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1 | Einleitung

1 Einleitung

1.1  Aufbau und Funktion des menschlichen Verdauungstrakts

Der menschliche Verdauungstrakt besteht in seiner vereinfachten Form aus vier Organen mit
sehr unterschiedlichen aber voneinander abhingenden Funktionen (Boland, 2016). Die erste
Station bildet dabei die Mundhohle, in der die Nahrung zerkleinert, eingespeichelt und
enzymatisch vorverdaut wird. Der vorprozessierte Nahrungsbrei, der auch als Bolus bezeichnet
wird, wandert nun zur zweiten Station, dem Magen. Hier beginnt im Magensaft mit einem pH-
Wert von 0,9 bis 2 die chemische und enzymatische Hydrolyse von einfachen Polysacchariden
und Proteinen. Gleichzeitig wird der Nahrungsbrei durch Muskelbewegungen des Magens
durchmischt und ein letztes Mal mechanisch zerkleinert, bis Nahrungspartikel mit einer Grofde
von etwa 1-2 mm in den Diinndarm tibergeben werden (Kong and Singh, 2008; Boland, 2016).
Die nun semifluide Nahrungsmasse, auch Chymus genannt, wird zundchst vom
Zwolffingerdarm neutralisiert. Anschliefend werden die Nahrungspartikel im Jejunum und
[lleum mit Hilfe korpereigener Enzyme und Gallensalz-haltiger Fluide weitestgehend in ihre
Bestandteile zersetzt (Goodman, 2010; Boland, 2016). Die zusétzlich vorhandene grofde
Oberfldche des Diinndarms sorgt schliefdlich dafiir, dass die freigesetzten Nahrstoffe vom Korper
aufgenommen und verwertet werden konnen. Die iibrigbleibenden Ballaststoffe, wie z.B.
Xylane, resistente Starke oder Pectine, werden zuletzt in den Dickdarm transportiert, in dem
aus humanphysiologischer Sicht nur noch die Resorption des im Chymus enthaltenen Wassers
und die Regulation des Elektrolythaushalts stattfindet (Sandle, 1998; Chang and Leung, 2014).
Betrachtet man jedoch die mikrobielle Zelldichte innerhalb der vier Verdauungskompartimente,
wird klar, dass der Dickdarm nicht nur eine weitere zentrale Verdauungsfunktion besitzt,
sondern auch eine iibergeordnete Rolle in der menschlichen Physiologie abseits einfacher

Verdauungsprozesse spielt (Walsh et al., 2014; Flint et al,, 2015).

Wahrend aufgrund des pH-Werts, Gallensalzen und Sekreten des Pankreas nur geringe Mengen
an Mikroorganismen im Magen und proximalen Teil des Diinndarms zu finden sind (etwa 10° -
10* Zellen ml"), steigt die Zellzahl von Prokaryoten im distalen Diinndarm und Dickdarm rapide
an (O'Hara and Shanahan, 2006; Sender et al., 2016). Mit 10" — 10"2 Zellen ml™ stellt dabei der
Colon eines der mit Fremdzellen am dichtesten besiedelten Oberflaichen im Koérper von
Sdugetieren dar und fungiert somit als spezialisiertes Fermentationsorgan fiir die Kultivierung
von anaeroben Mikroorganismen (Sender et al, 2016; O'Hara and Shanahan, 2006). Hierbei
ernahren sich die Mikroben von den fiir ihren Wirt ansonsten unverdaulichen Ballaststoffen, die
durch ein Netzwerk speziestibergreifender Enzymkaskaden schrittweise hydrolysiert und somit

verfiigbar gemacht werden (Flint et al, 2008; Rakoff-Nahoum et al, 2014). Garungs- und
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1 | Einleitung

Fermentationsprozesse hinterlassen aus den erzeugten Monosacchariden schliefdlich
kurzkettige Fettsauren (SCFAs), die in das Darmlumen abgegeben und von den Colonocyten des
Wirts aufgenommen werden (Fischbach and Sonnenburg, 2011; Tremaroli and Backhed, 2012;
den Besten et al.,, 2013). Die Verstoffwechselung der SCFAs deckt hierbei einen beachtlichen
Anteil von 5-10 % des taglichen Energiebedarf eines Menschen ab (McNeil, 1984). Insgesamt
gehen die Mikroorganismen beim Abbau von Ballaststoffen zu SCFAs derart effektiv vor, dass
das Ausscheidungsprodukt der menschlichen Verdauung (Feces) nur noch aus etwa 10 %w/w)
Nahrungsresten in Form von unverdauten Kohlenhydraten, sonstigen stickstofffreien
Pflanzenmaterialien und Lipiden besteht. Weitere 15 %) setzen sich aus mikrobieller
Zellmasse zusammen, der Rest ist Wasser und anorganische Verbindungen (O'Hara and

Shanahan, 2006; Rose et al., 2015).

1.2  Die Intestinalmikrobiota des menschlichen Dickdarms

Betrachtet man nicht nur die schiere Masse an Mikroorganismen, sondern auch deren
taxonomische Verteilung, stellt man fest, dass die menschliche Darmmikrobiota aus tiber 1000
verschiedenen Spezies bestehen kann, welche wiederum hauptsdchlich aus den Phyla
Firmicutes, Bacteroidetes und Actinobacteria stammen (Human Microbiome Project
Consortium, 2012; Lloyd-Price et al.,, 2016). Die potenzielle Biodiversitdt dieses Habitats wird
allerdings von manchen Wissenschaftlern sogar auf einen noch hoheren Wert geschatzt (Frank
and Pace, 2008). Insgesamt enthdlt der Colon eines gesunden Menschen etwa 500 dieser
Spezies gleichzeitig, wodurch das Darmmikrobiom fast 2 Millionen Gene enthalt, die nicht-
menschlichen Ursprungs sind (Quigley, 2013; Lloyd-Price et al, 2016). Nach neuesten
Schatzungen entspricht diese Zahl etwa 100 mal mehr codierenden DNA Bereichen als im

menschlichen Genom enthalten sind (Quigley, 2013; Lloyd-Price et al,, 2016; Pertea et al., 2018).

