildete NADH Uber die
Atmungskette zu NAD regeneriert werden. Unter anaeroben Bedingungen kann NAD
folglich nicht regeneriert werden und es kommt zu einer Ansammlung von NADH in
der Zelle. Ohne den Cofaktor NAD kann die Xylitol-Dehydrogenase Xylitol nicht

weiter zu Xylulose umsetzen.

Xylose-Umsetzung durch direkte Isomerisierung:

Obwohl die in der genannten Arbeit verwendete Xylose-Reduktase aus P. stipitis
stammt, welche in der Lage ist neben NADPH auch NADH als Cofaktor zu nutzen
(Metzger und Hollenberg, 1995), kommt es unter strikt anaeroben Bedingungen zum
Erliegen der Xylosefermentation. Eine LOsung des Problems bestand darin, einen
redoxneutralen Stoffwechselweg in S. cerevisiae einzufihren. In Prokaryonten erfolgt
die Umsetzung von Xylose zu Xylulose durch das Enzym Xylose-Isomerase (XI). Fur
eine vollstandige Umsetzung der D-Xylose misste in S. cerevisiae zusétzlich nur das
Gen X1 exprimiert werden, da eine endogene Xylulokinase vorhanden ist. Obwohl eine
Xylose-Isomerase in manchen Pilzen nachgewiesen werden konnte (Tomoyeda und

Horitsu, 1964; Vongsuvanglert und Tani, 1988; Banerjee et al., 1994; Rawat et al.,
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1996), war in Eukaryonten nur der Xylose-Abbau tber die Enzyme Xylose Reduktase
und Xylitol Dehydrogenase gezeigt worden. Viele Bemiihungen, eine Xylose-Isomerase
aus unterschiedlichen Organismen in Hefe heterolog zu exprimieren, schlugen fehl
(Géardonyi und Hahn-Héagerdal, 1993). Meistens waren die Enzyme in Hefe nicht
funktionell oder sie wurden nicht zu Proteinen synthetisiert (Sarthy et al., 1987; Amore
et al., 1989; Hallborn, 1995; Moes et al., 1996). Aktiv konnten nur die Xylose-
Isomerasen aus den Organismen Streptomyces rubigniosus (Schrinder et al., 1996), aus
Thermus thermophilus (Walfridsson et al., 1996) und aus Piromyces sp. E2 (Kyper et
al., 2003) in Hefe exprimiert werden. Das Enzym aus S. rubigniosus Wies geringe
Aktivitat auf. Die Xylose-lsomerase aus 7. thermophilus zeigte zwar hohe Aktivitét,
hatte aber den Nachteil, dass ihr Temperaturoptimum (85°C) uber der maximalen
Wachstumstemperatur von S. cerevisiae lag. Durch gerichtete Evolution konnte eine T.
thermophilus Xylose-lsomerase erhalten werden, die im Vergleich zum nativen Protein
bei 60°C eine 9-fach hohere spezifische Aktivitit sowie eine geringere
Xylitolproduktion aufwies (L6nn et al. 2002). Bei heterologer Uberexpression der
Xylose-lsomerase aus Piromyces (Harhangi et al., 2003), ein obligat anaerober Pilz, war
S. cerevisiae in der Lage, langsam auf Xylose zu wachsen und es auch unter anaeroben
Bedingungen zu metabolisieren (Kuyper et al., 2003).

Ein limitierender Schritt bei der Pentoseverwertung in rekombinanten S. cerevisiae
Stammen scheint in den nachfolgenden Reaktionen im Pentosephosphatweg zu liegen.
Hinweise darauf waren eine Anh&ufung von Sedoheptulose-7-Phosphat in Hefen, die D-
Xylose verstoffwechselten (Kotter und Ciriacy, 1993). Eine Uberexpression des TALI-
Gens, welches die Reaktion von Sedoheptulose-7-Phosphat mit Glycerinaldehyd-3-
Phosphat zu Fructose-6-Phosphat und Erythrose-4-Phosphat katalysiert, fiihrte zu
verbessertem Xylosewachstum eines rekombinanten Hefestammes (Walfridsson et al.,
1995) bzw. ermdglichte erst die L-Arabinose Umsetzung eines Stammes, der die
Enzyme eines bakteriellen L-Arabinose Stoffwechsels exprimierte (Becker und Boles,
2003).

In Arbeiten mit einem S. cerevisiae Stamm, der das Gen flr die Xylose-Isomerase (X7
aus Piromyces sp.) exprimiert (Kuyper et al., 2004), wurden die Hefe-eigenen Enzyme
Xylulokinase, Ribulose-5-Phosphat Isomerase, Ribulose-5-Phosphat Epimerase,
Transketolase und Tansaldolase Uberexprimiert. D-Xylose wird durch die Xylose-
Isomerase zu Xylulose umgesetzt, welches durch die Xylulokinase weiter zu Xylulose-

5-Phospat umgewandelt werden kann, einem Intermediat des Pentosephosphatweges
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Arbeiten von Johansson (2001) zeigten, dass ein limitierender Schritt in der
Pentoseumsetzung die Aktivitat der endogenen Xylulokinase darstellte und dass eine
Uberexpression des endogenen Enzyms die Xylose-Verwertung und die
Ethanolproduktion in rekombinanten S. cerevisiae Stimmen steigerte. Bei zusétzlicher
Uberexpression der endogenen Enzyme des nicht-oxidativen Teils des
Pentosephosphatweges konnte eine dreifach gesteigerte Xylose-Verwertung unter

anaeroben Bedingungen erzielt werden (Kuyper et al., 2004).

1.3.2 Arabinose-Verwertung durch S. cerevisiae

Neben den Versuchen einen Stoffwechselweg zur D-Xylose-Umsetzung in S. cerevisiae
einzufihren, sollte ebenfalls ein Stamm konstruiert werden, der in der Lage war L-
Arabinose zu verwerten.

Fur die L-Arabinose-Metabolisierung gab es ebenfalls die beiden Moglichkeiten, einen
bakteriellen oder einen eukaryontischen Stoffwechselweg in S. cerevisiae zu
exprimieren. Die Vor- und Nachteile der beiden verschiedenen Arten der

Verstoffwechselung sind dhnlich zu denen der Xylose-Umsetzung.

Eukaryontischer Stoffwechselweg:

In Arbeiten von Richard et al (2001; 2002) wurde ein eukaryontischer
Stoffwechselweg zum L-Arabinose Abbau in S. cerevisiae eingefiihrt. Die verwendeten
Gene stammten aus dem Pilz Trichoderma reesei und konnten funktionell in Hefe
exprimiert werden. Bei Uberexpression der Gene L-Arabinitol 4-Dehydrogenase (lad1),
L-Xylulose Reduktase (/xr1) aus Trichoderma reesei und den aus dem D-Xylose Abbau
erwéhnten Genen XYL, XYL2 und XKS1 konnte ein rekombinanter Stamm konstruiert
werden, der in der Lage war auf L-Arabinose als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen

(Richard et al., 2003). Seine Verdoppelungszeit lag bei mehreren Tagen.

Bakterieller Stoffwechselweg:

Versuche, L-Arabinose in Hefe (ber heterologe Expression von prokaryontischen
Enzymen umzusetzen, schlugen anfangs fehl. Drei Gene fiir einen L-Arabinose
Stoffwechselweg aus E. coli sollten in S. cerevisiae heterolog exprimiert werden
(Sedlak und Ho, 2001). Die Gene araA, araB und araD wurden unter Kontrolle starker,
konstitutiver Hefe-Promotoren in ein Plasmid Kkloniert. Die nachgewiesenen

Enzymaktivitaten fur die L-Ribulokinase und die L-Ribulose-5-Phosphat 4-Epimerase
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waren hoch, die L-Arabinose Isomerase hingegen zeigte nur 10% ihrer nativen
Aktivitat. Dieser Hefestamm war nicht in der Lage auf L-Arabinose zu wachsen oder es
zu fermentieren.

In den Arbeiten von Becker und Boles (2003) konnte erstmals erfolgreich ein Stamm
zur L-Arabinose Fermentation prasentiert werden, der einen bakteriellen

Stoffwechselweg des L-Arabinose Katabolismus exprimierte.

Der konstruierte Stamm von Becker und Boles (2003) JBY?25-4M ist in der Lage, auf L-
Arabinose als alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen und es zu Ethanol umzusetzen.
Hierfir wurden in S. cerevisiae die Gene eines bakteriellen Stoffwechselwegs
exprimiert, dessen Produkt in den Pentosephosphatweg miindet. Der eingefihrte
Stoffwechselweg bestand aus der L-Arabinose Isomerase von B. subtilis und der L-
Ribulokinase und L-Ribulose-5-Phosphat 4-Epimerase von E. coli. Zur verbesserten
Arabinose-Aufnahme wurde die Hefe-eigene Galaktose-Permease uberexprimiert. Trotz
funktioneller Form aller heterolog exprimierten Gene konnte der Stamm zunéchst nicht
wachsen. Nach wochenlangem Selektionieren auf L-Arabinose-haltigem Medium
konnte der Stamm JBY25-4M erhalten werden, der mit einer Verdopplungszeit von ca.
8 Stunden auf L-Arabinose als einziger Kohlenstoffquelle wuchs. Die
Ethanolproduktionsrate des Stammes lag in Tests unter Sauerstoff-limitierten
Bedingungen bei 0,06-0,08g Ethanol pro g Trockengewicht und Stunde.
Charakterisierungen von JBY?25-4M ergaben, dass zur L-Arabinose-Verwertung eine
verminderte Enzymaktivitat der L-Ribulokinase und eine gesteigerte Expression des
TALI-Gens, welches fiir die Transaldolase aus dem Pentosephosphatweg kodiert,
benétigt wurden. Die gesteigerte Transkription der Transaldolase beruhte auf
Duplikation des Chromosomenbereichs, auf dem sich das Gen TAL! befand. Die
reduzierte Aktivitdt der Kinase wurde durch einen Aminosdureaustausch in der
Substratbindestelle bewirkt. Dies fuhrte zu einer erniedrigten Affinitat der Kinase
gegenuber der Ribulose. Der Vorteil in der erniedrigten Kinaseaktivitat kann darin
begrindet sein, dass der zu Beginn des Stoffwechselweges liegende ATP-
verbrauchende Schritt zu einem kompletten Verbrauch des intrazellular vorliegenden
ATPs flhrt. Die Energiereserven der Zelle sind schon erschopft, bevor im Laufe des
weiteren Stoffwechselweges weiteres ATP gebildet werden kann. Da die Kinase durch
ihre Mutation eine verringerte Aktivitdt aufwies, lauft die Phosphorylierung nur

langsam ab und der ATP-synthetisierende Schritt im Stoffwechselweg kann erreicht
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werden, ohne dass es vorher zu einem Erliegen des Metabolismus kommt. Ahnliche

Modelle wurden fur den Glukose-Metabolismus aufgestellt (Teusink et al., 1998a).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Der konstruierte S. cerevisiae Stamm JBY25-4M (Becker und Boles, 2003) ist in der
Lage, L-Arabinose zu Ethanol zu fermentieren.

In der vorliegenden Arbeit sollte der bereits vorhandene Pentose-vergarende Hefestamm
unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen auf L-Arabinose-Wachstum optimiert werden.
Ein Teil der Arbeit bestand in der physiologischen Charakterisierung des neu
selektierten und des bereits vorhandenen L-Arabinose-vergdrenden Hefestammes. Es
konnte hier zum ersten Mal der L-Arabinose-Verbrauch gemessen werden. Der durch
repetitive  Selektion auf L-Arabiose-Wachstum optimierte Hefestamm wurde
molekulargenetisch charakterisiert. Sowohl genomische Veranderungen als auch
Veranderungen in den Plasmiden sollten untersucht werden.

Der Stamm JBY25-4M exprimiert die fur den L-Arabinose-Katabolismus notwendigen
Enzyme und Transporter von vier verschiedenen Plasmiden. Fir den industriellen
Einsatz eines rekombinanten Hefestammes ist es notwendig, die Gene des L-Arabinose
Metabolismus stabil in das Genom zu integrieren. In der vorliegenden Arbeit sollten die
drei essentiellen Arabinose-Stoffwechsel-Gene in den rDNA-Locus der Hefe integriert
werden.

Des weiteren sollte erstmals ein Hefestamm konstruiert werden, der in der Lage ist,
beide Pentosen, D-Xylose und L-Arabinose zu fermentieren. Hierfur wurden in den
Plasmid-freien optimierten Hefestamm sowohl die Gene des Stoffwechselweges fir den
Arabinose Katabolismus als auch des Xylose Katabolismus exprimiert. Der entstandene

Stamm wurde physiologisch charakterisiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stamme und Medien

2.1.1 Bakterienstamme

Tab. 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete E. coli Stamme

Stamm | Genotyp Quelle/Referenz

DH10B | F’, mcrd A-(mrr hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl | Gibco BRL
araAl39 A(ara, leu)7697 galU galK A rpsL endAl nupG
SURE el4 (McrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 endAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl | Stratagene
lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') wwrC [F’ proAB lacl’ZAMI15
Tnl0(Tet)]

Medien und Anzucht von E. coli

Vollmedium LB 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, pH 7,5 (Maniatis et al., 1982)

Fur die Selektion auf eine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde dem Medium
nach dem Autoklavieren 40ug/ml Ampicillin zugesetzt. Feste Nahrmedien enthielten
zusatzlich 2% Agar. Die Anzucht erfolgte bei 37°C.

2.1.2 Hefestamme

Tab. 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae Stimme

Stamm Genotyp/Plasmide Quelle/Referenz

JBY25 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-Al Becker und Boles (2003)
MAL2-8¢ SUC2 + unbekannte Mutationen
fiir besseres Wachstum auf L-Arabinose

JBY25-4M Genotyp siehe JBY?25 Becker und Boles (2003)
+p423H7araABs", p424H7araB", p425H7araD™, pHL125"

Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte S. cerevisiae Stamme

Stamm Genotyp Plasmide

BWYO01 Genotyp siehe JBY25

+ weitere Mutationen fur verbessertes Wachstum auf L-
Arabinose unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen
BWYO01A-4M | Genotyp siche BWY01 p423H7araABs™,
p424H7araB™,
p425H7araD"™, pHL125"
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BWY01B-4M | Genotyp siche BWYO01 p423H7araABs™,
p424HT7araB™,
p425H7araD", pHL125"
BWY-02 Genotyp siche BWYO01A p423H7araABsura®,
p424H7araB™,
p425H7araD",
integratives Xylose-
Plasmid YIpXR/XDH/XK

Medien und Anzucht von S. cerevisiae

Tab.4: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Medien zur Anzucht von S. cerevisiae

Vollmedium YEP 1% Hefeextrakt, 2% bakteriologisches Pepton, Kohlenstoffquelle in der
jeweils angegebenen Konzentration

synthetisches SC 0,67%  Yeast nitrogen base w/o amino acids, pH6,3,

Komplettmedium Aminosaure/Nukleobase-Lésung, Kohlenstoffquelle in der jeweils

(Selektivmedium) angegeben Konzentration

synthetisches SM 0,16% Yeast nitrogen base w/o amino acid and ammonium sulphate,

Minimalmedium 0,5% Ammoniumsulfat , pH6,3, Kohlenstoffquelle in der jeweils

angegeben Konzentration (Regenberger und Hansen, 2000)

Konzentration der Aminosauren und Nukleobasen im synthetischen Komplettmedium
(nach Zimmermann, 1975): Adenin (0,08mM), Arginin (0,22mM), Histidin (0,25mM),
Isoleucin (0,44mM), Leucin (0,44mM), Lysin (0,35mM), Methionin (0,26mM),
Phenylalanin  (0,29mM), Tryptophan (0,19mM), Threonin (0,48mM), Tyrosin
(0,34mM), Uracil (0,44mM), Valin (0,49mM).

Innerhalb dieser Arbeit wurden die Kohlenstoffquellen Glukose, Galaktose, Arabinose,
Xylose und Maltose verwendet. Glukose, Galaktose und Maltose wurden zusammen mit
dem Medium autoklaviert. Zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen bzw. auf Zellen mit
genomisch integriertem HIS3MX-Markergen wurde die jeweilige Aminoséure nicht
zugefigt. Die Selektion auf eine Geneticin-Resistenz erfolgte auf Vollmediumsplatten
mit 200ug/ml G418 (Longtine et al., 1998). Zur Selektion auf Verlust eines Plasmids
mit  URA3-Selektionsmarkergen wurden synthetische Komplettmediumsplatten
verwendet, die neben Uracil 1mg/ml 5-FOA enthielten (Boeke et al., 1984). Feste Voll-
und Selektivmedien enthielten zusétzlich 2 % Agar. Die Anzucht der Hefezellen
erfolgte bei 30°C.



Material und Methoden

19

2.1.3 Plasmide

Tab. 5: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Quelle/Referenz Beschreibung
p423HXT7-6HIS | Becker und Boles, 2003 | 2p-Expressionsplasmid far die Uberexpression
(=p423H7) verschiedener Gene und fiir die Fusionierung der E. coli L-

p424HXT7-6HIS
(=p424H7)

p425HXT7-6HIS
(=p425H7)

p426HXT7-6HIS

(=p426H7)

puUG6

pHL125"

p423H7araABs"™

p424H7araB

p424H7araB"™

p425H7araD™

YIpXR/XDH/XK

pSH47

Becker und Boles, 2003

Becker und Boles, 2003

Hamacher et al., 2002

Glldener et al., 1996

Liang und Gaber, 1996

Becker und Boles, 2003

Becker und Boles, 2003

Becker und Boles, 2003

Becker und Boles, 2003

Eliasson et. al., 2000

Gildener et al., 1996

Arabinose Isomerase mit einem Hisg-Epitop; HIS3-
Selektionsmarkergen, HXT7-Promotor und
CYCI-Terminator (Hamacher et al., 2002)

2u-Expressionsplasmid fir die

verkirzter

Uberexpression
verschiedener Gene und fir die Fusionierung der mutierten
und der Wildtyp E. coli L-Ribulokinase mit einem Hisg-
Epitop; HXT7-
Promotor und CYCI-Terminator (Hamacher et al., 2002)

TRPI1-Selektionsmarkergen, verkirzter

2U-Expressionsplasmid far die Uberexpression
verschiedener Gene;
verkurzter ~ HXT7-Promotor  und
(Hamacher et al., 2002)
2u-Expressionsplasmid zur Uberexpression von Genen und
Hisg-Epitop; URA3-
HXT7-Promotor und

LEU2-Selektionsmarkergen,
CYCI-Terminator

zur Herstellung eines

Selektionsmarkergen,  verkurzter
CYCI-Terminator

DNA-Vorlage fiir die Amplifizierung der loxP-kanMX-
loxP-Kassette als Selektionsmarker

2u-Plasmid mit dem GAL2-Gen exprimiert hinter dem
ADH -Promotor, URA3-Selektionsmarkergen; reisoliert aus
JBY25-4M

B.subtilis araA in p423HXT7-His, reisoliert aus JBY25-4M
E. coli araB in p423HXT7-His

E. coli araB in p423HXT7-His; reisoliert aus JBY?25-4M,
Mutation in araB

E. coli araD in p425HXT7-His; reisoliert aus JBY25-4M

integratives 2p-Plasmid mit den Genen XYLI, XYL2 und
XKS1; XYLI unter Kontrolle des ADH-Promotor und
Terminator, XYL2 und XKSI unter Kontrolle des PGK-
Promotor und Terminator, HIS3-Selektionsmarkergen,

Cre-Rekombinase hinter dem GALI-Promotor der Hefe;

URA3-Selektionsmarkergen



Material und Methoden 20

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit konstruiertes Plasmid

Plasmid Beschreibung

p423H7araAbsura Das 1,8 kb groBe Fragment des arad-Gens wurde von dem Plasmid
p423H7araABs mittels PCR amplifiziert und durch in-vivo Rekombination in
den mit EcoRl/BamH| geschnittenen Vektor p426HXT7-6His kloniert.