Die Auswirkungen dieses riesigen Reservoirs an genetischem Material und dem damit
verbundenen metabolischen Repertoire der Darmorganismen sind dabei beachtlich. So gibt es
eine Vielzahl von Korrelationen zwischen der spezifischen Zusammensetzung der Darmflora
und unterschiedlichen Gesundheitszustinden des Menschen, die von der Regulation der
Glucose-Homoostase und des Immunsystems bis hin zu psychischen Erkrankungen wie
Schizophrenie und Depression reichen (Woting and Blaut, 2016; Wu et al., 2015; Sommer and
Backhed, 2013; Foster and McVey Neufeld, 2013; Cryan and Dinan, 2012). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch noch weitestgehend unverstanden, da die
Kommunikation zwischen der Mikrobiota und ihrem Wirt ein hochkomplexes und
interspezifisches System darstellt, das auch noch auf unterschiedlichen Signalwegen verlauft

(Sommer and Backhed, 2013; Carabotti et al., 2015; Corréa-Oliveira et al., 2016). Es wurde jedoch
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nachgewiesen, dass unter anderem die SCFAs, die bei der Verstoffwechselung von
Polysacchariden entstehen, nicht nur von den Colonocyten aufgenommen und verstoffwechselt,
sondern auch in das Blut abgegeben werden, wortiber sie alle Organe des menschlichen Korpers
erreichen und dort verschiedene Signalkaskaden auslésen konnen (Corréa-Oliveira et al., 2016;
Dorrestein et al., 2014; Schauber et al., 2003; Flint et al., 2015). Dies schliefdt auch das Gehirn
mit ein, da SCFAs und bestimmte andere Signalmolekiile aus dem Darm die Blut-Hirn-Schranke
passieren konnen (Vadder and Mithieux, 2018). Hier spricht man von der gut-brain axis

(Carabotti et al., 2015).

1.3  Die SCFAs der Intestinalmikrobiota

Die wichtigsten SCFAs, die durch mikrobielle Fermentation von Ballaststoffen im Colon
akkumulieren, sind Acetat, Butyrat und Propionat (Fischbach and Sonnenburg, 2011; Morrison
and Preston, 2016). Auch Succinat und Lactat, welche als Vorstufen von SCFAs ebenfalls
produziert werden, sind unter bestimmten Bedingungen in grofderen Mengen als Endprodukte
im Darmlumen vorzufinden (Vadder and Mithieux, 2018; Vadder et al., 2016; Macfarlane and
Macfarlane, 2003; Koh et al., 2016). Gleiches gilt fiir Formiat, das aber eher eine untergeordnete
Rolle spielt, da es in der Regel von hydrogenotrophen Methanogenen und acetogenen
Mikroorganismen, die ebenfalls Teil der Darmflora sind, weitestgehend abgebaut wird
(Vanderhaeghen et al, 2015; Morrison and Preston, 2016; Rios-Covian et al, 2016). Die
Akkumulation von Formiat im Lumen des Colons scheint daher nur bei inflammatorischen
Prozessen aufzutreten, die zu einer Dysbiose der Darmmikrobiota fithren (Bereswill et al., 2011;

Morrison and Preston, 2016).

Wahrend Stoffwechselwege zur Produktion von Acetat innerhalb verschiedener taxonomischer
Ordnungen ubiquitdr verbreitet sind, finden sich die Stoffwechselwege fiir Propionat und
Butyrat hauptsachlich in spezifischen Ordnungen innerhalb des Darmmikrobioms (Morrison
and Preston, 2016). Dies fithrt zum einen dazu, dass Acetat erwartungsgemafd die haufigste
SCFA innerhalb des Colons darstellt, und zum anderen, dass die immense Biodiversitat des
menschlichen Gastrointestinaltrakts zumindest in funktionelle Einheiten vereinfacht werden
kann (Koh et al., 2016; Louis et al., 2007). Hierbei kristallisieren sich einige Schliisselgattungen
heraus, die den prozentualen Hauptteil der Darmflora ausmachen oder zentrale Rollen in ihr
ibernehmen (Flint et al., 2015; Louis et al, 2007). So sind z.B. vor allem Spezies der
Bacteroidetes (z.B. Bacteroides oder Prevotella) und Negativicutes (z.B. Veillonella oder
Dialister) fiir die Produktion von Propionat tiber den Succinat-Stoffwechselweg verantwortlich,

wahrend Butyrat ausschliefflich von Gattungen innerhalb der Clostridia, wie Roseburia,
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Eubacterium und Coprococcus produziert wird (Flint et al, 2015; Rios-Covian et al, 2016;

Reichardt et al., 2014).

Die generelle Biodiversitdt des Darmmikrobioms sowie die Haufigkeit einzelner Vertreter dieser
mikrobiellen Gruppen sind dabei in (gesunden) Individuen sehr variabel und schwanken z.B.
aufgrund von Alter, Lebensstil, Erndhrung, Medikamenteneinnahme und genetischen Faktoren
(David et al., 2014b; Backhed et al, 2015). Interessanterweise existieren hierbei bestimmte
Verteilungsmuster, die durch metagenomische Analysen identifiziert wurden und spezifische
Zustinde des Darmmikrobioms beschreiben, welche als Enterotypen bezeichnet werden
(Arumugam et al, 2011). Diese Enterotypen werden dabei nach der jeweiligen Habitat-
dominierenden Spezies benannt, bei der es sich entweder um Bacteroides spp., Ruminococcus
spp. oder Prevotella (P.) copri handelt (Arumugam et al, 2011). Auch wenn das Konzept
distinkter Enterotypen in den letzten Jahren vermehrt hinterfragt und debattiert wurde, zeigt
sich weiterhin uneingeschrankt, dass die (gesunde) Darmflora in der Regel von Spezies aus einer
der drei folgenden Gruppen dominiert wird: Bacteroides, Prevotella oder Gram-positiven
Butyratproduzenten (Gorvitovskaia et al., 2016; Jeffery et al, 2012; Knights et al, 2014).
Bemerkenswerterweise haben die beiden Gattungen Bacteroides und Prevotella in der
Darmmikrobiota des Menschen ein antagonistisches Verhdltnis zueinander, sodass Bacteroides
spp. in einer Prevotella-dominierten Mikrobiota nur in geringen Mengen auftritt und umgekehrt
(Arumugam et al, 2011; Gorvitovskaia et al., 2016). Die greifenden Mechanismen hinter diesem
mutualistischen Antagonismus sind noch weitestgehend unverstanden, obschon es bereits
verschiedene Assoziationen der Gattungen mit bestimmten Krankheiten und Erndhrungsweisen
gibt (Gorvitovskaia et al., 2016; Johnson et al., 2017; Kovatcheva-Datchary et al., 2015). So wird
eine Bacteroides-dominierte Darmflora vor allem mit einer protein- und fettreichen, westlichen
Didt in Verbindung gebracht, wahrend die (wenn auch etwas seltener gefundene) Pradominanz
von Prevotella hauptsichlich bei einer pflanzenreicheren Erndhrung auftritt (Johnson et al,

2017; Ley, 2016; Arumugam et al., 2011).

1.4  Prevotella copri, ein Hauptakteur des menschlichen Darms

Der Genus Prevotella besteht aus Gram-negativen, obligat anaeroben und unbeweglichen
Stabchen innerhalb der Abteilung Bacteroidetes (Hayashi et al, 2007). Human-assoziierte
Vertreter der Gattung besiedeln vornehmlich die Mundhohle, wo sie als Teil der kommensalen
Flora aber auch als klinisch relevante Pathogene bei parodontalen Infektionen auftreten
(Szafranski et al., 2015). Ebenso wird der Gastrointestinaltrakt des Menschen von funf derzeit
bekannten Prevotella spp. kolonisiert, von denen jedoch P. copri mit Abstand die hiufigste und

relevanteste Art darstellt (Hayashi et al, 2007; Human Microbiome Project Consortium, 2012;
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Kovatcheva-Datchary et al., 2015; Ley, 2016; Guilhot et al., 2017; Efimov et al., 2018). Besonders
deutlich wird diese Tatsache durch Metagenomanalysen, die zeigen konnten, dass die
Mikrobiota von einigen gesunden Probanden bis zu 80 % P. copri enthdlt, was einer intestinalen
Fermentation entspricht, die fast ausschliefllich von nur einem Organismus durchgefiihrt wird
(Human Microbiome Project Consortium, 2012). Die Auswirkungen auf den Menschen sind
dabei noch vollig ungeklart, da das vermehrte Auftreten von P. copri mit sehr unterschiedlichen
und zum Teil widerspriichlichen Effekten in Verbindung steht. So korreliert eine erhohte
Abundanz von P. copri mit der Reduktion von Bacteroides spp. und anderen fiir den Wirt
vorteilhaften Organismen (Arumugam et al., 2011; Scher et al., 2013). Zudem steht P. copri im
Verdacht, die Manifestierung der Autoimmunerkrankung rheumatoide Arthritis (RA) zu
begiinstigen (Scher et al., 2013; Pianta et al., 2017). Gleichzeitig korreliert P. copri aber auch mit
einer positiven Blutzuckerregulation und invers mit Autismus (Kovatcheva-Datchary et al., 2015;
Kang et al, 2013). Da der Organismus auflerdem vor allem bei einer positivbewerteten,
ballaststoffreichen und primar pflanzlichen Erndhrungsweise die Darmflora dominiert, und
daher im Besonderen mit Vegetarismus und indigenen Volkern in Verbindung gebracht wird,
ist die Einstufung von P. copri als Pathobiont weiterhin ein kontrovers diskutiertes Thema (Ley,

2016; Yatsunenko et al., 2012).

Wahrend die Relevanz von P. copri eine unbestreitbare Rolle in der aktuellen Forschung der
gastrointestinalen Mikrobiota spielt, ist abseits metagenomischer Studien bis dato nur relativ
wenig tiber das Bakterium selbst bekannt. Die meisten verfiigbaren Informationen stammen aus
Analytic Profile Index (API) Tests und wenigen Wachstumsexperimenten (Hayashi et al., 2007).
Zusatzlich ist das Genom in contigs sequenziert und mit vorwiegend automatischen
Annotationen versehen (NCBI BioProject Accession: PRINA30025). P. copri ist hiernach in der
Lage eine grofde Anzahl verschiedener Zucker, aber kaum Aminosiuren und Peptide
aufzunehmen und zu verstoffwechseln, wobei hauptsachlich Succinat und Acetat als
fermentative Endprodukte entstehen (Hayashi et al., 2007). AuRerdem besitzt der Organismus
ein grofdes Repertoire an Enzymen zur Verstoffwechselung verschiedener Polysaccharide, was
ihn vergleichbar mit Prevotella spp. aus dem Pansen von Wiederkauern oder darmbewohnenden

Bacteroides spp. macht.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Um die Prdidominanz von P. copri innerhalb der menschlichen Darmflora besser einordnen zu
konnen, sowie die bisher verfiigbaren Daten mit biochemischen Ergebnissen abzugleichen und
zu erweitern, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der zentrale Energie- und
Kohlenstoffmetabolismus des Organismus detailliert untersucht werden. Hierfiir sollten
zundchst die grundlegenden Wachstumseigenschaften von P. copri bestimmt und ein
bioinformatisches Stoffwechselmodell erstellt werden. Anschlief3end sollte das Modell mit Hilfe
von Transkriptomanalysen, Enzym-Assays und Fermentationsversuchen verifiziert und
analysiert werden. Zum Vergleich sollte eine Rekonstruktion des Zentralstoffwechsels auch bei
weiteren Vertretern dominanter Darmspezies durchgefiihrt werden. Schlussendlich sollte
auferdem tiberprift werden, ob sich P. copri fiir die biotechnologische Produktion der

Plattformchemikalie Succinat einsetzen lasst.
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3.1 Chemikalien, Organismen und andere Materialien

3.1.1 Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht

anders deklariert, von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich

(Miinchen, Deutschland), Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), Serva (Heidelberg,

Deutschland), VWR (Darmstadt, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen

und entsprachen mindestens der Qualitatsstufe per analysis (p. a.).

3.1.2 Gase

Gase wurden im technischen Reinheitsgrad von der Firma Air Liquide (Dusseldorf,

Deutschland) bezogen. Verwendet wurden N3 (99,9 %) und CO. (99,9 %), die zum Teil auch

tiber eine Gasmischanlage in einem Mischungsverhaltnis von 80:20 verwendet wurden.

3.1.3 Enzyme

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Enzyme sind inklusive Bezugsquelle in Tab. 1

aufgelistet.

Tab. 1: Enzyme, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Enzymbezeichnung

Hersteller

Aldolase (aus Kaninchen-Muskulatur)

DNase 1

OneTaq®-DNA-Polymerase

Glithwiirmchen Laternen Extrakt (Luciferase)

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (aus
Kaninchen-Muskulatur)
Phosphoglyceratkinase (aus Saccharomyces
cerevisiae)

a-Glycerophosphat-Dehydrogenase (aus

Kaninchen-Muskulatur)

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific
(Schwerte, Deutschland)
New England Biolabs (Ipswich,
USA)

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)
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3.1.4 Antibiotika
Zur Erhaltung von Reinkulturen wurden Antibiotika eingesetzt, die im Folgenden unter Angabe

der verwendeten Endkonzentration aufgelistet sind (Tab. 2).

Tab. 2: Eingesetzte Antibiotika mit Angabe des verwendeten Losungsmittels und der Endkonzentration.