2.2 Synthetische Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma  biomers.net (Ulm)
synthetisiert. Das Losungsvolumen der Oligonukleotide in Wasser wurde so gewadhlt,

dass eine Endkonzentration von 100pmol/pl erreicht wurde.

Tab. 7: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo- Sequenz (5" —» 3") Beschreibung/Verwendung

nukleotid

Epi-1 CGTACCTTCAACCACTTCACC Aufwértsprimer zum Nachweis von araD

Epi-2 CGATGCAGCGCAAATGCCCGG Abwartsprimer zum Nachweis von araD

Gal2-a TGTGTGTTGCCTTCGGCGGC Abwaértsprimer zum Nachweis von Gal2

Gal2-b AATGGCAGATGTGATGAATG Aufwértsprimer zum Nachweis von Gal2

Iso-1 GCTTCACTGTACTCCGCTTC Aufwaértsprimer zum Nachweis von arad

Iso-2 TGGAAGCCGGAGCCGTCATTG Abwaértsprimer zum Nachweis von araA

k3kanMX TATGGAACTGCCTCGGTGAG Kontrolle der Integration von kanMX; Bindestelle im kanMX-

Gen

kanhom1 GAGACCGGCAGATCCGCGGCCGCATA | Abwaértsprimer zur Amplifikation von kanMX aus pUG6

GGCCACTAGTGGATCTG

kanhom1-2 GAGACCGGCAGATCCGCGGCCGCATA | Abwartsprimer zur Amplifikation von kanMX aus pUG6
GGCCACTAGTGGATCTGATATCACCTA | (Sequenz wie Primer kanhom1 mit 10 Nucleotiden Verlangerung
im 3"Bereich)

kanhom2 CAGATCCACTAGTGGCCTATGCGGCCG | Aufwirtsprimer zur Amplifikation von araD aus p425H7araD™
CGGATCTGCCGGTCTCGAGCTCGTAGG | (homologe Uberhange zu Primer kanhom1-2)

AACAATTTCG
kanhom2lso CAGATCCACTAGTGGCCTATGCGGCCG | Aufwartsprimer zur Amplifikation von araD aus p425H7araD™
CGGATCTGCCGGTCTCGTACCGGCCGC | (homologe Uberhange zu Primer kanhom1-2)

AAATTAAAG
kanP1-1 CTTCTACGGTTAATACTTTCCTCTTCGT | Aufwartsprimer zur Amplifikation von kanMX aus pUG6
CTTTTTCTACACCCTCTTCGTACGCTGC (homologe L"Jberh'ange zum rDNA-Locus)

AGGTCGAC
kanP1-1lso GCCGCATTACACTATATGATCGTAGTA | Aufwértsprimer zur Amplifikation von kanMX aus pUG6
CATCTTACAACTCCGCATACCGCGCTT (homologe Uberhange zum rDNA-Locus)
CGTACGCTGCAGGTCGAC
Kin-1 AATCGGTGCGGGCGTCGAGC Aufwartsprimer zum Nachweis von araB
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Kin-2

rDNA1L
rDNA2
rDNAG1-1

rDNAG1-2

rDNAkanl

rDNAkan2

rDNAP2-1

rDNAP2-2

rDNAP3-1

rDNAP3-2

seqCYC1
Seqp426HXT7
WTKinH11

WTKinH12

GCACGCAGACATCCCATCAG

GCCATATCTACCAGAAAGCAC
GCTTGCTGGCGAATTGCAATG
CTTCTACGGTTAATACTTTCCTCTTCGT
CTTTTTCTACACCCTCGAGCTCGTAGG
AACAATTTCG

AAATGTTAGTGCAGGAAAGCGGGAAG
GAATAAGAAGCAACTAAACGGTACCG
GCCGCAAATTAAAG

ATATTGCACTGGCTATTCATCTTGCACT
TTTCCTCTTTCTTCTTCCCAGTTTCGTA
CGCTGCAGGTCGA

GGCAGTTTCTAGGGAATGATGATGGCA
AGTTCCAGAGAGGCAGCGTAAAAGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

GCCGCATTACACTATATGATCGTAGTA
CATCTTACAACTCCGCATACCGCGGTA
CCGGCCGCAAATTAAAG

ACTTAACAGATATGGAATGGTTGGCGA
AGTAAATTTTTGGCGACGCGGCGGAGC
TCGTAGGAACAATTTCG

ATATTGCACTGGCTATTCATCTTGCACT
TTTCCTCTTTCTTCTTCCCAGTGAGCTC
GTAGGAACAATTTCG

GGCAGTTTCTAGGGAATGATGATGGCA
AGTTCCAGAGAGGCAGCGTAAAAGGT
ACCGGCCGCAAATTAAAG

GGCGTGAATGTAAGCGTGAC
CAAACAAGCTCAACTTGTC
TTCAACATCTAGTAGTGTTACTTAAGC
CTGTTAGGATGTTGTTTTTAGGTGAGCT
CGTAGGAACAATTTCG

ATCCATTGAGATCGACTCGGTTATCTG
TTAATGGAAATTATTGCTAGTAGGTAC
CGGCCGCAAATTAAAG

Abwartsprimer zum Nachweis von araB

Aufwértsprimer zur Sequenzierung des rDNA-Locus
Abwartsprimer zur Sequenzierung des rDNA-Locus
Aufwaértsprimer zur Amplifikation von araB aus p424H7araBs
mit HXT7-Promoter zur Klonierung in den rDNA-Locus
(homologe Uberhange zum rDNA-Locus)
Abwartsprimer zur Amplifikation von araB aus p424H7araBs
mit CYCI-Terminator zur Klonierung in den rDNA-Locus (
homologe Uberhange zum rDNA-Locus)

Aufwaértsprimer zur Amplifikation von kanMX aus pUG6 zur
Klonierung in den rDNA-Locus (homologe Uberhidnge zum
rDNA-Locus)

Aufwartsprimer zur Amplifikation von kanMX aus pUG6 zur
Klonierung in den rDNA-Locus (homologe Uberhidnge zum
rDNA-Locus)

Aufwaértsprimer zur Amplifikation von ara4 mit HXT7-Promotor
aus p423H7araABs™ zur Klonierung in den rDNA Locus

(homologe Uberhinge zum rDNA-Locus)

Abwaértsprimer zur Amplifikation von ara4 mit CYCI-Termintor
aus p423H7araABs™ zur Klonierung in den rDNA Locus
(homologe Uberhange zum rDNA-Locus)

Aufwirtsprimer zur Amplifikation von araB™' mit HXT7-
Promotor aus p423H7araABs zur Klonierung in den rDNA
Locus (homologe Uberhange zum rDNA-Locus)

Abwartsprimer zur Amplifikation von araB™' mit CYCI-
Terminator aus p423H7araABs zur Klonierung in den rDNA
Locus (homologe Uberhange zum rDNA-Locus)

Abwartsprimer zur Amplifikation des CYCI-Terminators
Aufwartsprimer zur Amplifikation des HXT7-Promotors
Aufwértsprimer zur Amplifikation der WT-Kinase araB mit
HXT-Promotor aus p423H7araABs™ zur Klonierung in den
rDNA Locus (homologe Uberhange zum rDNA-Locus)
Abwartsprimer zur Amplifikation der WT-Kinase araB mit
CYCI-Terminator aus p423H7araABs™ zur Klonierung in den
rDNA Locus (homologe Uberhange zum rDNA-Locus)
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2.3 Enzyme, Chemikalien und weitere Materialien

Tab. 8: In dieser Arbeit verwendete Enzyme, Chemikalien und weitere Materialien

Quelle/Referenz

Enzyme, Chemikalien, Material

Acros Organics
biomers
Braun-Melsungen
Calbiochem
Difco

Gibco BRL / Invitrogen
J.T.Baker

New England Biolabs
(NEB)

MBI

Merck

Oxoid

Qiagen

Research Genetics
Riedel-de Haen

Roche

Roth

Serva

Sigma / Fluka

Stratagene
TRC Toronto Re-search

Chemicals Inc.

Arginin, Galaktose, Lysin, Maltose, Natriumacetat, Phenylalanin

synthetische Oligonukleotide

Glasperlen (& 0,45mm)

G418 Sulfat/Geneticin

bakteriologischer Hefeextrakt, bakteriologisches Trypton, Maltose, Pepton, Yeast
nitrogen base w/o amino acids, Yeast nitrogen base w/o amino acid and
ammonium sulphate

UltraPure Agarose, E.coli Stimme, T4-DNA-Ligase

di-Kaliumhydrogenphosphat, Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat,
Magnesiumchlorid, Schwefelsaure

Restriktionsenzyme, Rinderserumalbumin (BSA)

Lambda-Phagen-DNA, dNTP Set
Adenin, Alanin, EDTA, Leucin, Magnesiumchlorid, 2-Propanol, Salzséure, Uracil
bakteriologischer Agar, Hefeextrakt, bakteriologisches Pepton

QIlAprep Spin Miniprep Kit, Plasmid Mini Kit, QIAquick PCR Purification Kit,
QlAex Il Gel Extraction Kit

synthetische Oligonukleotide (Yeast GENEPAIRS)

Essigsaure, Ethanol

alkalische Phosphatase, Expand™ High Fidelity PCR System, Hering-Sperma
DNA

Adenin, Ammoniumsulfat, Ampicillin, L(+)-Arabinose, Essigsaure, Ethanol,
Ethidiumbromid, Galaktose, Glasperlen, Glukose, Glycin, Glycerin, Histidin, 1so-
KOH, Lithiumacetat,

Phenylalanin, Prolin, Salzséure, Threonin, Tyrosin, Valin, D(+)-Xylose

leucin, Isopropanol, Lysin, Methionin, Natronlauge,

Calciumchlorid, Glycerin, Rinderserumalbumin (BSA), Bromphenolblau
Ampicillin, Ethidiumbromid, Glycin, Lithiumacetat, synthetische Oligonukleotide,
Tris, PEG 3350

E.coli Stamm
5-Fluoroorotsdure (5-FOA)

2.4 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen von Plasmid-DNA wurde von der Firma SRD (Scientific

Research and Development GmbH, Oberursel) durchgefuhrt.
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2.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch in einem Wellenldangenbereich
von 240-300nm gemessen. Liegt die Reinheit der DNA, bestimmt durch den Quotient
E260nm/E280nm, bei 1,8, so entspricht die Extinktion Ezsonm=1,0 einer DNA-Konzentration
von 50ug dsDNA/mI (Maniatis et al., 1982).

2.6 Transformation

2.6.1 Transformation von E. coli

Die Transformation der E. coli Zellen erfolgte durch die Elektroporationsmethode nach
Dower et al. (1988) und Wirth (1989) mittels eines Easyject prima Gerats (EQUIBO).

2.6.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae Stammen mit Plasmid-DNA bzw. DNA-
Fragmenten erfolgte nach der Lithiumacetat-Methode von Gietz und Woods (1994). Zur
Selektion auf eine Geneticin-Resistenz wurden die Zellen nach der Transformation fur
4h bei 30°C in Vollmedium inkubiert und im Anschluss auf G418-haltigen
Mediumsplatten ausplattiert. Bei Transformation mit den PCR-Fragmenten fir eine
gleichzeitige Integration der Arabinose-Stoffwechsel-Gene wurden die Zellen nach der
Transformation fir 4h bei 30°C in Vollmedium inkubiert, im Anschluf mit H,O
gewaschen und auf synthetische Minimalmediumsplatten ausplattiert, welche Uracil,
Tryptophan, Histidin, Leucin, 0,1%Hefeextrakt, 0,2% Pepton sowie 2% L-Arabinose

enthielten.

2.7 Praparation von DNA

2.7.1 lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode der alkalischen
Lyse von Birnboim und Doly (1979), modifiziert nach Maniatis et al. (1982) oder
alternativ mit dem ,,QlAprep Spin Miniprep Kit* der Firma Qiagen.

Hochreine Plasmid-DNA flir Sequenzierungen wurde mit dem ,,Plasmid Mini Kit“ der
Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers prépariert.
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2.7.2 lsolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen einer stationdren Hefekultur (5ml) wurden durch Zentrifugation geerntet,
gewaschen und in 400ul Puffer P1 (Plasmid Mini Kit, Firma Qiagen) resuspendiert.
Nach Zugabe von 400pl Puffer P2 und %/; Volumen Glasperlen (& 0,45mm) erfolgte
der Zellaufschluss durch 5-minttiges Schitteln auf einem Vibrax (Vibrax-VXR von
Janke & Kunkel oder 1KA). Der Uberstand wurde mit ¥2 Volumen Puffer P3 versetzt,
gemischt und fur 10min auf Eis inkubiert. Nach einer 10-minutigen Zentrifugation bei
13000rpm wurde durch Zugabe von 0,75ml Isopropanol zum Uberstand die Plasmid-
DNA bei Raumtemperatur gefallt. Die durch Zentrifugation fiir 30min bei 13000rpm
pelletierte DNA wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20ul
Wasser resuspendiert. 1ul der DNA wurde fir die Transformation in E. coli (2.6.1)

eingesetzt.

2.8 Enzymatische Modifikation von DNA

2.8.1 DNA-Restriktion

Sequenzspezifische Spaltungen der DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden unter
den vom Hersteller empfohlenen Inkubationsbedingungen fir 2-3 Stunden mit 2-5U

Enzym pro pg DNA durchgefihrt.
2.8.2 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 20ul Ansatz bestehend aus
Vektor-DNA, einem 3-5fachem molarem UberschuR an Fragment-DNA und 1U T4-
Ligase fiir 1h bei 22°C. Die Inaktivierung der Ligase erfolgte bei 65°C fur 10 min.

2.9 DNA-Amplifizierung mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50ul mit dem
-Expand™ High Fidelity PCR System*“ der Firma Roche nach Angaben des Herstellers.
Jeder Ansatz bestand aus 1-10ng DNA oder 1-2 Hefekolonien als Synthesevorlage,
0,2mM dNTP-Mix, 1xPuffer 2 (enthélt 1,5mM MgCl,), 1U Polymerase und je 100pmol
der entsprechenden Oligonukleotidprimer. Im Falle des Einsatzes ganzer Hefezellen
wurden diese mit einem sterilen Zahnstocher von einer Agarplatte abgenommen und in

einem Reaktionsgefal fir 2min in der Mikrowelle erhitzt bevor die (brigen
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Komponenten zugefligt wurden. Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der

Firma Techne durchgefiihrt und die PCR-Bedingungen nach Bedarf wie folgt gewéhit:

1. 1x 4min, 95°C Denaturierung der DNA

2. 16-30x  30sec, 95°C Denaturierung der DNA
30sec, 56-68°C Annealing/Bindung der Primer an die DNA
0,5-3min, 72°C DNA-Synthese/Elongation

3. 1Ix 7min, 72°C DNA-Synthese/Elongation

Nach dem ersten Denaturierungsschritt wurde die Polymerase zugegeben (,,hot start
PCR"). Die PCR-Produkte wurden durch eine Agarosegelelektrophorese tberprift und
bei Bedarf wie unter 2.10 oder 2.12 beschrieben aufgereinigt.

2.10 DNA-Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem ,,Qiaquick PCR Purification
Kit“ der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers.

2.11 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer GréRe von 0,15-20kb erfolgte in 0,5-
1%igen Agarosegelen mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid. Als Gel- und Laufpuffer wurde
IXTAE-Puffer (40mM Tris, 40mM Essigsaure, 2mM EDTA) verwendet (Maniatis et
al., 1982). Als GrolRenstandard diente eine mit den Restriktionsendonukleasen EcoRl
und Hindlll geschnittene Lambda-Phagen-DNA. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit Y10 Volumen Blaumarker (1IXTAE-Puffer, 10% Glycerin, 0,004%
Bromphenolblau) versetzt und nach der Auftrennung durch Bestrahlung mit UV-Licht

(254nm) sichtbar gemacht.

2.12 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde aus dem TAE-Agarosegel unter langwelligem
UV-Licht (366nm) ausgeschnitten und mit dem ,,QIAquick Gel Extraction Kit* der

Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert.
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2.13 Klonierung von Plasmiden durch in vivo-Rekombination

Fur eine in vivo-Klonierung von DNA-Fragmenten in S. cerevisiae wurde zundchst die
zu klonierende DNA-Sequenz in einer PCR (2.9) amplifiziert. Die eingesetzten
Oligonukleotide binden im Promotor- sowie im Terminator-Bereich des Gens araA. Die
amplifizierte DNA-Sequenz besitzt an den Enden Homologien zu dem gewahlten
Integrationsbereich im Zielvektor p426HXT7-His. Der Vektor wurde durch Restriktion
im Integrationsbereich linearisiert (2.8.1), gereinigt (2.12) und zusammen mit dem
PCR-Produkt in die Hefe transformiert (2.6.2). Die Zellen wurden im Anschluss auf
Selektivmedium ausplattiert, dem fur die Selektion auf den Auxotrophiemarker des
Vektors die entsprechende Aminosdaure fehlte. Somit konnten nur solche
Transformanten wachsen, die aufgrund homologer Rekombination des DNA-
Fragmentes bzw. der DNA-Fragmente mit dem linearisierten Vektor ein stabiles,
zirkularisiertes Plasmid besallen. Die Plasmide wurden isoliert (2.7.2), in E. coli

amplifiziert (2.6.1) und durch eine anschlieBende Restriktionsanalyse (2.8.1) tberprft.

2.14 Genomische Integration durch homologe Rekombination

Gleichzeitige Integration der Arabinose-Gene:

Fur eine genomische Integration von DNA-Fragmenten in den rDNA-Locus von S.
cerevisiae wurde die zu integrierende DNA-Sequenz in einer PCR-Reaktion mit 18
Zyklen amplifiziert (2.9). Die eingesetzten Oligonukleotide binden an den Anfang bzw.
an das komplementire Ende der zu amplifizierenden Sequenz und besitzen Uberhiange,
die homolog zu den Gensequenzen sind, in die das PCR-Produkt integrieren soll. Als
Integrationsstelle wurde der rDNA-Bereich zwischen dem 5S-Gen und der HOT1-
Region innerhalb der NTS1 von S. cerevisiae gewahlt bzw. der Region hinter dem /xt1-
Gen. Die PCR-Produkte wurden gemeinsam in den Hefestamm JBY25 transformiert
(2.6.2). Die Zellen wurden im Anschluss auf Selektivmedium ausplattiert, welches
neben 2% L-Arabinose zusétzlich 0,1% Hefeextrakt und 0,2% Pepton enthielt. Somit
konnten nur solche Transformanten wachsen, die aufgrund homologer Rekombination

alle PCR-Fragmente in das Genom integriert hatten.

Schrittweise Integration der Arabinose-Gene:
Fur eine schrittweise Integration von DNA-Fragmenten in S. cerevisiae wurde zundchst

die zu integrierende DNA-Sequenz und der Selektionsmarker kanMX in getrennten
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PCR-Reaktionen mit 18 Zyklen amplifiziert (2.9). Die eingesetzten Oligonucleotide zur
Amplifikation von araD und kanMX wurden so gewahlt, dass sie Uberlappende
Uberhange besaBen, die eine homologe Rekombination zwischen araD und kanMX
gewabhrleisteten sowie Homologien zur rDNA aufwiesen, die eine anschlieende
Integration des Fusionsprodukts ermdglichten. Die PCR-Produkte wurden gemeinsam
in den Hefestamm JBY25 transformiert (2.6.2). Die Zellen wurden im Anschluss zur
Selektion auf Integration des Geneticin-enthaltenen Fusionsproduktes nach der
Transformation flr 4h bei 30°C in Vollmedium inkubiert und im Anschluss auf G418-
haltigen Mediumsplatten ausplattiert. Die Transformanten wurden durch anschlielende
Kolonie-PCR uUberprift (2.9).