Antibiotikum Losungsmittel Endkonzentration
Tetrazyklin 70 % EtOH 10 pg ml!
Kanamycin H>O 50 pg ml?!

3.1.5 Organismen
In dieser Arbeit wurden die im Folgenden aufgefithrten Organismen verwendet (Tab. 3), die
allesamt von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,

Braunschweig, Deutschland) bezogen wurden.

Tab. 3: Verwendete Organismen mit Angabe von Genotyp und Referenz. Alle Stimme wurden von der DSMZ
(Braunschweig, Deutschland) bezogen.

Organismus Genotyp Referenz

Prevotella copri DSM 18205 Wildtyp  Hayashi et al., 2007

Bacteroides vulgatus DSM 1447 Wildtyp  Eggerth and Gagnon, 1933; Hahnke
et al, 2016

Parabacteroides johnsonii DSM 18315  Wildtyp = Sakamoto et al, 2007; Hahnke et
al.,, 2016

3.1.6 Oligonukleotide (Primer)

Zur Amplifikation verschiedener Genfragmente wurden die in Tab. 4 aufgelisteten
Oligonukleotide (Primer) benutzt. Die Sequenzen wurden hédndisch oder mit Hilfe des
Programms Primer 3 (primer3.ut.ee) entworfen. Letztere Methode wurde vor allem zur
Herstellung von Primern fiir die quantitative RT-PCR (RT-qPCR) verwendet, um Primer-Paare
mit moglichst gleichen Schmelztemperaturen und Amplifikate von moglichst gleichen Langen
zu erhalten (siehe weiterfithrend Kapitel 3.3.6). Synthetisiert wurden die Oligonukleotide

durch die Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland).

Tab. 4: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz [5'->3'] Matrix Anmerkung
Pco_16S2_fw CGTGTTGTGAAATGTAGACG erstellt von
16S-rRNA-Gen von P. copri Deppenmeier, U.
Pco_1652_rev TGTTCAGACCAACAGCGGGCAT (PREVCOP_05466) (2015;
unveroffentlicht)
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Bac_16S2_fw TCAGYTGTGAAAGTTTGSGG erstellt von
16S-rRNA-Gen von

Bacteroides spp.

Deppenmeier, U.
(2015;
unveroffentlicht)

Bac_16S2_rev GTRTATCGCMAACAGCGAGTAT

RTqPC03558_fw GTTGAGGCTGAGAACGCAAA GAPDH-Gen von P. copri i RT-PCR
ir RT-q
RTQPCO3558_rev GCTCAGCAGTAACACGGATG (PREVCOP_03558)
RTqPCO6002_fw CGTTGACAAAGACGGCTCAA Gen des ribosomalen
Proteins L21 von P. copri far RT-qPCR
RTqPC06002_rev GTGAACTGAGCACGATGACC (PREVCOP_06002)
PFL-Pcop_fw CAACCACTGAACAGCCTCAC Gen der Pyruvat-Formiat-
Lyase von P. copri fiir RT-qPCR
PFL-Pcop_rev CCGTGAAGAGGTTGCTATGC (PREVCOP_04273)
PFAOR_Pcop_fw AGTTGACGGTACATGGCAGA Gen der
P)’Iruvat:F;arredoxin— fiir RT-qPCR
PFAOR_Pcop._rev GAGCTCCTCGTCGGTCAATA Oxidoreduktase von P.
copri (PREVCOP_03943)
PEPCK_Pcop_fw TGCCAGTACCATTCCAACCT Gen der PEP-
Carboxykinase von P. copri fiir RT-qPCR
PEPCK_Pcop_rev GCGGTATCACAGAGCCTACT (PREVCOP_05409)
AcK_Pcop_fw ATAGCGGTGAGATGTTCCGT Gen der Acetatkinase von
P. copri fiir RT-qPCR
AcK_Pcop_rev TATCCGTGCCGTTGACTCTT (PREVCOP_04865)
PC03899_RTPCR_fw GTTAGCACCA CGACGCT Gen der PPi-PFK von P. i RT-PCR
) ir RT-q
PC03899_RTPCR rev  ACTCGGTTTCAACGCTTCAC copri (PREVCOP_03899)
PCO4138_RTPCR_fw AATTCATCGCACCTGTCAGC Gen der ATP-PFK von P. i RT-PCR
) ir RT-q
PCO4138_RTPCR rev  ACAGGTGGTACGATGCTGAA copri (PREVCOP_04138)
RTqPCO04137_fw TTACTCGCTGTGCACAATCG Gen der ATPase-
Untereinheit  von P. copri fir RT-qPCR
RTQPCO4137_rev ACCACTGAGCTTTCCCGTAA (PREVCOP_04137)
RTqPC04486_fw CCCAGCCGAAGAACATTACG Gen der Cytochrom-bd-
Chinoloxidase- ..
inhei . fiir RT-qPCR
RTQPC04486_rev AACTACTCCTGGTTCGTGGG Untereinheit I von P. copri
(PREVCOP_04486)
RTqPC06243_fw TGGGTGGTATCTGGGTTGAC Gen der
Fumaratreduktase- .
inheit A . fiir RT-qPCR
RTQPC06243_rev AGCCAAACCCTGCATCAAAG Untereinheit A von P. copri
(PREVCOP_06243)
RTqPC06320_fw TCCTGCTTTGCTCTTCGGTA Gen der Ngr-Untereinheit
B von P. copri far RT-qPCR
RTqPC06320_rev ACCAGCAACTTAGGGAGGAC (PREVCOP_06320)
RTqPC03626_fw AGCCATAGGTCCAAACTGCT Gen der Untereinheit A
der "kopflosen” NDHI von .
. fir RT-qPCR
RTqPC03626_rev GTGAACCTTTTGAGTGCGGT P. copri

(PREVCOP_03626)
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RTqPC05981_fw

RTqPC0598I1_rev

CACCTGGCAGAATCTCTCCT

CTTGGTTCTCGGAGCAATCG

Gen der Rnf-Untereinheit
B von P. copri
(PREVCOP_05981)

3.1.7 Software und Datenbanken

Die in dieser Arbeit verwendeten Programme und Datenbanken sind in Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 5: Software und Datenbanken, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Bezeichnung