2.15 Bestimmung der Wachstumsrate

Zur Bestimmung der Wachstumsraten wurden die Stdamme in Minimalmedium mit 2%
des jeweiligen Zuckers herangezogen, dieses entweder direkt zum Animpfen verwendet
oder zuvor zweimal mit Wasser gewaschen. Mit einer Anfangs-ODgo von 0,2-07 (2-7 X
10° Zellen/ml) wurde in Minimalmedium mit 2% L-Arabinose oder 2% D-Xylose oder
2% L-Arabinose mit 2% D-Xylose angeimpft. Im Zeitraum von 2-12 h wurde jeweils
eine 100 pl Probe entnommen und diese in einer entsprechenden Verdinnung mit
Wasser gegen eine Probe mit Wasser als Referenz bei 600nm spektralphotometrisch

gemessen.

2.16 Bestimmung der Pentoseumsetzung

Fur die Bestimmung der Pentoseumsetzung unter aeroben Bedingungen wurden die
Zellen in Minimalmedium mit 2% des jeweiligen Zuckers herangezogen. In einem Fall
wurde die Vorkultur zweimal mit Wasser gewaschen, in den anderen Féllen diente sie
dirkekt als Inokulum. Angeimpft wurde mit einer Anfangs-ODgyo von 0,2 (2 x 10°
Zellen/ml). Die Transformanten wurden in Erlenmeyerkolben bei 30°C schittelnd
kultiviert. In Abstdnden von 2-12 h wurden Uber einen Zeitraum von 170 h 600 pl
Proben abgenommen und diese sofort gekihlt. Die Probe wurde bei 4°C fir 15 min bei
13000 rpm abzentrifugiert und aus dem Uberstand 450 pl entnommen. Die
Proteinfallung wurde mit 50%iger Sulfosalizylsdure durchgefiihrt. 1/10 Volumen
Sulfosalizylsédure wurde auf die Proben gegeben, gemischt und fir 20 min bei 13000
rpm bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und nach einer
weiteren Verdunnung mit Wasser konnten die Proben fur die Messung eingesetzt
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werden. Als Standarts dienten Proben mit L-Arabinose, D-Xylose und Ethanol welche
in Konzentrationen von 0,05%w/v, 0,1%w/v, 0,5%w/v und 1,0%w/v eingesetzt wurden.
Die Zuckerkonzentrationen sowie die Ethanolkonzentration wurden mittels BioLC
(Dionex) gemessen. Es wurde der Autosampler ,,AS50%, der S&ulenofen ,,TCC-100,
der RI-Detektor ,,RI-101* (Shodex) und die Gradienten-Pumpe ,,GS50“ bei der
Messung verwendet.

Die Messung der Proben wurde mit der Séule VA 300/7.7 Nucleogel Sugar 810 H
durchgefiihrt. Diese S&ule wird flir die chromatographische Trennung von einer
Vielzahl polarer organischer Verbindungen eingesetzt. Die Trennung der Analyten
basiert auf einer Kombination verschiedener Mechanismen. lonenausschluss- und
lonenaustauscheffekte sowie hydrophobe Wechselwirkungen und sterischer Ausschluss
spielen bei der Analytentrennung auf der S&ule eine Rolle. Als Software fir die

Auswertung der Daten wurde das Programm Chromeleon Version 6.50 verwendet.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Selektion eines optimierten L-Arabinose verwertenden Hefestammes

Der Stamm JBY25-4M ist in der Lage, L-Arabinose zu Ethanol zu fermentieren (Becker
und Boles, 2003).

Der Stamm JBY25-4M sollte auf verbessertes Wachstum mit L-Arabinose als einzige
Kohlenstoffquelle unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen hin selektiert werden. Dazu
wurde der Stamm in flussigem synthetischem Komplett-Selektivmedium mit 2% L-
Arabinose, 0,1% Hefeextrakt und 0,2% Pepton inkubiert. Die Inkubation erfolgte unter
leichtem Rihren tber 17 Wochen bei 30°C in verschlossenen Reagenzglasern. Der
Stamm wurde jeweils nachdem er die stationare Phase erreicht hatte mit einer Anfangs-
ODgoonm VOn 0,2 in frisches Medium tberimpft.

Nach 17 Wochen repetitiver Selektion wurde die Kultur auf Platte ausgestrichen und es
wurde mit zwei Einzelkolonien weitergearbeitet. Genannt wurden die beiden neuen
Stdimme BWY01A-4M und BWY01B-4M.

Wachstumskurven von JBY25-4M und BWYO01A-4M

(Sauerstoff-limitiert)
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Abb.3: Wachstumskurven des S. cerevisiae Stammes JBY25-4M und dem selektierten Stamm
BWYO01A-4M unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen im Vergleich, in synthetischem
Minimalmedium mit 2% L-Arabinose bei pH5. Die Stdmme wurden in synthetischem
Minimalflussigmedium mit 2% L-Arabinose herangezogen, nach 2 Tagen in das selbe Medium mit einer
Anfangs-ODgym VON ca. 0,6-0,8 umgeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 30°C leichtem Rihren. Die
Wachstumsraten wurden alle 2 bis 24 Stunden durch Messung der optischen Dichte bei 600nm bestimmt.
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Das Wachstumsverhalten des selektierten Stammes BWYO01A-4M wurde im Vergleich
zu dem Stamm JBY25-4M unter Sauerstoff-limitierten sowie unter aeroben

Wachstumsbedingungen in Flussigmedium mit 2% L-Arabinose getestet.

Zur Analyse des Wachstumsverhalten der beiden Stdmme unter Sauerstoff-limitierten
Bedingungen wurden diese in synthetischem Minimalflissigmedium mit 2% L-
Arabinose herangezogen und nach zwei Tagen in das selbe Medium mit einer Anfangs-
ODgoonm voOn ca. 0,7 umgeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 30°C unter leichtem
Ruhren in kleinen Reagenzglasern, die mit Gummistopfen abgedichtet wurden. Damit
dass sich im Laufe der Fermentationsprozesse entwickelnde CO; aus den geschlossenen
GeféaRen entweichen konnte, wurden Nadelspitzen in die Gummistopfen gesteckt. Die
Probenentnahme erfolgte mittels einer Spritze.

Das Ergebnis des Wachstumstests unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen ist in
Abbildung 3 dargestellt.

Wachstumskurven von JBY24-4M und BWYO01A-4M
(aerob)
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Abb.4: Wachstumskurve des S. cerevisiae Stammes JBY25-4M und dem selektierten Stamm
BWY01-4M unter aeroben Bedingungen im Vergleich, in synthetischem Minimalmedium mit 2%
L-Arabinose bei pH5. Die Stdmme wurden in synthetischem Minimalflissigmedium mit 2% L-
Arabinose herangezogen, nach 2 Tagen in das selbe Medium mit einer Anfangs-ODggonm VON ca. 0,2
umgeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 30°C in Schuttelkolben. Die Wachstumsraten wurden alle 2 bis
24 Stunden durch Messung der optischen Dichte bei 600nm bestimmt.

Fur die Aufnahme der Wachstumskurve unter aeroben Bedingungen wurden die beiden
Stamme ebenfalls in synthetischem Minimalfliissigmedium mit 2% L-Arabinose

angezogen. Nach zwei Tagen Wachstum wurden die Kulturen in das selbe Medium mit
einer Anfangs-ODgoonm VON ca. 0,2 umgeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 30°C in
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Schiittelkolben. Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse der Wachstumskurven der beiden
Stamme JBY25-4M und BWYO01A-4M unter aeroben Bedingungen.

Wie aus den Abbildungen 3 und 4 hervorgeht, zeigte der selektierte Stamm BWY01-4M
in  Wachstumstests unter Sauerstoff-limitierten und aeroben Bedingungen ein
verbessertes Wachstum auf L-Arabinose. Stamm BWYO01A-4M konnte schneller
wachsen und erreichte eine hohere End-Zelldichte. Die Verdopplungszeit war unter
aeroben Bedingungen mit 4 Stunden doppelt so hoch wie von Stamm JBY25-4M. Aus
dem gezeigten verbesserten L-Arabinose-Wachstum liel? sich schlief3en, dass im Laufe
des Selektionsverfahrens Mutationen im Genom und/oder in den Plasmiden von JBY 25-

4M aufgetreten sein mussten.

3.2 Charakterisierung des Stammes BWY01A-4M und seiner Mutationen

Das verbesserte Wachstum von BWYO01lA-4M ist auf spontane Mutationen
zurlickzufuhren, auf die durch den gegebenen Selektionsdruck auf Arabinose-
Verwertung selektiert wurde. Der neu erhaltene Stamm enthélt die vier Plasmide mit
den Genen des Arabinose-Stoffwechsels. Folglich konnten sich Mutationen bei dem
Plasmid-transformierten Stamm entweder im Genom ereignen und/oder sie konnten die
Plasmid-kodierenden Gene betreffen. Mutationen im Genom kdnnen sich auch auf die
auf Plasmiden befindlichen Gene auswirken.

Wichtig fir eine effiziente Arabinose-Verwertung scheint auch das Verhaltnis der
Plasmide zueinander zu sein (Becker und Boles, 2003). So kdnnte ein verbessertes
Arabinose-Wachstum nicht durch Mutationen sondern durch ein optimiertes

Zahlenverhéltnis der Plasmide zueinander verursacht worden sein.

Zum Auffinden der Ursache fur das verbesserte Arabinose-Wachstum von BWYO01A-
4M auf L-Arabinose war es notwendig, die Plasmide aus dem Stamm zu isolieren und
beides, die Plasmide und den Plasmid-freien Hefestamm, getrennt voneinander zu

analysieren.

Quantifizierung der Plasmide:

Die Plasmide wurden aus dem Stamm JBY25-4M, aus BWYO01A-4M und aus einem
weiteren Stamm BWY01B-4M quantifiziert. Der Stamm BWY01B-4M wurde ebenfalls
17 Wochen selektiert, zeigte aber nicht das gleiche verbesserte Wachstum auf
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Arabinose wie Stamm BWYO01A-4M (Daten nicht gezeigt). Die Stdamme wurden in
synthetischem Minimalmedium mit 2% Arabinose herangezogen. Waéhrend der
exponentiellen Wachstumsphase wurden Proben fir die anschlieBende Plasmid-
Isolierung abgenommen. BWYO01A-4M wurde in mehreren unabh&ngigen Kulturen
angezogen. Die isolierten Plasmide wurden in E. coli transformiert und die
Transformanten auf LB-Medium mit Ampicillin ausplattiert.

Zur Quantifizierung des Zahlenverhaltnisses der Plasmide zueinander wurde von
einzelnen Kolonien der E. coli-Transformanten Plasmid-Préparationen durchgefihrt.
Mittels Restriktionskartierung wurde jeweils bestimmt, um welches Plasmid es sich
handelte. Die Plasmide wurden mit Sacl/Kpnl geschnitten.

Es stellte sich heraus, dass aus den 30 getesteten Plasmid-Praparationen von JBY25-4M
hauptsachlich die Plasmide p423H7araABs™ und pHL125" isoliert werden konnten.
Beide machten jeweils schon fast 40% der nachgewiesenen Plasmide aus. Plasmid
p424araB™ war mit 20% in dem Stamm vertreten. Hingegen konnte Plasmid
p425H7araD™ nur ein Mal nachgewiesen werden.

Aus dem Stamm BWYO01B-4M, der trotz Selektion kein deutlich verbessertes L-
Arabinose Wachstum aufwies, wurde bei den 20 getesteten Plasmid-Praparationen mit
85% fast ausschlieBlich das Plasmid p423H7araABs"™ isoliert. Nur jeweils in einem Fall
konnte pHL125", p424H7araB"™ und p425H7araD"™ nachgewiesen werden.

Bei dem Stamm BWYO01A-4M, der verbessertes L-Arabinose Wachstum aufwies, hatte
sich das Plasmid-Verhaltnis deutlich zu einem Plasmid verschoben, welches durch
Restriktionskartierung keinem der transformierten Plasmide entsprach. In dem
Bandenmuster dhnelte es dem Plasmid p423H7araABs™. Es wurde p423H7verlsol
genannt. Zusatzlich konnte aus dem optimierten Stamm ein weiteres, verandertes
Plasmid nachgewiesen werden, welches sich deutlich durch seine GroRe unterschied.
Dieses bekam den Namen p423H7verlso2. Unveranderte Plasmide konnten aus
BWYO01A-4M kaum isoliert werden. VVon den 60 getesteten Plasmid-Praparationen aus
E. coli von dem Stamm BWYO01A-4M entsprachen mehr als 80% dem neuen Plasmid
p423H7verlsol, nur 7% machte das andere veranderte Plasmid p423H7verlso2 aus. Das
Plasmid p423H7araABs™ wurde mit einem Anteil von 5%, p424H7araB"™ mit 4% und
pHL125" mit 2% quantifiziert. Plasmid p425H7araD™ konnte in dem optimierten
Stamm nicht nachgewiesen werden. Die unverénderten Plasmide nahmen mit insgesamt

10% einen geringen Anteil bei der Plasmid-Verteilung ein.
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Aufgrund des erhaltenen Ergebnisses sollten die veranderten Plasmide genauer
analysiert werden, da sie vielleicht ein Grund fir das verbesserte L-Arabinose-
Wachstum von BWYO01A-4M waren.

Fur weitere Quantifizierung des Plasmid-Verhéltnisses in BWYO01A-4M wurde ein
PCR-Ansatz gewahlt. In der PCR (Denaturierung 30sec bei 95°C; Annealing flr 30sec
bei 56°C; DNA-Synthese fiir 2min bei 72°C; 25 Zyklen; Primer: seqp426HXT7,
seqCYC1) diente die Plasmid- Praparation aus dem Hefestamm BWYO01lA-4M als
Template. Als Kontrolle wurde die Plasmid-Praparation aus dem Stamm JBY?25-4M
verwendet. Der verwendete Aufwértsprimer bindet im HXT77-Promotor und der
Abwartsprimer im CYCI-Terminator, sodass, falls vorhanden, die Gene arad, araB und
araD amplifiziert werden konnten. Das Gen fiir den Gal2-Transporter konnte auf diese
Weise nicht nachgewiesen werden, da es andere Promotor- bzw. Terminator-Sequenzen
besitzt. Die ldee bestand darin, dass die Gene, welche am h&ufigsten in den Plasmid-
Préparationen aus Hefe enthalten waren, auch starker in der PCR-Reaktion amplifiziert
werden wirden. Der PCR-Ansatz wurde entgegen den sonst gewéhlten 50pul in einem
75ul-Ansatz durchgefuhrt. Wéhrend der PCR-Reaktion wurden zwei Mal je 5 pl Proben
entnommen, um den Verlauf der Amplifikation verfolgen zu koénnen. Die
Probenentnahme fand nach 10 Zyklen, nach 17 Zyklen und am Ende nach 25 Zyklen
statt.

Die nach den verschiedenen Zyklen abgenommenen Aliquots wurden in einem
Agarosegel aufgetrennt. Erwartet wurden 3 Banden im Gel, da mit den gewahlten
Primern die Gene araA, araB und araD amplifiziert werden konnten. Die amplifizierten
Fragmente von araB und araA hatte mit 1841bp und 1629bp dhnliche Grélien, wodurch
die beiden Fragmenten schlecht im Agarosegel getrennt werden kdnnen. Das araD-
Fragment ist mit einer GrofRe von 835bp deutlich kleiner. In dem Agarosegel waren
nach 10 Zyklen bei keinem der beiden Uberpriften Plasmid-Préparationen Banden
erkennbar. Nach 17 Zyklen konnten zwei unterschiedlich grof3e Fragmente bei beiden
Ansdtzen nachgewiesen werden. Aufgetragene Proben, die die gesamten 25 Zyklen
durchliefen, zeigten die zuvor erkennbaren Banden stérker amplifiziert. Unterschiede in
dem Bandenmuster im Agarosegel von Stamm JBY?25-4M zu BWY01A-4M konnten
nicht gezeigt werden. Auch war keine der beiden Banden im Gel deutlich starker

reprasentiert.
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Zur ldentifikation der im Agarosegel erhaltenen Banden sollten diese sequenziert
werden. Hierfur wurde ein neuer PCR-Ansatz gestartet (Denaturierung 30sec bei 95°C;
Annealing fir 30sec bei 56°C; DNA-Synthese fur 2min bei 72°C; 25 Zyklen; Primer:
seqp426HXT7, seqCYC1). Die gleichen Primer wie zuvor wurden zur Amplifikation
verwendet. Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel aufgetrennt. Nur die beiden
Fragmente aus der Plasmid-Hefe-Praperation von Stamm BWY01-4M wurden aus dem
Agarosegel unter langwelligem UV-Licht 366nm ausgeschnitten und unter Verwendung
des ,,Qiaex Il Gel Extraction Kit“ (Qiagen) isoliert. Durch die Sequenzierung stellte sich
heraus, dass die groRere der beiden erkennbaren Banden aus den beiden Gen-
Fragmenten araA und araB bestand. Die kleinere der beiden Banden konnte als araD
identifiziert werden. Somit konnten in BWY01-4M alle essentiellen Gene flr den L-
Arabinose Katabolismus nachgewiesen werden. Eine eindeutige Quantifizierung war

nicht moglich.

Analyse der veranderten Plasmide

Test auf vorhandene Marker:

Um einen Plasmid-freien Stamm zu erhalten, wurde BWYO01-4M (ber mehrere
Generationen in  nicht-selektivem  YEPD-Glukosemedium  kultiviert.  Nach
Vereinzelungsausstrich auf YEPD-Platten wurde anschlieBend eine Replikaplattierung
auf synthetisches Komplettmedium mit 2% Glukose jeweils entweder ohne Leucin oder
Uracil oder Tryptophan oder Histidin durchgefiihrt. Kolonien, die auf keiner der
Replikaplatten wachsen konnten, hatten alle Plasmide verloren. Solche Stdamme zeigten
kein Wachstum auf L-Arabinose-Platten mehr.

Zur Analyse der verdnderten Plasmide sollte getestet werden, welche Selektionsmarker
auf den Plasmiden enthalten waren. Hierfir wurden die beiden Plasmide
p423H7verlsol und p423H7verlso2 jeweils in BWYO0L1 ohne Plasmide transformiert.
Die Transformanten mit den neuen Plasmiden wurden auf entweder uracilfreien,
histidinfreien,  leucinfreien  oder tryptophanfreien  synthetischen = Komplett-
Mediumsplatten mit 2% Glukose herangezogen. Je nachdem welche Markergene auf
den Plasmiden enthalten waren, konnten die Transformanten auf den entsprechenden
Platten wachsen.

Bei dem Plasmid p423H7verlsol zeigte sich, dass es das TRPI und das URA3-
Markergen enthielt. Plasmid p423H7verlso2 enthielt neben den Markergenen TRPI und
URA3 zusatzlich das Markergen HIS3.
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Test auf vorhandene Gene:

Neben dem Test auf die Marker war von Interesse, welche Gene auf den neuen
Plasmiden enthalten waren. Hierfir wurden zwei verschiedene Ansatze gewahlt. In dem
ersten Ansatz sollte das Vorhandensein der Gene mittels PCR nachgewiesen werden.
Der zweite Ansatz konnte neben der Bestimmung des Vorhandenseins der Gene
zusatzlich deren Funktionalitat Gberprifen.

In dem PCR-Ansatz zum Nachweis fur das Vorhandensein der Gene wurde das erste
Primerpaar so gewahlt, dass der Aufwartsprimer im HXT7-Promotor bindet und der
Abwaértsprimer kurz hinter der kodierenden Region des Gens (arad, araB oder araD)
bindet. Beim zweiten Primerpaar sollte der Aufwértsprimer in der Nahe des Ende des
Gens (arad, araB oder araD) binden und der Abwaértsprimer im CYCI-Terminator
(Denaturierung 30sec bei 95°C; Annealing fir 30sec bei 56°C; DNA-Synthese fur 30sec
bei 72°C; 25 Zyklen; Primer: Nachweis von araA: 1s0l, seqp426HXT7; I1so2, seqCYC1;
Nachweis von araB: Kinl, seqp426HXT7; Kin2, seqCYC1, Nachweis von araD: Epil,
seqp426HXT7; Epi2, seqCYCL, Nachweis von GAL2: Gal2b, Gal2a). Da das GAL2-
Gen nicht den HXT7-Promotor und den CYCI-Terminator besitzt, wurden die Primer
hier so gewahlt, dass sie im Gen binden und nicht wie bei den anderen Ansatzen nach
auflen amplifizieren. Das Gen wird hier nach innen amplifiziert. Zur Kontrolle der PCR-
Ansatze wurden die ursprunglichen Plasmide ebenfalls in der PCR-Reaktion getestet.
Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel der Grolie nach aufgetrennt. Es zeigte
sich, dass p423H7verlsol nur das Gen araA enthielt. In Plasmid p423H7verlso2 konnte

araA sowie GAL2 nachgewiesen werden.

Um mit einer weiteren Methode das Vorhandensein der Gene und zusatzlich deren
Funktionalitat nachweisen zu konnen, wurden mehrere Transformationsansatze mit
verschiedene Plasmid-Kombinationen getestet. Die verdnderten Plasmide wurden in
Kombination mit den urspriinglichen Plasmiden in Hefe transformiert und auf L-
Arabinose Wachstum getestet. Die Transformationen wurden in Stamm BWYO01A
durchgefihrt.

Bei den Tests stellte sich heraus, dass das Plasmid p423H7verlso2 neben einem
funktionalen araA4-Gen auch ein funktionales araB-Gen besitzen musste. Wenn das Gen
araD nicht zusatzlich zu Plasmid p423H7verlso2 mit transformiert wurde, waren die
Transformanten nicht in der Lage, auf L-Arabinoseplatten zu wachsen. Folglich war

Gen araD nicht auf diesem Plasmid vertreten oder zumindest nicht in seiner
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funktionellen Form. Auf GAL2 konnte nicht getestet werden, da dessen
Selektionsmarkergen URA3 auch auf dem neuen Plasmid vorhanden war.
Bei Plasmid p423H7verlsol konnte gezeigt werden, dass es ein funktionales ara4-Gen

besaR.

Tab.9: Charakterisierung der neu isolierten Plasmide aus BWY1A-4M. Zusammenfassung der
Ergebnisse der Analyse der neu isolierten Plasmide p423H7verlsol und p423H7verlso2 aus BWY01A-
4M. Getestet wurden auf vorhandene Markergene sowie auf vorhandene Arabinose-Stoffwechsel-Gene.

vorhandene Marker-Gene | vorhandene Arabinose-Stoffwechsel-Gene

p423H7verlsol TRPI, URA3 araA
p423H7verlso2 TRPI1, URA3, HIS3 araA, araB, GAL?2

Test des Stammes BWYO01 auf seine Mutationen:

Zur Untersuchung, ob Mutationen im Genom von BWYO01A-4M aufgetreten waren oder
ob das verbesserte Wachstum auf Verénderungen in den Plasmiden zurlckzufihren
war, wurden die beiden Stéamme BWYO01 und JBY25, welche jeweils keine Plasmide
besaRen, mit unterschiedlichen Plasmidkombinationen transformiert.

Die beiden Stdmme wurden zum einen mit den 4 urspringlichen Plasmiden fiir
Verwertung von L-Arabinose (p423H7araABs"™, p424H7araB"™, p425H7araD™ und
pHL125") transformiert, zum anderen wurden sie mit dem veranderten Plasmid
p423H7verlso2 in Kombination mit p425H7araD™ transformiert. Die Transformanten
wurden auf synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2% Glukose herangezogen. Die
gewachsenen Kolonien wurden auf synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2% L-
Arabinose ausgestrichen.

Es stellte sich heraus, dass der Stamm JBY25, transformiert mit den urspringlichen
Plasmiden, schlechter auf L-Arabinose-haltigen Platten wachsen konnte als der neu
selektierte Stamm BWYO0LA, welcher ebenfalls mit den urspringlichen Plasmiden
transformiert wurde. Bei Transformation mit dem neuen Plasmid p423H7verlso2 in
Kombination mit p425H7araD"™ zeigte BWYO1A im Vergleich zu JBY25 deutlich
besseres Wachstum auf L-Arabinose. Von den verschiedenen Ansétzen war der
selektierte Stamm BWYO01, transformiert mit dem neuen Plasmid p423H7verlso2 in
Kombination mit p425H7araD"™ in der Lage am besten auf L-Arabinoseplatten zu
wachsen.

Aus dem Wachstumsverhalten der Transformanten lie sich schlieRen, dass sowohl
genomische Mutationen als auch Mutationen auf den Plasmiden von BWYO01 fiur das

verbesserte L-Arabinose Wachstum verantwortlich sind.
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3.3 Integration der Gene des L-Arabinose Katabolismus in das Genom von
JBY25

Fur eine stabile Expression der Gene des L-Arabinose Katabolismus in Hefe ist es
notwendig, die betreffenden Gene in das Genom zu integrieren. Ein Nachteil bei
Transformation von mehreren Plasmiden ist neben der Beeintrachtigung des ganzen
Zell-Metabolismus, dass die Tansformationseffizienz bei Kotransformation von vier
Plasmiden relativ gering ist. Ein weiteres Problem ist, dass bei Wachstum auf nicht
selektivem Medium die Plasmide schnell verloren gehen. Des weiteren kommt hinzu,
dass die verwendeten Plasmide fir die Einflhrung des L-Arabinose Katabolismus hohe
Homologien untereinander aufweisen. Bei drei der verwendeten Plasmide sind
Promotor- sowie Terminatorsequenzen identisch. Zwischen diesen Bereichen kann es zu
homologer Rekombination kommen, wodurch enthaltene Informationen auf den
Plasmiden verloren oder verandert wirden. Eine Integration der Gene hatte zuséatzlich
den Vorteil, dass es zu einer Steigerung der L-Arabinose Umsetzung fiihren konnte.
Weiterhin wirde die Integration die gleichzeitige Expression der Enzyme des L-
Arabinose und des D-Xylose Katabolismus erleichtern.

Die ldee bestand darin, die essentiellen Gene flr den L-Arabinose Katabolismus also
die Gene araB und araD aus E. coli, sowie araA aus B. subtilis, in das Genom von
JBY25 zu integrieren. Auf das Hefe-eigene Gen fiur den Gal2-Transporter sollte zuerst
verzichtet werden, da Tests zeigten, dass dessen Uberexpression nicht fir die L-
Arabinose-Verwertung essentiell ist (Becker und Boles, 2003). Fir die Integration der
Arabinose-Stoffwechsel-Gene wurde der ribosomale DNA-Locus (rDNA) der Hefe

ausgewabhlt.
Repeat
| NTS2 | NTS1
258 585 188 POLI 58 258 5.8S8
4+—— < — - < <

HOTA HOT1

Abb.5: Organisation eines rDNA-Segments von S. cerevisiae. Enthalten sind die identisch orientierten
18S-, 5,85- und 255-Gene sowie das in umgekehrter Orientierung vorkommende 5S5-Gen. In einem
rDNA-Segment befinden sich zwei nicht-transkribierte Zwischenregionen (NTS1 und 2) mit jeweils
enthaltener HOT1-Sequenz (,,hot spot* fir Rekombination). Abbildung verandert aus Klabunde et al.,
2002.
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Die einzelnen rDNA-Segmente liegen in der Zelle in hoher Kopienanzahl vor (Lopes et
al., 1998). In S. cerevisiae besteht die rDNA aus einer 150fachen Wiederholung von
identischen Sequenzen, die tandemartig aneinandergereiht sind (Petes, 1979). Wie in
Abbildung 5 gezeigt, ist eine rDNA-Einheit von S. cerevisiae aus verschiedenen
Elementen aufgebaut. Die Gene 78S, 5,85 und 25S sind in gleicher Orientierung
enthalten und werden gemeinsam transkribiert. Das 55 Gen ist invertiert zu den anderen
Genen orientiert und befindet sich zwischen NTS1 und NTS2 (nicht-transkribierte
Zwischenregion). In den beiden NTSs-Regionen sind jeweils eine HOT1-Sequenz (,,hot
spot* fur Rekombination) enthalten. Lokalisiert ist der Abschnitt der rDNA-
Segment-Wiederholungen auf Chromosom XII (Petes, 1997).

Die jeweilige optimale Enzymaktivitat der Gene des L-Arabinose Stoffwechsels ist von
der Kopienzahl der Gene abhangig (Becker und Boles, 2003). Zusatzlich scheint das
Verhéltnis der Enzymaktivitdten zueinander von entscheidender Rolle zu sein. Der
Vorteil einer Integration der Gene in diesem Bereich liegt darin, dass die individuell
beste Kopienanzahl der einzelnen Gene bei Integration in die rDNA durch Selektion auf
L-Arabinose Verwertung erhalten werden kann.

Der prazise molekulare Mechanismus der Integration in die rDNA ist noch nicht
bekannt (Klabunde et al., 2002).

3.3.1 Gleichzeitige Integration der Gene des L-Arabinose Katabolismus

Es sollten die drei Arabinose-Stoffwechsel-Gene araB und araD aus E. coli, sowie
arad aus B. subtilis in das Genom des Stammes JBY25 integriert werden. Als
Integrationsstelle wurde der rDNA-Bereich zwischen dem 5S5-Gen und der HOT1-
Region in NTS1 ausgesucht. Zur Kontrolle der rDNA-Sequenz in dem genannten
Bereich sollte dieser zuvor sequenziert werden. Hierfir wurde ein PCR-Ansatz gestartet
und das erhaltene DNA-Fragment sequenziert (Denaturierung fir 30sec bei 95°C;
Annealing fir 30sec bei 55°C; DNA-Synthese flr 2 min bei 72°C; 28 Zyklen; Primer:
rDNAL, rDNA2). Es zeigte sich, dass keine Sequenzverdnderung in dem Uberpriiften
Bereich in Stamm JBY25 vorhanden war.

Um nach Integration weiterhin eine starke und konstitutive Expression der Arabinose-
Stoffwechsel-Gene zu gewahrleisten, blieben die Gene unter der Kontrolle des
verkurzten HXT7-Promotors. Ein Selektionsmarker war nicht notwendig, da die
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erfolgreiche Integration und Funktionalitat der Gene mittels L-Arabinose-Wachstum

festgestellt werden sollte.

Verwendung der mutierten Kinase:

Bei Integration des mutierten Kinase-Gens diente als DNA-Vorlage zur Amplifikation
der Gene araB, araD und arad mittels PCR die aus JBY25-4M reisolierten Plasmide
p423H7araABs”, p424H7araB™ und p425H7araD™. In den PCR-Ansitzen wurden
Primerpaare verwendet, bei denen der Aufwértsprimer vor dem verkirzten HXT7-
Promoter und der Abwartsprimer komplementéar hinter dem entsprechenden CYCI-
Terminator bindet (Denaturierung fir 30sec bei 95°C; Annealing fur 30sec bei 55°C;
DNA-Synthese fir 2 min bei 72°C; 18 Zyklen; Primer zur Amplifikation von araD:
rDNAG1-1, rDNAG1-2; Primer zur Amplifikation von ara4: rDNAP2-1, IDNAP2-2;
Primer zur Amplifikation von araB: rDNAP3-1,  DNAP3-2). Die Primer besitzen 45bp-
Uberhange, die Bereichen in der NTS1-Region homolog sind. Die PCR-Produkte
wurden im Agarosegel auf ihre Grofe hin gepruft und mit dem ,,Qiaquick PCR-
Purification Kit* aufgereinigt. Sie dienten als DNA-Vorlage fir die Transformation in
JBY25.

Die Gene sollten hintereinander in der Reihenfolge araD, aradA und araB integriert
werden. Da die zu integrierenden Gene des Arabinose-Stoffwechsels identische
Promotor- und Terminatorsequenzen besitzen, bestand die Moglichkeit, dass es nach
erfolgreicher  Integration zu  homologer = Rekombination innerhalb  der
ubereinstimmenden Sequenzen kommen konnte. Bei gleicher Orientierung der Gene
wirde eine homologe Rekombination zu einer Deletion und somit zu einem
Informationsverlust fihren. Um der Wahrscheinlichkeit eines solchen Genverlustes
entgegenzuwirken, sollte das Gen ara4 in umgekehrter Orientierung in den rDNA-
Bereich hineinintegriert werden. Somit wirde eine stattfindende Rekombination nicht
eine Deletion, sondern nur eine Inversion innerhalb der Bereiche bewirken. Da es sich
bei Integration von drei Genen in den gleichen Locus nicht vermeiden liel3e, zwei Gene,
in diesem Fall die beiden Gene araD und araB, in gleicher Orientierung zu integrieren,

konnte ein Genverlust durch homologe Rekombination nicht ausgeschlossen werden.

Verwendung der WT-Kinase:
Der zweite Ansatz zur gleichzeitigen Integration der Gene sollte das Problem des

angesprochenen  Genverlustes durch homologe Rekombination innerhalb der
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identischen Sequenzen der Gene umgehen. Der Unterschied zum ersten Ansatz bestand
darin, dass das Gen araB nicht in den rDNA-Locus integriert wurde, sondern hinter das
Gen HXT1. Zur Amplifikation der WT-Kinase wurden die gleichen PCR-Bedingungen
wie zuvor gewadhlt. Die WT-Kinase wurde mit den Primern WTKinH11 und
WTKinH12 amplifiziert. Nach Integration wird das Gen in dem Genomabschnitt hinter
HXT1 nur in einfacher Kopienzahl vorliegen. Damit die Kinase weiterhin eine optimale
Aktivitat aufweist, wurde nicht die mutierte Form des araB-Gens verwendet, sondern
seine Wildtyp-Form, die die native Enzymaktivitat besitzt. Das ara4-Gen und das
araD-Gen wurden wieder in unterschiedlicher Orientierung in den rDNA-Locus

integriert.

Bei beiden Ansatzen zur Integration der Gene des Arabinose Katabolismus wurde der
Stamm JBY25 in YEPD-Medium bis zu einer ODgoonm VON ca. 0,4 herangezogen. Zur
Transformation von JBY25 wurden die aufgereinigten, im Agarosegel Uberpriften
PCR-Produkte verwendet.

Die Transformanten wurden fur 4 Stunden in 5ml YEPD-Flissigmedium unter aeroben
Bedingungen inkubiert und anschlieBend auf Minimalmediumsplatten mit 2% L-
Arabinose, 0,2% Pepton, 0,1% Hefeextrakt und den Aminoséauren Uracil, Tryptophan,
Histidin und Leucin herangezogen. Auf dem L-Arabinose-haltigen Medium sollten nur
die Transformanten wachsen konnen, die alle drei Gene besaf3en.

Nach mehreren Wochen waren kleine Hefekolonien auf den Platten zu erkennen. Die
Wasserkontrolle zeigte jedoch den gleichen Bewuchs mit kleinen Kolonien. Nach
Abschwédmmen der Platten mit den vermeintlichen Transformanten sollten diese in
Arabinose-haltigem Flussigmedium mit den Aminoséauren Uracil, Tryptophan, Histidin
und Leucin unter aeroben Bedingungen bei 30°C herangezogen werden. Nach mehreren

Wochen war jedoch kein Wachstum erkennbar.

3.3.2 Schrittweise Integration der Gene des L-Arabinose Katabolismus mittels

eines Selektionsmarkers

Ein weiterer Ansatz fir die stabile Integration der Gene des L-Arabinose Katabolismus
in den rDNA-Locus von S. cerevisiae war die schrittweise Integration jedes einzelnen
Gens. Auch hier sollten die Gene weiterhin unter der Kontrolle des verkirzten HXT7-
Promotors bleiben. Zum Nachweis der erfolgten Integration war ein Selektionsmarker

notwendig.
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Im Rahmen dieses Versuchsansatzes wurde das Gen kanMX als Selektionsmarker
gewahlt, welches in Hefe eine Resistenz gegen das Antibiotikum Geniticin vermittelt.
Als erstes Gen sollte araD in die NTS1-Region von JBY25 integriert werden. Die
Primer zur Amplifikation von araD und kanMX mussten so gewahlt werden, dass sie
tiberlappende Uberhange besitzen, die eine homologe Rekombination zwischen araD
und kanMX gewdhrleisteten bzw. Homologien zur rDNA aufweisen, die eine
anschlieBende Integration des Fusionsprodukts ermdglichten.

Die PCR-Ansétze von araD und kanMX (Denaturierung fur 30sec bei 95°C; Annealing
fir 30sec bei 55°C; DNA-Synthese fir 2 min bei 72°C; 18 Zyklen; Primer zur
Amplifikation von kanMX: kanP1-1, kanhom1-2; Primer zur Amplifikation von araD:
kanhom2, rDNAG1-2) wurden im Agarosegel auf ihre GroRe hin tberprift und mit dem
»Qilaquick PCR-Purification Kit“ aufgereinigt. Sie dienten als DNA-Vorlage fir die
Transformation in JBY25.

Der Stamm JBY25 wurde in YEPD-Medium bis zum Erreichen einer OD600 von ca.
0,4 herangezogen und mit den PCR-Produkten von araD und kanMX transformiert. Nur
das durch homologe Rekombination entstandene Fusionsprodukt zwischen araD und
kanMX sollte in der Lage sein, in den rDNA-Locus zu integrieren.

Die Transformanten wurden fur 4 Stunden in 5ml YEPD-Medium unter aeroben
Bedingungen inkubiert und anschlieBend auf YEPDG418-Platten herangezogen. Nur
Transformanten mit integriertem Fusionsprodukt sollten auf den Platten wachsen
konnen. Die erhaltenen Transformanten wurden auf Integration des Fusionsprodukts
getestet.

Durch  PCR wurden einzeln ausgestrichene Kolonien auf Integration des
Fusionsprodukts in den rDNA-Locus Uberpruft (Denaturierung fur 30sec bei 95°C;
Annealing flr 30sec bei 55°C; DNA-Synthese flr 2 min bei 72°C; 28 Zyklen; Primer:
k3kanMX, rDNA2). Die Primer wurden so gewahlt, dass der Aufwértsprimer in kanMX
selber und der Abwartsprimer im rDNA-Locus bindet. Es zeigte sich, dass getestete
Transformanten enthalten waren, die das Fusionsprodukt aus araD und kanMX an der
richtigen Stelle integriert hatten. Das erste Gen des L-Arabinose Katabolismus konnte
somit erfolgreich in JBY 25 integriert werden.

Um die Funktionalitdt der integrierten Epimerase zu uberpriifen, wurden getestete
Kolonien mit dem integrierten Fusionsprodukt in YEPD-Medium bis zum Erreichen
einer OD600 von ca. 0,4 herangezogen und mit den Plasmiden p423H7araABs"”,

p424H7araB™ und pHL125 transformiert. Die Transformanten wurden auf
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synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2% Glukose und Leucin herangezogen. Die
gewachsenen Kolonien wurden auf synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2%
Arabinose und Leucin ausgestrichen. Die erhaltenen, wachsenden Kolonien besaRen die
integrierte Epimerase in funktioneller Form.