Verwendung

Hersteller/Quelle

Artemis

Chromas 2.6.6

Citavi 6

Clone Manager 9.2

Clustal Omega

ESPript 3.0

Inkscape 0.92

KEGG

Microsoft Office

NCBI

NCBI BLAST

PDBe-Datenbank

Primer 3

Auswertung von
Transkriptomdaten

Analyse von DNA-
Sequenzen

Literaturverwaltung
und
Zitationsmanagement

Analyse von DNA-
Sequenzen

Mulitsequenzvergleiche

Erstellung von

Alignment-Abbildungen

Erstellung von
Abbildungen

Genomdatenbank

Tabellenkalkulation,
Erstellung von
Abbildungen,
Textverarbeitung

Genomdatenbank

Vergleich von DNA-
und
Aminosduresequenzen

Proteindatenbank

Designing von
Oligonukleotiden fiir
RT-qPCR

Carver et al,, 2012

Technelysium Pty Ltd (Brisbane, Australien)

Swiss Academic Software GmbH (Wadenswil,
Schweiz)

Sci Ed Software (Colorado, USA)

UCD (Dublin, Irland); Sievers et al., 2011

espript.ibep.fr (abgerufen am 06.01.2020);
Robert et al., 2014

Inkscape Community

www.genome.jp/kegg (abgerufen am
06.01.2020); Kanehisa Laboratories (Kyoto und
Tokyo, Japan)

Microsoft (Redmond, USA)

www.ncbi.nlm.nih.gov (abgerufen am
06.01.2020); NCBI (Bethesda MD; USA)

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (abgerufen am
06.01.2020)

PDBe (Cambridge, Grofdbritannien)

primer3.ut.ee (abgerufen am 06.01.2020)

-10 -
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Uniprot Proteindatenbank uniprot.org (abgerufen am 06.01.2020); UniProt
Consortium

3.2  Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Anzucht von P. copri in Serumflaschen

P. copri wurde unter anaeroben Anzuchtbedingungen bei 37 °C ohne Schiitteln in etwa zur
Halfte mit PYG- oder DMMG-Medium befiillten, dickwandigen Serumflaschen kultiviert.
Hierfiir wurden die Basismedien (Tab. 6 und Tab. 8) zuvor mit KOH und ggf. HCI auf einen
pH-Wert von 8 eingestellt, wonach sie zunachst 10 min mit N> und anschliefend mit einem 80
% N2/20 % CO»-Gasgemisch durchsprudelt wurden, bis durch die CO-bedingte Ansduerung
(Kohlensaure) ein pH-Wert von 7 erreicht wurde. Durch diesen Schritt wurde Sauerstoff aus den
Medien getrieben und die fiir die Anzucht notwendige Gasatmosphdre geschaffen. Versiegelt
wurden die priparierten Serumflaschen vor dem Autoklavieren mit Butyl-Gummistopfen. Um
verbliebenen Sauerstoff sichtbar zu machen, wurde den Medien der Redoxindikator Resazurin
(Endkonzentration: 1 mg 1) hinzugegeben, welcher im oxidierten Zustand und bei pH 7 eine
blaue Farbe besitzt, die unter Reduktion zunachst irreversibel nach pink umschlagt (es entsteht
Resofurin) und anschlief3end reversibel farblos wird(es bildet sich Dihydroresofurin). Um den
verbliebenen Sauerstoff vor der Kultivierung des Bakteriums zu entfernen, wurde den Medien

nach der Autoklavierung L-Cystein (Endkonzentration: 0,5 g 1') als Reduktionsmittel

hinzugefiigt.
Tab. 6: PYG-Basismedium. Tab. 7: Salzlésung PYG
Substanz Menge Substanz Menge
Trypton 5g CaCly x 2H>O 025¢g
Pepton 5g MgSO4 x 7H>0 05g
Hefeextrakt 10g K2HPO4 lg
Fleischextrakt 5g KH>PO4 lg
K2HPO4 2g NaHCOs 10g
Salzlésung PYG 40 ml NaCl 2g
H3Odest ad 1000 ml H2O0gest ad 1000 ml

Vor der Anzucht wurde dem PYG-Medium auflerdem Hamin (Tab. 13; sterilfiltriert;
Endkonzentration: 0,5 mg 1) und Vitamin K1 (Tab. 10; sterilfiltriert; Endkonzentration: 1 pl 1)
sowie Glucose in einer Endkonzentration von 5 g 1! hinzugemischt. DMMG erhielt vor der
Anzucht neben Hamin, Vitamin K1 und Glucose zusatzlich Wolin-Lsg. (Wolin et al,, 1963; Tab.

11; sterilfiltriert) in O,1-facher Konzentration. Um die lag-Phase in DMMG zu verkiirzen, wurde

-11-
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als optionaler Zusatz K-Butyrat oder K-Valeriat (Endkonzentration: 3 mM) in das Medium

gegeben (Wegner and Foster, 1963; Dehority et al., 1967; Bryant and Robinson, 1962). Da P. copri

auferdem nattirlicherweise resistent gegentiber Tetracyclin ist, konnte dem Medium das

Antibiotikum gegebenenfalls hinzugefiigt werden, um Kontaminationen in der Stammerhaltung

vorzubeugen.

Tab. 8: DMMG-Basismedium

Tab. 9: Mineral 3B.

Substanz Menge
KH>PO4 18¢g

NaCl 18g

MgCl> x 6H>O 04¢g
CaCl> x 2H>O 052¢g
CoCl> x 6H>O 0,02¢g
MnCl; x 4H>O 02g
NH4ClI 10g
Na>SOq4 5g

HoOdest ad 1000 ml

Tab. 1I: 10x Wolin-Lsg. Nach Wolin et al.,

Substanz Menge
Mineral 3B 50 ml

0,2 %) L-Methionin 10 ml
FeSO4-Lsg. 1,5 ml
NaHCO:s 2g
HaOudest ad 1000 ml
Tab. 10: Vitamin Kl-Lsg.

Substanz Menge
Vitamin K1 0,1 ml

95 %) Ethanol 20 ml
Tab. 12: FeSO4-Lsg.

Substanz Menge
FeSO4 x 7H20 0,278 g
HCl 2 Tropfen
H2O0dest ad 100 ml
Tab. 13: Himin-Lsg.

Substanz Menge
Hamin 50 mg
1M NaOH I ml
H2O0dest ad 100 ml

1963.