Zur weiteren Integration der anderen essentiellen Gene des L-Arabinose Katabolismus
musste das kanMX-Gen entfernt werden, damit eine erneute Selektion auf
Geniticinresistenz moglich wurde. Fur die Entfernung von kanMX wurde der Stamm
mit dem pSH47 Plasmid transformiert. Dazu musste der neu konstruierte Stamm sein
Plasmid pHL125" mit dem Uracil-Marker verlieren, da das Plasmid pSH47 selber das
URA3-Markergen tragt. Hierfiir wurden auf Arabinose wachsende Stdmme unter nicht-
selektiven Bedingungen angezogen und auf YEPD-Platten ausgestrichen. Die
gewachsenen Kolonien wurden auf synthetische Komplettmediumsplatten mit 2%
Glukose ohne Uracil tberstempelt. Kolonien, die hierauf nicht mehr wachsen konnten,
hatten das Plasmid pHL125" verloren. In diesem Stamm konnte das Plasmid pSH47
transformiert werden, welches das Gen fir die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
des GAL2-Promotors enthalt.

Die Cre-Rekombinase erkennt die loxP-Sequenzen, die mit dem kanMX-Gen von dem
Plasmid pUG6 amplifiziert wurden und das kanMX-Gen flankieren. Die Bereiche
zwischen den loxP-Sequenzen werden durch die Cre-Rekombinase aus dem Genom
heraus rekombiniert. Auf diesem Weg geht die Geniticinresistenz verloren. Nach der
Transformation des Plasmids pSH47 wurden die Transformanten auf synthetischem,
uracilfreiem Minimalmedium mit 2% Galaktose ausgestrichen, um den GAL2-
Promotor zu induzieren. Auf diese Weise wird mit Hilfe der Cre-Rekombinase das
kanMX-Gen entfernt. Zur Kontrolle wurden die Transformanten auf YEPDG418-Platten
uberstempelt und nach Kolonien gesucht, die die Geniticinresistenz und somit auch das
kanMX-Gen verloren hatten.

Transformanten, die das kanMX-Gen verloren hatten, sollten anschlielend wieder das
Plasmid pSH47 verlieren. Daher wurden die Transformanten auf YEPD angezogen, um
nicht weiter auf die Plasmid-vermittelte Uracil-Prototrophie zu selektieren. Nach
Anwachsen der Transformanten wurden sie auf 5-FOA-haltiges Medium Uberfuhrt.
Diejenigen Transformanten, die eine 5-FOA-Resistenz und somit Wachstum zeigten,
hatten das Plasmid pSH47 verloren. Die 5-FOA resistenten Kolonien wurden zur

Kontrolle auf Minimalmedium ohne Uracil ausgestrichen. Auf diesem Medium zeigten
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die Kolonien kein Wachstum, hatten somit das Plasmid pSH47 verloren und waren
daher Uracil-auxotroph.

Um zu testen, ob die Integration in den rDNA-Locus stabil ist, sollte mit PCR das
integrierte Epimerase-Gen in dem Stamm nachgewiesen werden, bei dem kanMX
entfernt wurde. Dieser Stamm wurde (iber mehrere Generationen unter nicht-selektiven
Bedingungen fur die L-Arabinose Verwertung angezogen und sollte bei Instabilitét
dieses Locus sein Gen verloren haben. Die Primer wurden so gewdhlt, dass der
Aufwartsprimer im HXT7-Promotor und der Abwaértsprimer in der rDNA bindet. Als
Kontrolle diente ein Stamm, indem die integrierte Epimerase zuvor mit PCR
nachgewiesen werden konnte, sowie ein Stamm, der in der Lage war, nach
Transformation mit den Plasmiden p423H7araABs", p424H7araB™ und pHL125" auf
L-Arabinose zu wachsen (1.Ansatz: Denaturierung fur 30sec bei 95°C; Annealing fir
30sec bei 55°C; DNA-Synthese fir 1 min bei 72°C; 25 Zyklen; Primer: seqp426HXT7,
rDNA2; 2.Ansatz: Denaturierung fur 30sec bei 95°C; Annealing fir 30sec bei 55°C;
DNA-Synthese fur 0,5 min bei 72°C; 25 Zyklen; Primer: seqp426HXT7, Epil,
seqCYCL1, Epi2).

In den PCR-Ansdtzen konnte nur in dem Stamm mit zuvor schon nachgewiesenem
Epimerase-Gen die Integration gezeigt werden. In dem Stamm, welcher unter nicht
selektiven Bedingungen (ber mehrere Generationen angezogen wurde und in dem
kanMX entfernt war, konnte das Epimerase-Gen nicht mehr nachgewiesen werden.
Ebenso zeigte sich, dass in dem Stamm, welcher nach Transformation mit den
Plasmiden p423H7araABs™, p424H7araB™ und pHL125" auf L-Arabinose wachsen
konnte, das Epimerase-Gen auch nicht mehr nachweisbar war.

Es wurde in 12 Kolonien, in denen kanMX entfernt war und die Plasmide mit den
Genen des Arabinose-Stoffwechsels nicht mehr vorhanden waren, versucht, das
reisolierte Isomerase-Gen zu integrieren. Der Ansatz zur Integration von araAd war der
gleiche Ansatz wie der bei Integration des Epimerase-Gens. Um auch in diesem Ansatz
eine Rekombination zwischen den identischen Promotor- und Terminatorsequenzen der
Gene zu vermeiden, sollte das Gen arad in umgekehrter Orientierung in die rDNA
integriert werden (Denaturierung fir 30sec bei 95°C; Annealing fur 30sec bei 55°C;
DNA-Synthese fur 2 min bei 72°C; 18 Zyklen; Primer zur Amplifikation von kanMJX:
kanP1-1lIso, kanhom1-2; Primer zur Amplifikation von araA4: kanhom2lso, rDNAP2-2).
Primer wurden wieder so gewahlt, dass ara4 und kanMX amplifiziert wurden und dass

sie Uberlappende Uberhange besalen, die eine homologe Rekombination zwischen araA4
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und kanMX gewdhrleisteten bzw. Homologien zur rDNA aufwiesen, um eine
anschlieBende Integration des Fusionsprodukts zu ermdglichten. PCR-Bedingungen
sowie Nachweis und Aufreinigung des PCR-Produkts wurden wie zuvor bei der
Integration des Epimerase-Gens durchgefiihrt. Nach Transformation von ara4 und
kanMX in die Stamme, die nur noch das integrierte Epimerase-Gen ohne das kanMX-
Gen enthielten, wurden die Transformanten fir 4 Stunden in YEPD-Flissigmedium
herangezogen und anschlieRend auf YEPDG418-Platten ausgestrichen. Mittels Kolonie-
PCR wurden 8 einzeln ausgestrichene Kolonien auf Integration des Fusionsprodukts
araA mit kanMX in den rDNA-Locus uberprift (Denaturierung fir 30sec bei 95°C;
Annealing fir 30sec bei 55°C; DNA-Synthese fiir 2,5 min bei 72°C; 25 Zyklen; Primer:
k3kanMX, rDNA2). Primer, die in kanMX und in der rDNA binden, konnten das
gewunschte Fusionsprodukt in allen getesteten Transformanten nachweisen. Somit war
es gelungen, auch das zweite Gen fir den L-Arabinose Katabolismus erfolgreich zu
integrieren.

Die Funktionalitdt von arad sollte auch hier durch L-Arabinose Wachstum nach
Transformation mit den Plasmiden p424H7araB™ und pHL125™ getestet werden. Die
Transformanten wurden auf synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2% Glukose
und Leucin und Histidin herangezogen. Die wachsenden Kolonien wurden auf
synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2% Arabinose und Leucin und Histidin
ausgestrichen. Bei einem der 12 Ansédtze waren Kkleine Kolonien auf der Platte
erkennbar, die in synthetisches Minimalflissigmedium mit 2% Arabinose und Leucin
sowie Histidin angeimpft wurden. Der Stamm zeigte gutes Wachstum auf L-Arabinose.
Bei dem Versuch in diesem Stamm das integrierte araD-Gen mittels PCR
nachzuweisen, konnte kein Produkt erhalten werden (PCR-Ansatz siehe oben). Das
integrierte Isomerase-Gen konnte tiber PCR nachgewiesen werden (Denaturierung fir
30sec bei 95°C; Annealing fir 30sec bei 55°C; DNA-Synthese fur 3 min bei 72°C; 25
Zyklen; Primer: seqp426HXT7, rDNA2).

Der Selektionsmarker kanMX musste fur die weitere Integration des Gens araB wieder
aus dem Stamm entfernt werden. Es wurde nach der gleichen Methode wie zuvor
vorgegangen. Der einzige Unterschied war, dass nach Transformation mit dem Plasmid
pSH47 nicht auf synthetischem Medium mit 2% Galaktose ausgestrichen wurde,
sondern auf Maltose-haltigen Platten. Die Cre-Rekombinase, welche unter der Kontrolle
des GAL2-Promotors steht, sollte nur leicht induziert werden, da bereits loxP-

Sequenzen im rDNA-Bereich enthalten waren. Auf diese Weise sollte ein mehrfaches
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Rekombinieren zwischen den verschiedenen loxP-Sequenzen vermieden werden. Die
auf den Galaktose-haltigen Platten wachsenden Kolonien wurden zur Kontrolle auf
YEPDG418-Platten berstempelt. Es wurden Transformanten gefunden, die keine
Geniticinresistenz mehr zeigten.

Die anschlieende Entfernung des pSH47-Plasmids sowie die darauf folgende
Integration des letzten essentiellen Arabinose-Stoffwechsel-Gens araB in den bereits

konstruierten Stamm konnte aus zeitlichen Griinden nicht mehr durchgefiihrt werden.

3.4 Konstruktion eines L-Arabinose und D-Xylose verwertenden

Hefestammes

Pflanzliche Biomasse besteht neben den Hexosen Glukose, Galaktose und Mannose zu
einem hohen Anteil aus den Pentosen D-Xylose und L-Arabinose. Fir einen
verbesserten, kommerziellen Einsatz von Hefe in der Bioethanolproduktion ware ein
Stamm von grofRem Interesse, der neben seinem natlrlichen Substratspektrum auch die
Pentosen D-Xylose und L-Arabinose effizient zu Ethanol fermentieren konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein S. cerevisiae Stamm konstruiert werden, der in der
Lage ist L-Arabinose und D-Xylose zu fermentieren (Becker und Boles 2003). Hierfiir
sollten in den Hefestamm JBY25 die Gene eines D-Xylose-Stoffwechsel (Eliasson et
al., 2000) sowie die Gene eines Arabinose-Stoffwechsel (Becker und Boles, 2003)

eingefuhrt werden.

3.4.1 Klonierung der Gene fur die D-Xylose-Fermentation in den S. cerevisiae
Stamm BWY01

In der Arbeit von Eliasson (2000) wurde der integrative Vektor YIpXR/XDH/XK
konstruiert, der die Gene fur die Enzyme Xylose-Reduktase XR (XYL! aus P. stipitis)
und Xylitol-Dehydrogenase XDH (XYL2 aus P. stipitis), die flr eine Xyloseverwertung
notwendig sind, und zusétzlich das Gen fir die Xylulokinase XK (XKS!I aus S.
cerevisiae) unter der Kontrolle des PGKI-Promotors enthélt. Uber den HIS3-Locus
kann der Vektor in das Genom integrieren. Der Vektor wurde mittels
Restriktionskartierung Uberpriuft. Das Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym Pstl,
welches im HIS3-Locus schneidet, linearisiert, im Agarosegel Uberprift und in den
Stamm BWYO01A transformiert. Der Vektor kann ber homologe Rekombination

integrieren. Die Transformanten wurden auf histidinfreien Minimalmediumsplatten mit
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2% Glukose herangezogen. Anschlieend wurden die Transformanten auf
synthetischem Komplettmedium mit 2% Xylose ausgestrichen. Als Negativkontrolle
diente Stamm BWYO01A ohne integratives Xylose-Plasmid, welcher auf den Xylose-
haltigen Platten nur kleine Kolonien bildete. Der mit YIpXR/XDH/XK transformierte
Stamm BWYO01 hingegen zeigte gutes Wachstum auf Platte und bildete grof3e Kolonien.

3.4.2 Umklonierung des reisolierten Isomerase Plasmids

Der S. cerevisiae Hefestamm BWYO01A-4M ist ein auf Arabinose-Wachstum
selektierter Stamm, der auf dem Ausgangsstamm JBY25-4M basiert (Becker und Boles,
2003). Er besitzt drei Aminosaure-Auxotrophien (his3, trpl, leu2) sowie eine Uracil-
Auxotrophie (ura3), die zur Selektion auf Plasmide mit diesen Markergenen genutzt
werden konnen. Um eine Co-Fermentation der beiden Pentosen L-Arabinose und D-
Xylose zu erzielen, wurde in den Stamm BWYO01 der Vektor YIpXR/XDH/XK
chromosomal integriert (3.4.1). Dieser tragt zur Selektion das HIS3-Markergen. Fir die
Expression der Gene des L-Arabinose Katabolismus wurden vier Plasmide mit den
Genen konstruiert, die fir eine effiziente Arabinose-Verwertung notig waren (Becker
und Boles, 2003; Hamacher et al., 2002). Da nur noch drei Auxotrophie-Marker in dem
rekombinanten Hefestamm zur Verfligung standen, musste auf ein Plasmid verzichtet
werden. In der Arbeit von Becker und Boles (2003) stellte sich heraus, dass die GAL2-
Uberexpression einen Vorteil fiir den L-Arabinose Katabolismus in Hefe bedeutete,
aber nicht zwingend erforderlich war. Folglich konnte im Rahmen dieses Projekts auf
die zusatzliche Expression des Gal2-Transporters verzichtet werden. Das Gen arad,
welches sich auf dem Plasmid p423H7araABs™ befindet, sollte anstelle des HIS3-
Markergens das URA3-Markergen erhalten. Das Gen fur den Gal2-Transporter befindet
sich auf dem Plasmid pHL125"™ mit dem URA3-Markergen.

Durch Restriktion und anschlieBender Ligation sollte das ara4-Gen in das Plasmid
p426HXT7-6His eingefuigt werden. Hierfir wurde das Plasmid p423H7araABs™ mit
den Restriktionsenzymen Sacl/Kpnl geschnitten, welche direkt vor bzw. hinter der
Promotor- bzw. Terminator-Sequenz des Gen-Fragments von araAd schneiden. Der
Vektor p426HXT7-6His wurde mit denselben Restriktionsenzymen linearisiert. Beide
Ansatze wurden anschlielend in einem Agarosegel der GroRe nach aufgetrennt und die
Banden mit den Fragmenten mit dem araA-Gen sowie dem linearisierten Vektor unter
langwelligem UV-Licht (366nm) aus dem Gel ausgeschnitten und unter Verwendung
des “Qiaex Il Gel Extraction Kit“(Qiagen) isoliert. Die Ligation der beiden DNA-
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Fragmente erfolgte in einem Ansatz mit einem 5fachen molaren Uberschuss an
Fragment-DNA araA4 und 1U T4-Ligase fir 1h bei 22°C. Die Ligase wurde bei 65°C flr
10 min inaktiviert. Von dem Ansatz wurde 1ul in E. coli transformiert. Die E. coli
Transformanten wurden auf LB-Medium mit Ampicillin ausplattiert. Aus mehreren der
auf Platte erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide isoliert und Uber
Restriktionskartierung Uberprift. Bei der Restriktionskartierung wurde das Enzym
EcoRV eingesetzt. Die Restriktionsansatze wurden zur Uberpriifung des konstruierten
Plasmids in einem Agarosegel der GrolRe nach aufgetrennt. Es zeigte sich, dass keines

der 40 Uberpriften Plasmidkonstrukte das umklonierte Isomerase-Gen enthielt.

Als alternativen Ansatz wurde versucht das ara4 Gen ber homologe Rekombination
umzuklonieren. Dazu wurde der Vektor p426HXT7-6HIS mit den Restriktionsenzymen
EcoRI1/BamHI geschnitten, in einem Agarosegel aufgetrennt und der linearisierte VVektor
aus dem Gel geschnitten und mittels dem ,,Qiaex Il Gel Extraction Kit“ (Qiagen)
aufgereinigt. Das araA-Gen wurde in zwei getrennten PCR-Reaktionen amplifiziert
(Denaturierung fiir 30sec bei 95°C; Annealing fiir 30sec bei 56°C; DNA-Synthese flr
2min bei 72°C; 16 Zyklen). Es wurden die Primer seqp426HXT7 und seqCYC1 zur
Amplifikation des Gens verwendet, die im HX77-Promotor bzw. im CYCI-Terminator
binden. Hierdurch entstanden an den Enden der amplifizierten DNA-Sequenz homologe
Bereiche zu Regionen im Vektor.

Das PCR-Produkt wurde zusammen mit dem EcoRI/BamHI geschnittenen p426HXT7-
6His-Plasmid in den Stamm BWYO0L transformiert. Das Plasmid wurde in dem
Hefestamm (ber homologe Rekombination kloniert. Die Transformanten wurden auf
synthetischen Komplettmediumsplatten ohne Uracil mit 2% Glukose herangezogen.
Aus mehreren Transformanten wurden die Plasmide isoliert, in E. coli transformiert und
auf LB-Medium mit Ampicillin ausplattiert. Nach der Isolierung der Plasmide aus E.
coli Kolonien wurden diese mittels PCR berprift (Denaturierung fur 30sec bei 95°C;
Annealing flr 30sec bei 55°C; DNA-Synthese flr 2 min bei 72°C; 25 Zyklen; Primer:
rDNAP2-1, rDNAP2-2). Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel der GroRe
nach aufgetrennt. Es zeigte sich, dass die uberpriften Plasmide das araA-Gen
enthielten. Das konstruierte Plasmid mit dem URA3-Selektionsmarker und dem araA
Gen wurde p423H7araAbsura bezeichnet und fir die Transformation des
rekombinanten Hefestammes BWYO01A mit Plasmid YIpXR/XDH/XK weiter

verwendet.
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3.4.3 Transformation mit den 3 Arabinose-Plasmiden

Der Stamm BWYO01 mit dem integrierten Plasmid YIpXR/XDH/XK wurde mit den drei
Plasmiden p423H7araABsura, p424H7araB™ und p425H7araD"™ transformiert, um die
zusatzliche Fahigkeit zur L-Arabinose Verwertung einzufuhren. Die Transformanten
wurden auf synthetischen Minimalmediumsplatten mit 2% Glukose herangezogen. Die
erhaltenen Transformanten sollten nun in der Lage sein, L-Arabinose sowie D-Xylose
zu verwerten. Dies sollte in folgenden Tests bestatigt werden. Der neu konstruierte
Stamm wurde BWY2 benannt.

3.4.4 Untersuchung des Wachstumsverhaltens des S. cerevisiae Stammes BWY2

auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen

Wachstumsverhalten auf Arabinose und auf Xylose-haltigen Mediumsplatten:

Zur Untersuchung, ob der Stamm BWY?2 in der Lage ist, die Pentosezucker D-Xylose
und L-Arabinose mittels der beiden neu eingefiihrten Stoffwechselwege zu verwerten,
wurden mehrere Transformanten (3.4.3) auf synthetischen Minimalmediumsplatten mit
entweder 2% L-Xylose oder 2% L-Arabinose ausgestrichen.

Alle Kolonien von BWY?2 zeigten Wachstum auf sowohl den Minimalmediumsplatten
mit 2% D-Xylose wie auch auf den Platten mit 2% L-Arabinose. Auffallend war, dass
auf Xylose-haltigen Platten die Kolonien in den ersten Tagen schneller heranwuchsen,
nach innerhalb 5 Tagen jedoch die Transformanten auf den Arabinose-Platten groi3ere
Kolonien ausgebildet hatten. Der Test zeigte, dass die Gene des L-Arabinose
Katabolismus sowie die Gene des D-Xylose Katabolismus erfolgreich transformiert
wurden und beide Pentosezucker von dem neu konstruierten Stamm verwertet werden

konnten.

Wachstumsverhalten in Arabinose- und/oder Xylose-haltigen Flissigkulturen:

Zur weiteren Untersuchung des Wachstumsverhaltens wurden zwei unabhéngige
Transformanten von BWY2 einer flissigen Stammkultur in 5ml synthetischem
Flussigmedium mit 2% L-Arabinose und 2% D-Xylose Uber 2 Tage bei 30°C
herangezogen. Die Kulturen wurden in der spéten exponentiellen Phase in 50ml
synthetischem Flussigmedium mit 2% L-Arabinose und 2% D-Xylose mit einer
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Anfangs-ODgoonm VON ca. 0,2 angeimpft. Das Wachstumsverhalten wurde unter aeroben
Bedingungen Uber mehrere Tage verfolgt.

Die Wachstumsraten wurden durch Messung der optischen Dichte bei 600nm bestimmt.

In den Wachstumskurven der Abbildung 6 zeigten die beiden unabhéngigen
Transformanten von BWY2 erwartungsgemald identische Wachstumsraten. In der
Untersuchung der beiden Transformanten konnte gezeigt werden, dass BWY2 auf L-
Arabinose- und D-Xylose- haltigem Flussigmedium in der Lage ist, zu wachsen. Die
Verdoppelungszeit lag bei ca. 8 Stunden und war somit identisch zu der
Verdoppelungszeit des Stammes JBY25-4M in reinem L-Arabinose-Medium (Becker
und Boles, 2003).

Mit Hilfe der Wachstumskurve konnte festgestellt werden, dass mindestens einer der
beiden Pentosezucker von BWY2 verwertet werden konnte. Ob beide Zucker und wenn
in welchen Anteilen sie umgesetzt wurden, konnte mit diesem Test nicht gezeigt

werden. Zur genaueren Analyse des Zuckerverbrauchs wurden HPLC-Messungen

durchgefunhrt.
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Abb.6: Wachstumskurve des S. cerevisiae Stammes BWY?2, in synthetischem Minimalmedium mit
2% D-Xylose und 2% L-Arabinose bei pH 5. Die beiden unabhéngigen Transformanten von BWY?2
wurden in synthetischem Minimalflissigmedium mit 2% D-Xylose und 2% L-Arabinose herangezogen,
bei Erreichen der spaten exponentiellen Phase in das selbe Medium mit einer Anfangs-ODggg,m VON ca.
0,2 umgeimpft. Die Wachstumsraten wurden alle 2 bis 24 Stunden durch Messung der optischen Dichte
bei 600nm bestimmt.
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HPLC-Messung zum Co-Verbrauch von D-Xylose und L-Arabinose

Es konnte in Wachstumstests gezeigt werden, dass der Stamm BWY?2 in der Lage ist, in
Flussigmedium mit den beiden Kohlenstoffquellen L-Arabinose und D-Xylose zu
wachsen. In welchen MaR und zu welchen Anteilen die Umsetzung der Pentosezucker
stattfand, sollte durch HPLC-Analyse festgestellt werden. Weiterhin sollte untersucht
werden, in wieweit die Zucker zu Ethanol fermentiert wurden.

Es wurden Proben zur HPLC-Analyse von den in Abbildung 6 gezeigten
Wachstumskurven parallel zur Messung der optischen Dichte abgenommen. Um zu
vermeiden, dass sich moglicherweise entstandenes Ethanol bei der Probenabnahme
verfliichtigt, wurden die Proben nach Entnahme sofort kiihl gelagert und bei 4°C fir die
weitere Vermessung vorbereitet.

Die Ergebnisse der HPLC-Analyse zeigten deutlich den Unterschied in der Verwertung
der beiden Pentosezucker. BWY2 schien nur in der Lage zu sein, L-Arabinose zu
verwerten. Der D-Xylose Gehalt im Medium war nach Uber 7 Tagen unverandert.
Auffallend war, dass auch die L-Arabinose nicht vollstandig umgesetzt werden konnte.
Nach Verbrauch der Halfte sich im Medium befindende L-Arabinose blieb ihre Menge

konstant. Folglich wurde keine weitere L-Arabinose verbraucht.

HPLC-Analyse von BWY2
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Abb. 6: HPLC-Messung zum Co-Verbrauch der Pentosezucker D-Xylose und L-Arabinose im S.
cerevisiae Stamm BWY?2, in synthetischem Flissigminimalmedium mit 2% D-Xylose und 2% L-
Arabinose bei pH 5. Die beiden unabh&ngigen Transformanten von BWY?2 wurden in synthetischem
Minimalflissigmedium mit 2% D-Xylose und 2% L-Arabinose herangezogen, bei Erreichen der spéten
exponentiellen Phase in das selbe Medium mit einer Anfangs-ODggonm VON ca. 0,2 umgeimpft. Die HPLC-
Proben wurden alle 2 bis 24 Stunden parallel zur Messung der optischen Dichte bei 600nm abgenommen.
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Ethanol konnte bei der Messung nicht nachgewiesen werden. Signifikante Ethanolwerte
waren bei dem Ansatz auch nicht zu erwarten, da der Versuch unter aeroben
Bedingungen durchgefiihrt wurde.

Bei Vergleich der optischen Dichte der BWY?2 Kultur und dem Zuckerverbrauch im
Medium stellte sich heraus, dass die exponentielle Wachstumsphase mit dem L-

Arabinose Verbrauch endete.

Zusétzlich zum Test des Co-Verbrauchs von L-Arabinose und D-Xylose sollte der neue
Stamm BWY2 auf Wachstum auf den einzelnen Pentosezuckern in Flussigkulturen
getestet werden. Hierfir wurde der Stamm BWY2 in Flussigmedium mit 2% L-
Arabinose vorgezogen und in Flissigmedium mit 2% L-Arabinose oder 2% D-Xylose
umgeimpft. Die Wachstumsraten wurden durch Messung der optischen Dichte bei
600nm bestimmt. Aus der Wachstumskurve wurden zum Zeitpunkt O und nach 32
Stunden neben der photometrischen Messung zusatzlich Proben entnommen, um den

Zuckergehalt mittels HPLC-Analyse zu bestimmen.

Wachstumskurven von BWY2
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Abb.7: Wachstumskurve des S. cerevisiae Stammes BWY2, in synthetischem Minimalmedium mit
entweder 2% D-Xylose oder 2% L-Arabinose bei pH 5. Die beiden Stdimme von BWY2 wurden in
synthetischem Flussigmedium mit 2% L-Arabinose herangezogen, bei Erreichen der spaten
exponentiellen Phase in synthetisches Minimalmedium mit entweder 2% D-Xylose oder 2% L-Arabinose
mit einer Anfangs-ODgynm VON ca. 0,15 umgeimpft. Die Wachstumsraten wurden alle 2 bis 24 Stunden
durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt; schwarze durchgezogenen Linie markiert den
zweiten Zeitpunkt der Probenabnahme fiir die HPLC-Messung.
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Bei den in Abbildung 7 gezeigten Wachstumskurven konnte beobachtet werden, dass
der Stamm BWY?2 nur in der Lage war auf Flissigmedium in L-Arabinose zu wachsen.
Die Verdoppelungszeit betrug hier ungeféhr 8 Stunden. Es zeigte sich, dass in Xylose-
haltigem Medium nur die ersten 20 Stunden Wachstum mdglich war. Wahrscheinlich
konnte D-Xylose Uberhaupt nicht metabolisiert werden und das leichte Wachstum
wurde nur durch die vorhandenen Energiereserven in den Zellen temporar moglich.

Durch HPLC-Messung konnte bestatigt werden, dass BWY2 nicht in der Lage war D-
Xylose in Flissigmedium umzusetzen. Die Hélfte sich im Medium befindende L-

Arabinose konnte, wie schon zuvor gezeigt, verbraucht werden.

Analyse zur Inhibition der Xyloseverwertung in Flussigmedium von BWY2

Wie aus den Wachstumskurven und aus der Messung des Zuckerverbrauchs hervorgeht,
konnte der Stamm BWY2 in Xylose-haltigen Flissigkulturen keine D-Xylose
verwerten. In den Wachstumstests auf D-Xylose haltigen Mediumsplatten zeigte BWY 2
jedoch gutes Wachstum, was die Fahigkeit zur D-Xylose Verstoffwechselung beweist.
Obwohl der Stamm BWY2 folglich die Gene fiir den D-Xylose Katabolismus besitzt,
konnte in den durchgefiihrten Wachstumstests in Flissigmedium die enthaltene D-
Xylose nicht verwertet werden.

Bei den durchgefiihrten Tests zum Wachstumsverhalten von BWY2 in Flissigkulturen
wurde D-Xylose entweder in gleicher Konzentration wie L-Arabinose angeboten, oder
das Xylose-Medium enthielt Spuren von L-Arabinose. Ausschlielich D-Xylose-
haltiges Medium wurde in den bisher durchgefiihrten Wachstumstests nicht verwendet,
da die Vorkulturen in Medium bestehend aus D-Xylose und L-Arabinose angezogen
wurden und dieses direkt zum Animpfen (ohne vorherigen Waschschritt) eingesetzt
wurden.

Bevor Hefe einen Zucker metabolisieren kann, muss er tber die Plasmamembran in die
Zelle gelangen. Folglich Ubt in S. cerevisiae der Transport einen entscheidenden
Einfluss auf die Verstoffwechselung von Zucker, in diesem Fall der beiden
Pentosezucker, aus. Die Vermutung bestand darin, dass es zu einer Hemmung der
Aufnahme der Xylose durch Arabinose an den Transportproteinen kam, da beide Zucker
Uber die Hxt-Transporter in die Zelle aufgenommen werden.

In dem Versuch sollte untersucht werden, ob die Xyloseaufnahme in BWY2 durch das

Vorhandensein von Arabinose gehemmt wird.
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Abb.8: Wachstumskurve des S. cerevisiae Stammes BWY2, in synthetischem Minimalmedium mit
2% D-Xylose oder 2% L-Arabinose bei pH 5. Der Stamm BWY2 wurden in synthetischem
Minimalflussigmedium mit entweder 2% Glukose (glc) oder 2% L-Arabinose (ara) herangezogen, zwei
Mal gewaschen und in synthetisches Minimalflissigmedium mit 2% D-Xylose (Xyl)oder 2% L-
Arabinose (Ara)mit einer Anfangs-ODggonm VON ca. 0,2 umgeimpft. Die Wachstumsraten wurden alle 2 bis
24 Stunden durch Messung der optischen Dichte bei 600nm bestimmt.
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Abb.9: Wachstumskurve des S. cerevisiae Stammes BWY2, in synthetischem Minimalmedium mit
2% D-Xylose oder 2% L-Arabinose bei pH 5. Der Stamm BWY2 wurden in synthetischem
Minimalflissigmedium mit entweder 2% Glukose (glc) oder 2% L-Arabinose (ara) herangezogen, nicht
gewaschen und in synthetisches Minimalflissigmedium mit 2% D-Xylose (Xyl)oder 2% L-Arabinose
(Ara) mit einer Anfangs-ODggonm VON ca. 0,2 umgeimpft. Die Wachstumsraten wurden alle 2 bis 24
Stunden durch Messung der optischen Dichte bei 600nm bestimmt.
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Es wurden parallel zwei Ansdtze mit Wachstumskurven aufgenommen, in denen der
Stamm BWY?2 in entweder Flissigmedium mit 2% Glukose oder Flussigmedium mit
2% Arabinose angezogen wurde. Mit jeder der Vorkulturen wurde eine
Wachstumskurve mit 2% L-Arabinose-haltigem oder mit 2% D-Xylose-haltigem
Flussigmedium angeimpft. Bei dem ersten Ansatz wurden die Vorkulturen vor dem
Umimpfen zwei Mal gewaschen, bei dem zweiten Ansatz dienten die Vorkulturen direkt
als Inokulum. Folglich waren im zweiten Ansatz noch Reste von L-Arabinose enthalten.

Die Wachstumsraten wurden durch Messung der optischen Dichte bei 600nm bestimmt.

Bei dem Versuch zeigte sich, dass kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
von L-Arabinose und dem blockierten Wachstum von BWY2 in D-Xylose-haltigem
Medium bestand. In reinem D-Xylose-Medium wurde die Xylose-Verwertung genauso
inhibiert wie in Medium mit zusétzlich enthaltener Arabinose. Dies lasst darauf
schlielen, dass die D-Xylose-Aufnahme nicht den entscheidenden, limitierenden Faktor

bei dem Co-Verbrauch der beiden Pentosezucker darstellt.
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4 DISKUSSION

Die Hefe S. cerevisiae ist ein kommerziell stark genutzter Mikroorganismus. Zur
Herstellung von Bioalkohol aus pflanzlicher Biomasse bietet sie sich durch ihre im
Vergleich zu anderen Hefen hoheren Fermentationsraten und eine hohere
Ethanoltoleranz hervorragend an. Ein entscheidender Nachteil dieser Hefe ist jedoch ihr
beschrénktes Substratspektrum. S. cerevisiae ist nicht in der Lage, die Pentosezucker D-
Xylose und L-Arabinose, welche einen signifikanten Anteil der zu vergarenden Zucker
in pflanzlicher Biomasse ausmachen (McMillan und Boynton, 1994), zu verwerten
(Barnett, 1976). In Arbeiten von Eliasson et al. (2000) wurden rekombinante S.
cerevisiae Stamme konstruiert, in denen die Gene XYL (kodiert die Xylose-Reduktase)
und XYL2 (kodiert die Xylitol-Dehydrogenase) aus P. stipitis und das S. cerevisiae-
eigene Gen XKS1 (kodiert die Xylulokinase) unter der Kontrolle des PGK1-Promotors
in den chromosomalen HIS3-Locus integriert wurden. Eine zusétzliche Expression eines
Transporter-Gens fur die Xylose Aufnahme war nicht notwendig, da gezeigt werden
konnte, dass S. cerevisiae natlrlicherweise Xylose aufnehmen kann (Hsiao et al., 1982;
Batt ez al., 1986). Die rekombinanten Hefestimme waren in der Lage D-Xylose zu
fermentieren.

Da neben Xylose auch ein signifikanter Teil der pflanzlichen Biomasse aus Arabinose
besteht, gab es viele Bemlhungen, Arabinose durch S. cerevisiae zu fermentieren.
Erfolgreich waren die Arbeiten von Becker und Boles (2003). Hier konnte ein Stamm
konstruiert werden, der einen bakteriellen Stoffwechselweg fur den L-Arabinose
Katabolismus exprimierte. Der Stoffwechselweg bestand aus der L-Arabinose
Isomerase von B. subtilis und der L-Ribulokinase und L-Ribulose-5-Phosphat 4-
Epimerase von E. coli. Zusatzlich wurde fur den L-Arabinose Transport die Hefe-eigene
Galaktose-Permease tberexprimiert. Die vier Gene wurden auf jeweils einem Plasmid
in Hefe transformiert. Eine L-Arabinose Umsetzung war jedoch erst durch eine
erniedrigte L-Ribulokinase Aktivitat sowie einer gesteigerten Transaldolase-Aktivitat
maoglich.

Wahrend folglich rekombinante S. cerevisiae Stimme konstruiert wurden, die entweder
in der Lage waren D-Xylose oder L-Arabinose zu fermentieren, existierte noch kein
Stamm, der beide Pentosezucker verwerten konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den bereits konstruierten Pentose-vergarenden
Hefestamm von Becker und Boles (2003) unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen auf
L-Arabinose Wachstum zu optimieren und diesen molekulargenetisch und
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physiologisch zu charakterisieren. Des weiteren sollten die essentiellen Gene eines
bakteriellen Stoffwechselweges fur den L-Arabinose Katabolismus stabil in das Genom
des Hefestammes integriert werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Hefestamm
konstruiert werden, der in der Lage ist, L-Arabinose und D-Xylose gleichzeitig zu
fermentieren. Hierflr wurde ein Xylose-verwertender Stoffwechselweg heterolog in

dem bereits konstruierten Stamm JBY25 von Becker und Boles (2003) exprimiert.

4.1 Zufallige Mutagenese durch Selektion

Der L-Arabinose verwertende Stamm JBY25-4M konnte durch 17 Wochen lange
Selektion unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen auf L-Arabinose als einzige
Kohlenstoffquelle auf L-Arabinose-Wachstum hin verbessert werden. Der optimierte
Stamm wurde BWYO01A-4M genannt. Beispiele in der Literatur fur eine erfolgreiche
Selektion ohne die Verwendung mutagener Substanzen bieten Arbeiten von Brown und
Oliver (1982), die durch kontinuierliche Selektion im Chemostat Ethanol-tolerante
Hefe-Mutanten isolieren konnten. Der in dieser Arbeit verwendete Ausgangsstamm
JBY25-4M, welcher in der Lage ist L-Arabinose zu Ethanol zu fermentieren, wurde
ebenfalls durch Selektion erhalten (Becker und Boles, 2003).

Der Stamm BWYO01A-4M zeigte in Wachstumstests auf L-Arabinose unter aeroben
sowie Sauerstoff-limitierten Bedingungen eine deutlich verbesserte Wachstumsrate im
Vergleich zu seinem Ausgangsstamm JBY25-4M. Der optimierte Stamm wuchs
schneller und zu einer hoheren End-Zelldichte.

Da der Stamm unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen selektiert wurde, sind die
Unterschiede in den Wachstumsraten der beiden Stdmme unter limitierter Sauerstoff-
Zufuhr deutlicher. JBY25-4M kann in einem Zeitraum von uber 150 h kaum wachsen.
BWYO01A-4M st trotz Sauerstofflimitierung zu Wachstum in der Lage. Der neu
selektierte Stamm l&sst auf eine gesteigerte Ethanolproduktion vermuten.

S. cerevisiae zeichnet sich dadurch aus, dass sie bei ausreichend hohen
Zuckerkonzentrationen im Medium auch unter Anwesenheit von Sauerstoff die Tendenz
zur alkoholischen Gérung besitzt (Petrik et al., 1983; Kappeli, 1986; van Dijken et al.,
1986). In dieser Arbeit wurde der Verbrauch von Arabinose in Wachstumstests unter
aeroben Bedingungen durch HPLC-Messungen bestimmt (Daten nicht gezeigt). Unter
aeroben Wachstumsbedingungen stellte sich heraus, dass sowohl der Stamm JBY25-4M
als auch der optimierte Stamm BWYO01A-4M nicht in der Lage waren, Arabinose zu
Ethanol umzusetzen. Im Gegensatz zu Glukose wird Arabinose folglich auch bei
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Vorhandensein in hohen Konzentrationen unter aeroben Bedingungen oxidativ
abgebaut. Zur Produktion von Ethanol durch die rekombinanten Hefestdimme missten
Sauerstoff-limitierte  Bedingungen  gewéhlt werden. Eine  Steigerung der
Ethanolausbeute bei Arabinose-Verwertung kdnnte wahrscheinlich durch Blockierung
der Atmungskette erlangt werden. Wie in Arbeiten von Hamacher (2001) gezeigt
werden konnte, wurde durch Zugabe von Antimycin A die Atmungskette blockiert und
der eingesetzte rekombinante Hefestamm zeigte bei Xylose-Verwertung eine hohere
Ethanolausbeute.

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass der selektierte Hefestamm verbessertes
Wachstum auf L-Arabinose aufweist. Dies wurde verursacht durch Selektion auf
spontane Mutationen im Genom sowohl in den Plasmiden, welche zu einer
Verbesserung der L-Arabinose-Verwertung fuhren. Es konnte durch Tests gezeigt
werden, dass das verbesserte Wachstum auf L-Arabinose durch Veranderungen in den
transformierten Plasmiden wie auch durch genomische Mutationen verursacht wurde.
Die genomischen Mutationen wurden noch nicht naher untersucht. Bei der Analyse der
reisolierten Plasmide aus BWYO01lA-4M zeigten sich erhebliche Verdnderungen
innerhalb der Plasmide auf. Zwei der reisolierten Plasmide (benannt p423H7verisol
und p423H7verlso2) aus BWYO01A-4M fielen bei der Restriktionskartierung durch ihre
starken Verdanderungen im Bandenmuster im Agarosegel auf. Die beiden Plasmide
wurden in Tests néher untersucht. Bei der Analyse der vorhandenen Markergene zeigte
sich, dass Plasmid p423H7verlsol die Markergene TRPI und URA3 enthielt, dass
Plasmid p423H7verlso2 zusétzlich zu den beiden genannten Markergenen noch das
Markergen HIS3 enthielt. Verwunderlich war, dass das Plasmid p425H7araD" mit dem
Markergen LEU2 nicht in seiner urspringlichen Form in dem Stamm nachgewiesen
werden konnte, obwohl LEU?2 auch nicht in den beiden neuen Plasmiden enthalten war.
Die anderen unveranderten Plasmide p423H7araABs™, p424H7araB™ und pHL125"
konnten nur selten aus BWY01A-4M reisoliert werden.