Substanz Menge
Biotin 20 mg
Folsaure 20 mg
Pyridoxin x HCI 100 mg
Thiamin x HCI 50 mg
Na-Riboflavin 50 mg
Nicotinsaure 50 mg
Ca-Pantothenat 50 mg
Vitamin B12 I mg
p-Aminobenzoat 50 mg
a-Liponsaure 50 mg
H2Odest ad 1000 ml
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3.2.2 Anzucht von P. copri im anaeroben Kleinfermenter

Zur Kultivierung von P. copri in einem anaeroben Kleinfermenter wurde ein benchtop
Bioreaktorsystem von DASGIP® (Jilich, Deutschland) fiir den anaeroben Betrieb
umfunktioniert. Hierfiir wurden zunichst simtliche Offnungen des Gefifles luftdicht
verschlossen und alle Schraubgewinde zusétzlich mit Teflonband abgedichtet. Als Zugange fiir
bspw. die Zufuhr von Substrat oder Probenentnahme wurden Septen auf Gummi eingesetzt, die
mit Kantilen durchstochen werden konnten. Fiir die spatere Zufuhr des N»/CO»-Gasgemisches
wurde ein Gasverteiler installiert und die Abluft an eine Waschflasche mit H>Ogest
angeschlossen. Der Fermenter wurde zu etwa der Halfte mit PYG-Basismedium befiillt, das vor
der Autoklavierung des Gefdfdes etwa 10 min mit N> begast wurde, um die spatere Erzeugung
anaerober Bedingungen zu beschleunigen. Nach separater Sterilisation wurde auflerdem eine
pH-Elektrode angebracht, die an der pH-Steuerungseinheit des Fermenters angeschlossen
wurde. Als Rithrwerk diente ein Magnetriihrer. Zur Regulation des pH-Wertes wurde eine
anaerobe Losung 2 M HCl und eine anaerobe Ca(OH),-Suspension (260 g 1) in Serumflaschen
iiber Peristaltikpumpen an den Fermenter angeschlossen, wobei jeweils ein ausreichend lange
Kaniile bis etwa zum Boden der Serumflaschen versenkt wurde. Um die Ca(OH).-Suspension
gleichmaflig zu durchmischen wurde ein Magnetriihrer verwendet, der die Suspension konstant
aufwirbelte. Um auflerdem die Bildung eines Unterdrucks zu vermeiden, wurden
Verbindungsschlauche vom Gasraum der Serumflaschen zum Gasraum des Fermenters gelegt.
Die Steuerung der Peristaltikpumpen erfolgte tiber die pH-Steuerungseinheit des Fermenters,
die so eingestellt wurde, dass ein konstanter pH von 7 aufrechterhalten wurde. Ein Heizmantel,
sowie eine Temperatursteuerung mit Messfiithler wurde eingesetzt, um die Temperatur des
Mediums auf 37 °C einzustellen. Ein Schema des vollstindigen Fermenteraufbaus kann Abb. 1

entnommen werden.

13-



3 | Material und Methoden

a4 a 5

b2

c1
b3

@ |-

Abb. 1: Aufbau des anaeroben Kleinfermenters zur Produktion von Succinat mit P. copri. A = Kleinfermenter-
Gefafd mit PYG-Medium, al = Zugangsstutzen, a2 = Magnetriithrer des Kleinfermenters, a3 = Zufuhr des 80% N2/20%
CO;-Gasgemisches, a4 = pH-Elektrode, a5 = Abluft, B = Serumflasche mit Ca(OH),-Suspension, bl = Magnetriihrer
der Ca(OH),-Serumflasche, b2 = Fermenterzufuhr fiir Ca(OH)»-Suspension, b3 = Druckausgleichsschleife der
Ca(OH)z-Serumflasche, C = Serumflasche mit HCl, ¢l = Fermenterzufuhr fir HCl, c2 = Druckausgleichschleife der
HCI-Serumflasche, D = Peristaltikpumpen. Der Kleinfermenter wurde zusatzlich mit einem Heizmantel versehen und
das Medium mit Hilfe eines Messfiihlers auf 37 °C temperiert (in der Abbildung nicht dargestellt). Die
Peristaltikpumpen wurden pH-gesteuert betrieben, um den pH-Wert des Mediums auf konstant 7 zu halten.

Die Medienzusitze, 200 mM Glucose und L-Cystein (siehe auch Kapitel 3.2.1) wurden vor der
Beimpfung des Mediums unter Begasung mit 80 % N2/20 % CO: in den Fermenter gegeben.
Nach ~20 min konstanter Begasung erfolgte anschliefdend die 0,5 % n)-ige Animpfung des
Fermenters mit einer ii.N. angezogenen PYG-Kultur von P. copri. Die Fermentation erfolgte tiber
einen Verlauf von insgesamt 144 h, wobei regelmafig kleinvolumige Proben (2 ml) fir die
Bestimmung der ODeoo, des Substratverbrauchs und der Produktbildung genommen wurden
(siehe weiterfithrend Kapitel 3.2.6 und Kapitel 3.4.5). Nach 72 h wurden auferdem noch

einmal 160 mM Glucose nachgefiittert.

-14 -
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3.2.3 Prdparation von ruhenden Zellen zur ATP-Bestimmung

Als ,ruhende Zellen“ bezeichnet man prdparierte Zellen, die aufgrund des umliegenden
Mediums nicht in der Lage sind Zellteilungen durchzufithren, aber wegen des immer noch
vorhandenen Proteoms dennoch metabolische Reaktionen katalysieren kénnen (Julsing et al.,
2012). Weil ruhende Zellen keine neuen Proteine mehr bilden, lisst sich dieser Zustand zur
Analyse verschiedener metabolischer Parameter einsetzen. Vor allem kann der
Energiemetabolismus von Zellen unabhdngig vom Anabolismus betrachtet werden, was sich

auch in der vorliegenden Arbeit zu Nutze gemacht wurde.

Um ruhende Zellen von P. copri zu erzeugen, wurden 500 ml Kulturen in PYG bis zu einer ODeoo
von 1,6 bis 2 (entspricht mittlere bis spate exponentielle Wachstumsphase) angezogen und
anschlieffend iiber Zentrifugation (8000 rpm, 10 min, 10 °C) geerntet. Die Zellpellets wurden
zweimal mit je 100 ml Resting Prevotella Cells-Puffer (RPC-Puffer; Tab. 14) gewaschen (6000 x
g, 20 min, 10 °C) und schlussendlich in 60 ml RPC-Puffer aufgenommen. Je 15 ml Aliquots
wurden in Serumflaschen dberfiihrt, welche anschliefend mit Butyl-Gummistopfen
verschlossen und dann etwa 20 s mit 80 % N2/20 % CO begast wurden. Samtliche
Arbeitsschritte wurden dabei unter strikt anaeroben Bedingungen in einem Anaerobenzelt (Coy
Laboratory Products Inc., Grass Lake, USA) durchgefiithrt. Da sich im RPC-Puffer nicht
ausreichend Nahrstoffe befanden, waren die Zellen von P. copri ab hier nicht mehr in der Lage
Zellteilung zu betreiben. Um die Zellen vor den nachfolgenden Experimenten vollstindig
auszuhungern, wurden die Zellsuspensionen fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte die
Induzierung des Energiestoffwechsels durch die Zugabe von 30 mM Glucose, wobei in jeweils
einem Ansatz pro Replikat der Protonophor SF6847 oder der Natriumionophor ETH157 in einer
Endkonzentration von 10 pM dazugegeben wurde, um die Auswirkungen der Ionophoren auf

den Energiestoffwechsel von P. copri zu untersuchen (siehe weiterfithrend Kapitel 3.3.10).

Tab. 14: RPC-Puffer. Der pH-Wert des Puffers
wurde zundchst mit KOH auf 8 eingestellt,
wonach durch Begasung mit 80 % N2/20 % CO;
der finale pH von 7,3 erreicht wurde.

Substanz Menge
Mineral 3B 50 ml
FeSO4-Lsg. 1,5 ml
NaHCO:s 2g

H>O0dest ad 1000 ml
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3.2.4 Anzucht von B. vulgatus und P. johnsonii

Die Anzucht von B. vulgatus und P. johnsonii erfolgt in DMMG wie bei P. copri (siehe Kapitel
3.2.1). Da B. vulgatus aufierdem natiirlicherweise resistent gegeniiber Kanamycin ist, konnte zur
Kultivierung dieses Organismus das Antibiotikum mit in das Medium gegeben werden, um

Kontaminationen wahrend der Kultivierung vorzubeugen.

3.2.5 Stammerhaltung der verwendeten Organismen

Zur kurzfristigen Stammerhaltung von P. copri, B. vulgatus und P. johnsonii wurden die
Organismen im Abstand von spétestens 5 Tagen in frisches Medium (je nach Bedarf PYG oder
DMMG) tiberfiihrt und rekultiviert. Fiir die kurzfristige Lagerung wurden die Kulturen bei 4 °C
gelagert. Um die Stamme langerfristig zu erhalten, wurden in kleinen Serumflaschen mit Butyl-
Gummistopfen 2 ml von @.N. angezogene Kulturen der jeweiligen Organismen 1:1 mit einer
anaeroben und sterilen 50 %wx)-igen Saccharose-Losung (Endkonzentration: 25 %)) versetzt
und etwa 20 s mit N; steril begast. So prapariert wurden die Zellsuspensionen als Kryokulturen

bei -70 °C eingelagert.

Um Kryokulturen zu reaktivieren, wurden diese auf Eis und unter steriler N>-Begasung
aufgetaut. Anschlieflend konnten die Kryokulturen zur Animpfung von PYG oder DMMG

verwendet werden.

3.2.6 Bestimmung der optischen Dichte von anaeroben Bakterienkulturen

Um das Wachstum bakterieller Zellsuspensionen zu quantifizieren, wurden die optischen
Dichten der Kulturen bei 600 nm (ODsoo) photometrisch ermittelt. Die Wellenldange wurde so
gewahlt, dass Lichtstreuung durch die Bakterienzellen gemessen wurde und keine Absorption
das Ergebnis verfdlscht. Hierbei musste bedacht werden, dass die anaeroben Kulturen den
Farbstoff Resazurin als Redox-Indikator enthielten und die Messungen aber aerob durchgefiihrt
wurden. Um zu verhindern, dass der oxidationsbedingte Farbumschlag des Resazurins die
Messung beeinflusste, wurden zum gewiinschten Zeitpunkt 1 ml Proben der Kulturen in
Plastikkiivetten (1 cm Schichtdicke) gefiillt und diese mit wenigen Kriimeln Natriumdithionit
vermischt. Durch die starke Reduktionswirkung des Dithionits wurde die Oxidation des
Resazurins verhindert und die Messung unverfalscht durchgefiithrt. Um Mehrfachstreuung des
Lichts zu verhindern, die bei hohen Zelldichten das Ergebnis beeintrachtigen wiirden, wurden
die Proben ab einer ODgpo von 0,3 mit Medium verdinnt. Als Leerwert diente ebenfalls das

jeweilige Medium.
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3.2.7 Bestimmung der Zelltrockenmasse von bakteriellen Kulturen

Neben der ODgoo wurde auch die Zelltrockenmasse (TG) der bakteriellen Kulturen zur
Quantifizierung des Wachstums bestimmt. Hierfiir wurden 50 ml Kulturen bei 6000 x g, 20
min und 10 °C abzentrifugiert und die Zellpellets zweimal mit H>Ogest gewaschen, bevor sie in 5
ml H>Odest aufgenommen und sukzessiv in vorher getrocknete und abgewogene 2 ml
Mikroreaktionsgefafie tiberfithrt und erneut abzentrifugiert (6000 x g, 2 min, 10 °C) wurden.
Die abgetrennten Medientiberstinde wurden zur Bestimmung des Produktspektrums und des
Substratverbrauchs eingesetzt (siehe Kapitel 3.4.5). Nach Trocknung der Zellpellets bei 120 °C
fir 48 h wurde die Zelltrockenmassen mit Hilfe einer Feinwaage ermittelt, wobei die

Leergewichte von den Gewichten der gefiillten Mikroreaktionsgefifle abgezogen wurden.

3.2.8 Bestimmung von Wachstumsparametern

Zur Bestimmung der Wachstumsrate y und Verdopplungszeit td einer Bakterienkultur wurde
zunachst eine Wachstumskurve erstellt, indem wahrend der Anzucht die ODgoo der
Zellsuspension in regelmafSigen Abstanden ermittelt wurde (siehe Kapitel 3.2.6). Anhand der
logarithmischen Auftragung dieser Werte gegen die Zeit lief sich die exponentielle Phase des
Wachstums als ein linearer Verlauf darstellen, anhand dessen Steigung die Wachstumsrate
berechnet werden konnte, wobei t und to zwei Zeitpunkten innerhalb des exponentiellen

Wachstumsverlaufs und N: und Ny den zugehorigen ODgoo-Werten entsprechen (Gl. 1).