Bei Tests auf Vorhandensein der Arabinose-Gene auf den neuen Plasmiden stellte sich
heraus, dass auf beiden Plasmiden das Gen araA4 vertreten war und in p423H7verlso2
zusatzlich das Gen araB nachgewiesen werden konnte. Es konnte somit gezeigt werden,
dass Plasmidteile mit einander rekombiniert waren und somit Plasmide mit neuen
Kombinationen aus Arabinose-Stoffwechsel-Genen sowie neuen Markergen-

Kombinationen entstanden waren.
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Die Gene auf den Plasmiden wurden auf ihre Funktionalitdt hin untersucht, nicht auf
Veranderungen in ihrer Sequenz oder Anderungen in der Aktivitit ihrer Genprodukte.
Zusétzlich konnte eine Abschéatzung des Zahlenverhéltnisses der Plasmide zueinander
ermittelt werden. Aus den Ergebnissen ging hervor, dass fast ausschlieBlich nur noch
die veranderten Plasmide aus dem neu selektierten Stamm nachgewiesen werden
konnten, die das araA4-Gen enthielten. Wie schon in der Arbeit von Becker und Boles
(2003) vermutet wurde, spielt das ideale Verhéltnis der Enzymaktivitaten zueinander
eine entscheidende Rolle bei der effizienten L-Arabinose-Verwertung. Durch die
Verénderung innerhalb der Plasmide, dass heif3t, durch den Wechsel der Markergene
und der Gene des L-Arabinose Katabolismus, konnte somit ein verbessertes Verhéltnis
der Gene zueinander geschaffen werden. Markergene, die die Zelle in héherer/niedriger
Kopienzahl vorliegen haben muss, verursachen nun nicht mehr, wie es bei dem
urspringlichen Plasmid der Fall gewesen wére, dass das dazugehorige Gen des L-
Arabinose Katabolismus auch stérker/schwécher vertreten sein muss. So wurde mit der
Plasmidveranderung eine héhere Variabilitat in der Mdglichkeit des Zahlenverhéltnisses
der Arabinose-Gene zueinander geschaffen. Die Arabinose-Gene kdnnten somit in
einem hoheren bzw. niedrigeren Zahlenverhaltnis zueinander vorliegen. Zusétzlich kann
sich das Expressionsniveau der Gene verandert haben und einen positiven Effekt auf die

L-Arabinose-Metabolisierung haben.

4.2 Stabile Expression der Gene des L-Arabinose Katabolismus

In dieser Arbeit ist es gelungen, die Gene araD und araA, zwei von den insgesamt drei
fir die L-Arabinose Metabolisierung essentiellen Gene (Becker und Boles, 2003),
erfolgreich in den rDNA-Locus von dem Hefestamm JBY25 zu integrieren.

Bei der schrittweisen Integration der Arabinose-Stoffwechsel-Gene zeigte sich, dass die
Hohe der Enzymaktivitat von AraA wahrscheinlich der entscheidende Faktor bei der L-
Arabinose Verwertung ist.

Um die erfolgreiche Integration der Arabinose-Stoffwechsel-Gene nachzuweisen,
wurden in dem Versuch Wachstumstests durchgefiihrt. Nachdem die Integration der
Gene mittels PCR in den einzelnen Kolonien gezeigt werden konnte, wurden diese mit
den weiteren Genen des Arabinose Katabolismus, welche sich auf Plasmiden befanden,
transformiert. Da die erhaltenen Transformanten in der Lage waren, auf L-Arabinose-
haltigem Medium zu wachsen, konnte davon ausgegangen werden, dass die integrierten
Gene in funktioneller Form vorlagen. Die schrittweise Integration der Gene wurde tber
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Wachstumstests und nicht ber Enzymtests tberpriift. Enzymtests waren in diesem Fall
aus mehreren Grinden ungeeignet. Zum einen waren fir solche Tests die benétigten
Substrate nicht alle kommerziell erhdltlich oder die Substrate waren zu teuer. Zum
anderen wurde in Arbeiten von Becker und Boles (2003) gezeigt, dass die Funktionalitat
der  Arabinose-Stoffwechsel-Gene  nicht  notwendiger Weise von  deren
Expressionsstarke abhing.

Der Hefestamm, der die beiden Gene araD und araA integrativ enthélt, wurde mit den
Plasmiden p424H7araB™ und pHL125" welche die beiden weiteren Gene des L-
Arabinose Katabolismus enthalten, transformiert. Der resultierende Stamm war in der
Lage, gut auf L-Arabinose als einzige Kohlenstoffquelle zu wachsen. In dem Stamm
konnte durch PCR das Vorhandensein des integrierten Epimerase-Gens jedoch nicht
mehr nachgewiesen werden. Das Vermogen auf L-Arabinose wachsen zu koénnen,
deutete aber darauf hin, dass ein funktionelles Epimerase-Gen immer noch im Genom
enthalten sein musste.

Vermutet wurde, dass sich durch weitere Rekombinationen, welche im Laufe der
Anzucht der Zellen stattgefunden haben kdnnen, das araD-Gen an einer anderen Stelle
im Genom befindet. Somit kdnnte das bereits in den rDNA-Locus integrierte araD-Gen
durch eine nicht planméRige Integration, verursacht durch Sequenzhomologien zu
einem weiteren Genort im Genom, seine Position gewechselt haben.

Es ware auch moglich, dass das Epimerase-Gen noch an dem gleichen Genort in der
rDNA integriert ist. Durch Mutationen hat sich aber die Sequenz von araD so weit
veréndert, dass die Primer, welche zum Nachweis eingesetzt wurden, nicht mehr binden
konnten. Wenn dies der Fall war, muissen sich dramatische Veranderungen der
Gensequenz ereignet haben, da fir den Gen-Nachweis unterschiedliche Primer benutzt
wurden, die an verschiedenen Stellen innerhalb des Gens binden sollten.

Es muss in Erwagung gezogen werden, dass die Integration von araD in den rDNA-
Locus nicht stabil ist. Das Gen ware somit unter nicht-selektiven Bedingungen, wie sie
auch bei der Anzucht der Zellen herrschten, verloren gegangen. Es wurde schon
mehrfach diskutiert, ob die Integration in den rDNA-Locus stabil ist. In Arbeiten von
Lopes (1989) wird von einer mitotisch-stabilen Integration in den rDNA-Bereich
berichtet. Unter nicht-selektiven Bedingungen bleiben integrierte Plasmide stabil
erhalten (Lopes et al., 1996). Erfolgreiche Anwendung der rDNA-Integration wurde
auch von mehreren anderen Arbeitsgruppen in anderen Hefen berichtet (Bergkamp et
al., 1992; Wartmann et al., 1998; Juretzek et al., 2001; Cox et al., 2000). Konkrete
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Beweise fiir die dauerhafte Stabilitat der Integration in den rDNA-Locus bleiben in
dieser Arbeit jedoch aus. Um zu Uberprifen, ob sich die integrierten Gene noch im
Genom des Stammes befinden, konnte ein Southern-Blot durchgefiihrt werden. Es
mussten markierte Sonden gegen das Epimerase- sowie das Isomerase-Gen eingesetzt
werden. Somit kdnnten die integrierten Gene nachgewiesen werden, auch wenn sie sich
durch Rekombination an einer anderen Stelle im Genom befinden.

Unter der Annahme, dass das ara4-Gen wegen Instabilitat des rDNA-Locus nicht mehr
genomisch enthalten ist, muss diskutiert werden, warum der oben erwédhnte Stamm mit
den transformierten Plasmiden p424H7araB™ und pHL125" weiterhin zu L-Arabinose-
Wachstum in der Lage ist. Eine Mdoglichkeit wére, dass Genprodukte endogener
Hefegene die weitere Umsetzung der entstandenen Intermediate ibernehmen konnten.
In  Arbeiten von Becker und Boles (2003) wurden endogene Hefegene mit
Ahnlichkeiten zu prokaryontischen Genen des L-Arabinose Katabolismus identifiziert.
Bei Versuchen diese zu uberexprimieren waren allerdings keine Enzymaktivitaten
nachweisbar. Dies kann darin begrundet sein, dass die Assays nicht sensitiv genug flr
eine eventuell sehr schwache Enzymaktivitat waren, oder aber ,dass es keine Aktivitat
gab. Die Homologien der gefunden Gene in S. cerevisiae konnten nur Zufall sein, oder
die Gene liegen in der Zelle nicht in funktioneller Form vor. Trotzdem waére es denkbar,
dass in diesem Fall durch spontane Mutation das Hefe-eigene Gen Yjr024c, welches
Ahnlichkeit zu einer prokaryontischen L-Ribulose-5-Phosphat 4-Epimerase aufweist,
die Funktion des araD-Gens tibernehmen konnte. Folglich kdnnte das zuvor integrierte
und nachgewiesene Epimerase-Gen aus E. coli verloren gegangen sein, ohne dass die

Fahigkeit der L-Arabinose Metabolisierung zwangslaufig auch aufhort.

4.3 Faktoren der L-Arabinose und D-Xylose Verwertung in S. cerevisiae

Bei der Metabolisierung von Zucker in Hefe ist der erste entscheidende Faktor, wie
schnell und effizient der Zucker in die Zelle transportiert werden kann. Fir die beiden
Pentosezucker Arabinose und Xylose konnten noch keine spezifischen Transporter
nachgewiesen werden.

Die L-Arabinose-Verwertung in S. cerevisiae beginnt mit der Aufnahme des Zuckers
iiber die endogen vorhandene Gal2-Permease sowie andere Hxt-Transporter. Uber einen
heterolog exprimierten bakteriellen Stoffwechselweg wird die Pentose bis zum D-
Xylose-5-Phosphat metabolisiert und in den in Hefe vorhandenen Pentosephosphatweg
eingeschleust und hier weiter umgesetzt. Der neu eingefuhrte Reaktionsweg enthélt die
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L-Arabinose Isomerase (arad), die L-Ribulokinase (araB) und die L-Ribulose-5-
Phosphat 4-Epimerase (araD). In Arbeiten von Becker und Boles (2003) wurde gezeigt,
dass die Metabolisierung der L-Arabinose uber den eingefuhrten Stoffwechselweg nur
stattfinden kann, wenn die Aktivitat der L-Ribulokinase nicht zu hoch ist. Eine zu
geringe Aktivitat des Enzyms fiihrt jedoch ebenfalls zum Erliegen der L-Arabinose
Umsetzung. Einen weiteren entscheidenden Einfluss hat die erhohte Aktivitat der
Transaldolase, einem Enzym des Pentosephosphatweges. Durch die Uberexpression des
Hefe-eigenen Galaktose-Permease Transporters konnte eine Wachstumssteigerung auf
L-Arabinose erreicht werden (Becker und Boles, 2003). Das Verhéltnis der Enzyme
zueinander ist ein wichtiger Faktor bei der L-Arabinose Umsetzung und bewegt sich in
einem engen Rahmen. In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass eine hohe L-
Arabinose Isomerase Aktivitdt eine wichtige Rolle bei der effizienten Arabinose
Metabolisierung spielt. Sowohl bei der Analyse des urspriinglichen Pentose-
umsetzenden Stammes JBY?24-4M als auch des optimierten Stammes BWYO01A-4M
hatte sich das Plasmid-Verhéltnis eindeutig zu Plasmiden verschoben, die die L-
Arabinose Isomerase enthielten.

Die Xylose-Verwertung beginnt in S. cerevisiae mit deren Aufnahme in die Zelle tber
die Hefe-eigenen Hexosetransporter Hxt4, Hxt5, Hxt7 und Gal2. Um D-Xylose
umzusetzen, wurde ein eukaryontischer Stoffwechselweg eingefiihrt, in denen die
heterologen Gene Xylose-Reduktase (XYL/7) und Xylitol-Dehydrogenase (XYL2) und
das Hefe-eigene Gen Xylulokinase (XKS7) unter der Kontrolle des PGK-Promotors in
den chromosomalen HIS3-Locus integriert wurden (Eliasson et al., 2000). Folglich
kommen die Gene, nicht wie bei dem eingefiihrten Arabinose-Stoffwechsel, immer im
gleichen Zahlenverhdltnis vor. Probleme treten hier unter Sauerstoff-limitierten
Bedingungen auf. Es kommt zu einem Ungleichgewicht in der Redoxbilanz
(Bruinenberg et al., 1983; Kotter und Ciriacy, 1993; van Dijken und Scheffers, 1986;
Wahlbom et al., 2001), verursacht durch den Verbrauch von NADPH durch die Xylose-
Reduktase und durch die Bildung von NADH durch die Xylitol-Dehydrogenase. NADP,
welches durch die Xylose-Reduktase entsteht, kann im Pentosephosphatweg bei der
Umsetzung von Glukose-6-Phosphat zu 6-Phospho-Glukonat und bei der weiteren
Metabolisierung zu Ribulose-5-Phosphat wieder zu NADPH umgesetzt werden.
Hingegen kann NAD nur in Anwesenheit von Sauerstoff (ber die Atmungskette
regeneriert werden. Ist die Sauerstoffzufuhr nun limitiert, reichert sich NADH in der
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Zelle an und Xylitol kann nicht zu Xylulose umgesetzt werden. Es kommt zu einer
Akkumulation von Xylitol in der Zelle.

Um das Problem zu umgehen, wurde in Arbeiten von Kyper (2003) ein bakterieller
Stoffwechselweg zur Xylose Metabolisierung eingefiihrt. Er enthalt nur das Gen
Xylose-lIsomerase (X7) aus Piromyces sp. E2, welches Xylose in einer redoxneutralen
Reaktion zu Xylulose umsetzt.

Beide Stoffwechselwege brauchen fiur eine effiziente Pentoseverwertung ihren
jeweiligen Stammbhintergrund, in dem der Stoffwechselweg etabliert wurde. Noch nicht
genau identifizierte und charakterisierte Mutationen in den Stdmmen tragen in
Kombination mit den Uberexprimierten Genen zu einer verbesserten Umsetzung der

Pentose bei.

4.4 Co-Verbrauch von Arabinose und Xylose

Die gleichzeitige Verwertung von L-Arabinose und D-Xylose in S. cerevisiae ist fir
industrielle Zwecke von groBem Interesse. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein
Hefestamm konstruiert werden, der in der Lage ist, auf L-Arabinose-haltigen sowie D-
Xylose-haltigen Né&hragarplatten zu wachsen. Es konnte jedoch keine parallele
Metabolisierung der beiden Pentosezucker in Flissigkulturen nachgewiesen werden. In
HPLC-Messungen wurde gezeigt, dass der neu konstruierte Stamm BWY2 die in
Flussigmedium vorhandene D-Xylose nicht metabolisieren kann. Vermutet wurde, dass
die Hemmung des Xylose-Verbrauchs durch deren verhinderte Aufnahme in die Zelle
verursacht wurde. Da Arabinose und Xylose uber dhnliche Transporter in die Zelle
aufgenommen werden (Hamacher et al., 2001; Becker und Boles, 2003) lag die
Annahme nahe, dass es an den Transportproteinen zu einer Verdrangung der Xylose bei
Anwesenheit von Arabinose im Medium kam. In weiteren Tests, in denen das
Wachstum des Stammes BWY?2 in Xylose-haltigem Medium ohne Arabinose und mit
Arabinose verglichen wurde, konnte kein Unterschied im Wachstumsverhalten
festgestellt werden. Folglich konnte gezeigt werden, dass der Grund fir die Hemmung
des D-Xyloseverbrauchs in Flussigkulturen nicht in deren gehemmte Aufnahme
verursacht durch L-Arabinose lag.

Die Wachstumstests auf Platten bestdtigen jedoch die funktionelle Anwesenheit der
bendtigten Gene fir die D-Xylose Umsetzung. Maéglich waére, dass eine 2% ige Xylose-
Konzentration im Medium inhibierend auf die Zellen wirkt. Bei Plattenwachstum kann
durch die Zellen verbrauchte Xylose nur langsam nachdiffundieren. Die
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Xylosekonzentration um die Kolonien sinkt. Die geringere Xylosekonzentration
entspricht vielleicht mehr dem Wachstumsoptimum des neuen Stammes. Eine
Erklarung hierfir kann das aufgestellte mathematische Modell fur den Glukose-
Metabolismus von Teusink et al. (1998a) liefern. In diesem Modell wird postuliert, dass
es von Vorteil oder sogar notwendig sein kann, dass ein Enzym, welches einen ATP
verbrauchenden Schritt in einem Stoffwechselweg durchfiihrt, eine geringere
Umsetzung seines Substrats aufweist. Viele Stoffwechselwege beginnen in der Zelle mit
einem ATP verbrauchenden Schritt um das Substrat zu aktivieren. Nachfolgende
Reaktionsschritte produzieren zwar wieder einen Uberschuss an ATP fir die Zelle, doch
kann der zuvor ATP verbrauchende Schritt zu schnell abgelaufen sein und der Rest des
Metabolismus kommt zum Erliegen. Die Zelle hat ihr sédmtliches verfligbares
intrazelluldres ATP verbraucht, bevor neues ATP gebildet werden konnte. Denkbar
ware, dass in dem fir die Xylose-Verwertung eingefiihrten Stoffwechselweg die
Xylulokinase (XK) eine zu hohe Aktivitat aufweist und Xylulose zu schnell zu
Xylulose-5-Phosphat umgesetzt wird. Das Zucker-Phosphat kann in den weiteren
Reaktionsschritten im Pentosephosphatweg nicht schnell genug metabolisiert werden.
Es kann kein ATP synthetisiert werden und der Zellmetabolismus kommt zum Erliegen.
Niedrige Xylosekonzentrationen im Medium wirden den Ablauf der ersten
Reaktionsschritte verlangsamen und folglich eine zu schnelle Phosphorylierung und
somit einen zu schnellen ATP-Verbrauch unterbinden.

In Flussigkulturen auf dem Schattler hingegen kommt es zu einer sténdigen
Durchmischung der Kultur. Neue Xylose aus dem Medium wird an die Zellen
herangetragen. Es entsteht kein Konzentrationsgefélle. Somit kommt es nicht zu den
verbesserten Wachstumsbedingungen bewirkt durch den geringeren Xylosegehalt. Der
Stamm ist nicht in der Lage seine Wachstumsrate zu steigern.

4.5 Optimierung der Verwertung der beiden Pentosezucker

Eine Optimierung der Umsetzung der Pentosezucker durch den rekombinanten
Hefestamm ware von groem Vorteil. Um eine Verbesserung in der Metabolisierung

von L-Arabinose und D-Xylose zu erzielen, bieten sich verschiedene Ansatzpunkte an.

Aus mehreren Arbeiten geht hervor, dass sowohl bei L-Arabinose- und auch bei D-
Xylose-Verwertung der Transport des Zuckers in die Zelle einen limitierenden Schritt
bei der Metabolisierung darstellt (Hamacher et al., 2001; Becker und Boles, 2003).
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Es wurden bislang noch keine spezifischen Transporter fir die Pentosezucker in S.
cerevisiae gefunden. Bei der Suche nach Xylosetransportern aus S. cerevisiae, A.
thaliana und P. stipits-Genbanken konnten keine entsprechenden Gene identifiziert
werden (Hamacher, 2001). Es zeigte sich aber, dass die Hefe-eigenen Hexosetransporter
Hxt4, Hxt5, Hxt7 und Gal2 in der Lage sind, Xylose zu transportieren. Bei
Uberexpression der Xylose-transportierenden Hexosetransporter in rekombinanten S.
cerevisiae Stammen wurde jedoch keine verbesserte Wachstums- sowie keine
verbesserte Fermentationsrate von D-Xylose gemessen (Hamacher er al, 2002). Es
kann davon ausgegangen werden, dass L-Arabinose tber die gleichen Transporter in die
Zelle aufgenommen wird. Bekannt war, dass die Hefe-eigene Galaktose-Permease Gal2
in der Lage ist, L-Arabinose zu transportieren (Kuo et al., 1970). Eine zusatzliche
Uberexpression von GAL2 fihrte in dem L-Arabinose verwertenden Hefestamm
JBY25-4M zu einem verbesserten Wachstum auf L-Arabinose (Becker und Boles,
2003). Die L-Arabinose-Aufnahme Uber den Gal2-Transporter konnte somit bestatigt
werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Uberexpression von GAL2 die
Fermentationsrate steigerte. Wahrscheinlich wird uber die GAL2-Uberexpression unter
anaeroben Bedingungen auch eine Steigerung der Ethanolproduktion verursacht. Fur
eine optimierte Pentoseumsetzung wére folglich eine Uberexpression der Gene flir die
genannten Transporter von Vorteil. Zusétzliche Modifikationen der Transportergene
kdnnten eine hohere Effektivitat und Affinitat fir die Pentosezucker bewirken.

Um eine verbesserte Fermentationsrate des rekombinanten Hefestammes zu erhalten,
konnte dieser unter anaeroben Bedingungen auf die Metabolisierung von Pentosen
selektiert werden. Die Selektion wirde zuerst auf verbessertes Wachstum und
anschlieBend auf optimale Fermentation der Pentosezucker unter anaeroben
Bedingungen stattfinden. In Arbeiten von Kuyper et al. (2004) konnte ein
rekombinanter S. cerevisiae Stamm, welcher das Xyl4-Gen aus Piromyces sp. E2
exprimierte, durch Selektion erhalten werden, der in der Lage war, anaerob auf Xylose-
haltigem Medium zu wachsen und die Xylose zu Ethanol zu fermentieren. Zur Selektion
auf spontane Mutationen fir verbessertes Xylose-Wachstum wurde der Stamm in
synthetischem Minimalmedium mit Xylose als einziger Kohlenstoffquelle unter aeroben
Bedingungen in Schittelkolben kultiviert. Der Stamm wurde mehrere Male in frisches
Medium Uberfuhrt. Tests zeigten, dass der Stamm nicht in der Lage war unter komplett
anaeroben Bedingungen zu wachsen. Zur weiteren Selektion wurde der Stamm unter

Sauerstoff-limitierten Bedingungen im Fermenter angezogen. Nach Verbrauch der
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Xylose im Medium wurde die Kultur in frisches Xylose-haltiges Medium Gberfihrt.
Nach mehreren Wiederholungen sollte der Stamm unter anaeroben Bedingungen im
Fermenter angezogen werden. Auch hier wurden die Zellen in regelméfiiigen Abstdnden
umgeimpft. Es konnte nun Wachstum sowie Xyloseverbrauch und Ethanolproduktion
unter anaeroben Wachstumsbedingungen gemessen werden.

In Anlehnung an dieses Beispiel konnte der neu konstruierte Stamm auf anaerobes
Wachstum selektiert werden. Der Vorteil ware, dass unter anaeroben Bedingungen
Arabinose nicht veratmet werden kann. Somit kénnte die Ethanolausbeute gesteigert
werden.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, war der neu konstruierte Stamm BWY2 trotz
funktionell enthaltener Gene fur den L-Arabinose sowie den D-Xylose Katabolismus
nicht in der Lage, D-Xylose in Flissigmedium zu verwerten. Ein Ansatz zur
Erméglichung der Metabolisierung von D-Xylose kénnte die Uberexpression von
Genen im  Pentosephosphatweg darstellen. In den beiden eingefihrten
Stoffwechselwegen zur L-Arabinose- und zur D-Xylose-Verwertung entsteht in beiden
Fallen Xylulose-5-Phosphat als Produkt. Dieses wird in den Hefe-eigenen
Pentosephosphatweg eingeschleust und kann dort weiter metabolisiert werden.
Vorstellbar bei einem Co-Verbrauch der beiden Zucker ist ein Engpass bei einem der
nachfolgenden Reaktionsschritte im Pentosephosphatweg.

Eine Optimierung der L-Arabinose Verwertung stellt sicherlich die stabile genomische
Integration der Gene des L-Arabinose Katabolismus dar. Die daraus resultierenden
Vorteile werden in Abschnitt 4.6 bzw. 3.3 diskutiert.

Bei der heterologen Expression von Genen treten in vielen Fallen Probleme auf. Die
heterologe Expression von Genen anderer Organismen in Hefe fiihrt oftmals nicht zu
funktionellen Enzymen (Moes et al., 1996). Grinde kdnnen in einer unterschiedlichen
Nutzung der Kodons liegen oder dass das heterologe Gen schwécher exprimiert wird.
Auf Proteinebene kann es zu einer mangelnden Funktionalitit kommen, da aufgrund
falscher Faltung, posttranslationaler Modifikation oder Ausbildung inter- oder
intramolekularer Disulfidbriicker es zu einer Instabilitdt des Proteins fuhren kann
(Sarthy et al, 1987). Die Aktivitat der exprimierten Enzyme liegt meistens deutlich
unter ihrer nativen Aktivitat. Bei dem Versuch durch Sedlak und Ho (2001) die L-
Arabinose Isomerase aus E. coli in Hefe zu exprimieren, konnte zwar ein funktionelles
Enzym synthetisiert werden, doch betrug die Aktivitat nur ca. 10% der Aktivitét in E.

coli. Hingegen konnte in den vorangehenden Arbeiten zur Konstruktion des Pentose-
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vergarenden Hefestamms JBY25-4M die L-Arabinose Isomerase aus B. subtilis aktiv in
S. cerevisiae exprimiert werden. Zusatzlich war hier eine geringe Enzymaktivitét
messbar (Becker und Boles, 2003). Denkbar sind strukturelle Unterschiede zwischen
den L-Arabinose Isomerasen aus E. coli und B. subtilis, welche die unterschiedlichen
Aktivitdten in Hefe verursachen. Weitere Schwierigkeiten bei der heterologen
Expression von Genen treten durch die unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften
der Enzyme auf. So kann die Aktivitat eines Enzyms stark durch den vorherrschenden
pH-Wert oder die Temperatur beeinflusst werden. In Arbeiten von Walfridsson (1996)
lag das Temperaturoptimum einer heterolog exprimierten Xylose Isomerase aus T.
thermophilus Uber dem Wachstumsoptimum seines rekombinanten Hefestammes. Die
daraus resultierende geringe Enzymaktivitdt musste erst durch weitere Arbeiten
gesteigert werden (L6nn et al., 2002). Die Optimierung von Enzymen geht jedoch oft
mit ihrem Stabilitatsverlust einher. Folglich stellt die heterologe Expression von
Stoffwechsel-Genen einen kritischer Punkt bei der Effektivitat der Metabolisierung dar.
Um eine heterologe Expression von Genen und somit die genannten Nachteile zu
umgehen, kann fir die Einfiihrung eines neuen Stoffwechselweges versucht werden,
endogene Enzyme aus Hefe zu finden und diese zu Uberexprimieren. Oft sind solche
Gene vorhanden, sind aber nicht in ausreichender Form aktiv oder sie stellen nur Teile
des Stoffwechselweges dar.

Weiterhin waére fir eine verbesserte Umsetzung der Pentosen die Optimierung der
einzelnen Gene der Stoffwechselwege mdglich. Wie schon im Fall der L-Ribulokinase
aus dem Arabinose Metabolismus gezeigt wurde, war deren Enzymaktivitat fur den
gesamten Stoffwechselweg von entscheidender Rolle (Becker und Boles, 2003). In
diesem Fall ermdglichte erst die verringerte Aktivitét, verursacht durch eine erniedrigte
Substrataffinitdt des Enzyms, die weitere Metabolisierung der L-Arabinose. Genauso
kdnnte eine verénderte Aktivitat der anderen Enzyme des Stoffwechselweges zu einer
verbesserten Umsetzung fiihren. Wahrscheinlich scheint, dass eine Erhéhung der
Enzymaktivitdt der L-Arabinose Isomerase einen positiven Einfluss auf die
Metabolisierung von Arabinose haben wiirde. In Arbeiten von Sedlak und Ho (2001)
zeigte sich schon, dass die geringe Aktivitdt der Isomerase aus E. coli eine Arabinose
Umsetzung verhinderte. Auch in der Arbeit von Becker und Boles (2003) schien in dem
Arabinose-verwertenden Hefestamm nur eine geringe Enzymaktivitat der heterolog
exprimierten Isomerase aus B. subtilis erreichbar zu sein. In der vorliegenden Arbeit

wurde der Arabinose-umsetzende Hefestamm BWYO01A-4M genauer analysiert,
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welcher die Gene des L-Arabinose Katabolismus auf vier einzelnen Plasmiden enthélt.
Es wurde unter anderem Uberpruft, in was flr einem Zahlenverhaltnis die Plasmide und
somit die Arabinose-umsetzenden Gene zueinander vorlagen. Die Tests ergaben, dass
der Stamm fast ausschliel}lich Plasmide enthielt, auf denen die L-Arabinose Isomerase
vorhanden war. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass eine effiziente Arabinose
Umsetzung von dem Vorhandensein von einer hohen Isomeraseaktivitat abhangig ist.
Anhand der Resultate ware es nun sinnvoll zu versuchen, die Enzymaktivitat der L-
Arabinose Isomerase zu steigern. Beispiele fir eine Optimierung der
Enzymeigenschaften sind in der Literatur h&ufig zu finden. Erfolgreich konnte in
mehreren Arbeiten das Temperaturoptimum von Enzymen erniedrigt werden. Bei der 3-
Isopropylmalat-Dehydrogenase aus 7. thermophilus oder der B-Glykosidase aus
Pyrococcus furiosus konnte eine gesteigerte Enzymaktivitat bei niedrigen Temperaturen
erreicht werden (Suzuki et al., 2001; Lebbink et al., 2000). Um die veranderten Enzyme
zu erhalten, wurde eine ,fehlerhafte PCR* mit anschlieBendem ,,DNA-shuffling“
durchgefiihrt (Lebbink er al., 2000). Auch konnten die Eigenschaften der zuvor
berichteten Xylose Isomerase aus 7. thermophilus durch Zufalls-PCR-Mutagenese
verbessert werden. Ahnliche Methoden kénnten zur Steigerung der Enzymaktivitat der
L-Arabinose Isomerase angewendet werden.

Ein Problem, welches die effiziente Umsetzung der Pentosen zu Ethanol verhindert, ist
die Entstehung von Nebenprodukten bei der Zuckerumsetzung. Unter Sauerstoff-
limitierten oder anaeroben Wachstumsbedingungen kommt es bei dem eingefiihrten
eukaryontischen Stoffwechselweg des Xyloseabbaus zur Produktion von Ethanol,
jedoch entsteht als Hauptnebenprodukt in signifikanten Mengen Xylitol (Bruinenberg et
al., 1983; Kotter und Ciriacy, 1993; van Dijken und Scheffers, 1986; Wahlbom et al.,
2001). In Arbeiten von Tré&ff (2001) konnte durch Deletion der Aldose Reduktase GRE3
eine Verminderung der Xylitolbildung in einem rekombinanten S. cerevisiae Stamm, in
welchem die XI (Xylose-lsomerase) aus T. thermophilus und die endogenen
Xylulokinase uberexprimiert wurde, um das zwei- bis dreifache erreicht werden. Ein
weiteres Beispiel ist die Arbeit von Kyper et al. (2004), in der das GRE3-Gen in einem
rekombinanten S. cerevisiae Stamm, in welchem die Xylose-Isomerase aus Piromyces
sp. E2 exprimiert wurde, deletiert wurde. Der Betrag der Xylitol-Bildung war selbst
unter anaeroben Bedingungen vernachléssigbar. Eine Deletion des GRE3-Gens wiirde
vermutlich eine hohere Ethanolausbeute in Stamm BWY2 bewirken.
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4.6 Biotechnologische Anwendung

In industriellen Prozessen zur Ethanolproduktion aus Lignozellulose ist es wichtig, alle
vorhandenen Zucker schnell und mit hoher Effizienz zu fermentieren (Sivers und
Zacchi, 1995). Der Einsatz von S. cerevisiae als Ethanolproduzent hat viele Vorteile,
wie schnelle Zuckerumsetzung, hohe Ethanolbetrdge aus Hexosen, hohe
Ethanoltoleranz sowie hohe Resistenzen gegen inhibitorische Hydrolysate. Der
Hauptnachteil von S. cerevisiae ist das Unvermogen der Verwertung von
Pentosezucker, die einen signifikanten Anteil der pflanzlichen Biomasse ausmachen.
Fur industrielle  Fermentationsprozesse wére ein Stamm mit erweitertem
Substratspektrum von groRer Bedeutung. Zur Konstruktion eines Hefestammes, der in
der Lage ist neben Hexosen auch die Pentosen L-Arabinose und D-Xylose zu
verwerten, wurde der Stamm JBY25 mit den essentiellen Genen des L-Arabinose
Katabolismus und den Genen fur einen Xylosestoffwechselweg transformiert. Der neu
konstruierte Stamm BWY2 war jedoch nicht in der Lage, Xylose in Flissigmedium zu
nutzen. Durch Selektion von BWY2 auf optimiertes Wachstum in D-Xylose-haltigem
Medium konnte dies eventuell erreicht werden.

Trotzdem bleibt weiterhin das Problem der Kofermentation der Zucker bestehen. In der
Industrie angebotene Hydrolysate fir Fermentationsprozesse enthalten zum Grofiteil
Hexosen. In rekombinanten Zymomonas mobilis Stammen, welche in der Lage sind
Arabinose und Xylose zu fermentieren, werden zwar bei gleichzeitiger Anwesenheit
von Glukose, Arabinose und Xylose die Zucker metabolisiert, sie werden jedoch
bevorzugt in der genannten Reihenfolge umgesetzt (Mohagheghi et al., 2002). Bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Glukose (und anderen Hexosen) wirde in den
rekombinanten Hefestimmen die Pentose-Aufnahme an den Transportproteinen
gehemmt werden und die gleichzeitige Metabolisierung somit verhindert.

Fur den industriellen Einsatz eines rekombinanten Hefestammes ist es unerldsslich, die
Gene der neu eingeflhrten Stoffwechselwege stabil in das Genom zu integrieren. Unter
den vorherrschenden nicht-selektiven Bedingungen wirden die zusétzlich eingefiihrten
Eigenschaften, wenn sie nur auf Plasmiden enthalten waren, in kirzester Zeit verloren
gehen.

In industriellen Prozessen werden meist optimierte, wenig charakterisierte Hefestdmme
eingesetzt, welche prototroph, oft diploid oder aneuploid sind. Die in dieser Arbeit
verwendeten Laborstdmme hingegen sind haploid und besitzen zur genetischen

Manipulation Auxotrophie-Marker. Die eingefiihrten Stoffwechselwege mdissten erst in
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industrielle Stamme Ubertragen werden. Diese Ubertragung verlauft oft nicht
unproblematisch. Die Transformation von Industriestimmen stellt sich oft als schwierig
dar. Unter anderem mussten dominante Resistenz-Marker verwendet werden (Hahn-

Héagerdal et al., 2001).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Pflanzliche Biomasse bietet sich hervorragend als billiges und in groRen Mengen
verfiighares Ausgangssubstrat fir industrielle Fermentationsprozesse an. Dabei konnte
z.B. die Hefe Saccharomyces cerevisiae zur Herstellung von Bioalkohol eingesetzt
werden. S. cerevisiae kann jedoch die in groBen Mengen in der Biomasse enthaltenen
Pentosen D-Xylose und L-Arabinose nicht vergaren. Deshalb ware ein Hefestamm mit
entsprechend erweitertem Substratspektrum von grofRem wirtschaftlichen Interesse. In
dieser Arbeit sollte rekombinante Hefestamme konstruiert bzw. optimiert werden, die in

der Lage sind D-Xylose und/oder L-Arabinose zu Ethanol zu vergéren.

Zunachst wurde ein bereits vorhandener L-Arabinose vergdrender Hefestamm unter
Einsatz der Methoden der ,,gerichteten Evolution optimiert, L-Arabinose effektiver zu
verstoffwechseln. Dies geschah durch repetitive Selektion auf Wachstum mit L-
Arabinose als einziger Kohlenstoffquelle unter Sauerstoff-limitierten Bedingungen.
Eine genetische und physiologische Charakterisierung des Stammes ergab, dass dieser
sowohl Mutationen im Hefegenom als auch auf den L-Arabinose Stoffwechselweg

exprimierenden Plasmiden erworben hatte.

Dieser Stamm exprimierte die fur den L-Arabinose Katabolismus notwendigen Enzyme
und Transporter von vier verschiedenen Plasmiden. Fir den industriellen Einsatz eines
rekombinanten Hefestammes ist es jedoch unerlésslich, die Gene des L-Arabinose
Katabolismus stabil in das Genom zu integrieren. In dieser Arbeit ist es gelungen, zwei
der insgesamt drei essentiellen Gene des Stoffwechselweges in funktioneller Form in

den rDNA-Locus von S. cerevisiae zu integrieren.

Im letzten Teil der Arbeit konnte erstmals ein Hefestamm konstruiert werden, der
sowohl die Gene des Stoffwechselweges fir den L-Arabinose- als auch die des
Stoffwechselweges fur den D-Xylose-Katabolismus exprimiert. Der Stamm war in der
Lage auf Né&hragarplatten zu wachsen, bei denen L-Arabinose oder/und D-Xylose die
einzigen Kohlenstoffquellen darstellten. Wachstumstests mit Fliissigkulturen sowie
HPLC-Analysen des Zuckerverbrauchs ergaben jedoch, dass der Hefestamm
Uberraschenderweise nicht in der Lage war, D-Xylose in Flissigmedien zu

verstoffwechseln. Mogliche Erklarungen hierflr werden diskutiert.
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A Adenosin

Abb. Abbildung

Ade Adenin

Ala Alanin

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Aspartat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Temperatur in Grad Celsius
Cys Cystein

%) Durchmesser

DNA Desoxyribonukleinséure
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EtBr Ethidiumbromid

FOA Fluororotsaure

g Gramm

G Guanosin

G 418 Geniticin

Gln Glutamin

Glu Glutamat

Gly Glycin

h Stunde(n)

His Histidin

lle Isoleucin

kb Kilobasen

I Liter

LB Lucia-Broth, Vollmedium flr Bakterien
Leu Leucin

Lys Lysin

M Molar

Met Methionin

min Minute(n)

ODs0o optische Dichte bei 600 nm

ORF ,»open reading frame* (offener Leserahmen)
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P Phosphat

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

pH potentia Hodrogenii (lat.), Saurestarke
Phe Phenylalanin

Pro Prolin

rDNA ribosomale Desoxyribonukleinsdure
rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

sec Sekunde(n)

Ser Serin

t Zeit

T Thymidin

Tab. Tabelle

Thr Threonin

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

U Lunit® (Enzymeinheit)

Ura Uracil

uv Ultraviolett

% Geschwindigkeit

Val Valin

WT Wildtyp

YEP Yeast Extract Peptone

YNB Yeast Nitrogen Base

z.B. zum Beispiel
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