N
ln(N—;

(t—to)

Gl.1 Wachstumsrate y =

Die Wachstumsrate p konnte anschlieflend zur Berechnung der Verdopplungszeit genutzt

werden, wofir Gl. 2 verwendet wurde:

: In(2)
Gl. 2 Verdopplungszeit td = T
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3.3  Molekularbiologische Methoden
3.3.1 RNA-Isolierung

Um die Gesamt-RNA aus P. copri-Kulturen zu isolieren, wurden 500 ml PYG-Kulturen des
Organismus bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase (ODsoo zwischen 1,5 und 1,8
angezogen und anschliefend fiir wenige Minuten in einem -70 °C kaltem Ethanol-Bad
abgekiihlt. Durch Zentrifugation wurden die Kulturen aerob abgeerntet (6000 x g, 20 min, 10
°C) und die Zellpellets auf Eis in je 5 ml TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
resuspendiert. Die resuspendierten Pellets wurden in je 1 ml Aliquots auf 2 ml
Mikroreaktionsgefafde aufgeteilt und fiir 15 min bei RT inkubiert, um die Zellen zu lysieren.
Samtliche nun folgenden Schritte wurden unter moglichst RNase-freien Bedingungen unter der
Sterilbank durchgefiihrt. Zu den TRI-Reagent-Lysaten wurden je 100 pl 1-Bromo-3-chloropropan
gegeben und durch invertieren der Reaktionsgefifle untergemischt. Nach 15-miniitiger
Inkubation wurden die Ansdtze bei 20.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, um eine
Phasentrennung zwischen dem TRI Reagent®- und der 1-Bromo-3-chloropropan-Phase zu
erreichen. Die oberen, nun mdglichst klaren Phasen wurden den Aliquots entnommen und
zusammengehorend vereinigt, um mit je 500 pl Isopropanol versetzt zu werden. Nach etwa 10 s
durchmischen der Praparation auf dem Vortexmischer folgte eine 5- bis 10-miniitige Inkubation
bei -20 °C, um die Nukleinsduren zu fallen. Anschliefend wurden die gefdllten Nukleinsduren
durch Zentrifugation (20.000 x g, 10 min, 4 °C) pelletiert und die Uberstinde verworfen. Es
folgte ein Waschschritt der Pellets mit je 1 ml eiskaltem Ethanol (75 %)) und eine finale
Zentrifugation der Proben bei 20.000 x g und 4 °C fiir 5 min. Die Nukleinsdure-Pellets wurden
unter der Sterilbank getrocknet, in 90 pl H2O\einst aufgenommen und anschlieffend mit 10 pl 10x
DNase-Puffer sowie 5 pl DNase I versetzt, um die noch vorhandene DNA zu entfernen. Nach 2 h
Inkubation bei 37 °C, wurden erneut 5 pl DNase I zu den Ansdtzen hinzupipettiert, um die
Reaktion iiber eine weitere Stunde Inkubation bei 37 °C zu verstarken. Die Aufreinigung der
iibrig gebliebenen RNA erfolgte mittels RNA Clean & Concentrator™-Kit (Zymo Research,

Freiburg, Deutschland) nach Herstellerangaben.

3.3.2 Bestimmung von RNA- und DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung von RNA- und DNA-Konzentrationen erfolgte photometrisch mit Hilfe eines
UV/Vis-Spektralphotometers (BioPhotometer® D30; Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Es
wurde die Absorption von RNA- und DNA-Praparationen bei der charakteristischen
Wellenlange von 260 nm gemessen (Azs0) und die jeweiligen Nukleinsdure-Konzentrationen
anhand des Lambert-Beer 'schen Gesetzes berechnet, wobei die Extinktionskoeffizienten von
ssRNA (g260 = 0,025 [pg/ml]™) und dsDNA (g260 = 0,020 [pg/ml]™?) genutzt wurden. Als Leerwert

diente HOreinst, in dem die priparierten Nukleinsduren letztendlich gelost worden waren.
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Zusatzlich zur Konzentrationsbestimmung wurden aufierdem die Verhaltnisse Azs0/A2s0 und
Az60/A0 bestimmt, um die Reinheit der Praparationen bewerten zu konnen. Reine DNA- bzw.
RNA-Praparationen besitzen hier idealerweise Werte zwischen 1,8 bis 2. Niedrigere Verhdltnisse

deuten wiederum auf Proteinkontaminationen (Axs0) oder Losungsmittelriickstande (Axo) hin.

3.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro Amplifikation von DNA
(Mullis et al., 1986). Hierfiir nutzt man Oligonukleotide (Primer), die sequenzspezifisch an eine
denaturierte DNA-Matrix binden und so den Startpunkt fiir die Amplifikation festlegen. Eine
thermostabile DNA-Polymerase (z.B. aus Thermus aquaticus) synthetisiert anschlieRend vom 3*-
Ende der Primer aus den neuen DNA-Strang, welcher homolog zur eingesetzten DNA-Matrix
ist. Die mehrfache Amplifikation der Matrix erfolgt dabei durch die zyklische Wiederholung von

drei Schritten:

1. Denaturierung der DNA-Matrix bei einer Temperatur von 95-98 °C.

2. Hybridisierung der Primer mit der DNA-Matrix bei einer Primer-abhangigen
Temperatur (Ta).

3. Elongation bzw. Synthese des komplementdren Einzelstrangs bei einer von der

eingesetzten DNA-Polymerase abhdngigen Temperatur.

In dieser Arbeit wurde die OneTaq® DNA-Polymerase von New England Biolabs (Ipswich, USA)
eingesetzt, um Kulturen fiir die Stammerhaltung anhand der 16S-rRNA auf Reinheit zu
tberpriffen und um die Qualitit von RNA-Praparationen bewerten zu konnen. Bei der
eingesetzten Polymerase handelte es sich um eine modifizierte Taqg-DNA-Polymerase, die eine
Arbeitsgeschwindigkeit von ca. 1 kb min™ und eine geringe Fehlerrate besitzt. Die Durchfithrung
der PCR erfolgte mit dem in Tab. 15 aufgefiihrten Ansatz und dem in Tab. 16 aufgefiihrten

Programm in einem MyCycler™ von BioRad (Miinchen, Deutschland).

Tab. 15: Standard-PCR-Ansatz.

Substanz Menge
Vorwartsprimer (10 pmol pl?) 0,5ul
Riickwartsprimer (10 pmol pl™) 0,5 pul
OneTaq® Quick Load 2x Master Mix 12,5 pl
HoOreinst 6,5 pl
DNA-Matrix 5ul
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Tab. 16: Standard-PCR-Programm.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [mm:ss]
Initialdenaturierung 94,0 05:00
Denaturierung 94,0 00:25 1
Hybridisierung Ta 00:20 33x
Elongation 68,0 X 4
Endelongation 68,0 05:00
Programmende 12,0 o

Ta: von den eingesetzten Primern abhdngige Hybridisierungs-
temperatur
x: von der Lange des Amplikons abhédngige Elongationsdauer

Fir die spezifische Amplifikation eines charakteristischen Sequenzabschnitts des 16S-rRNA-
Gens zur Stammerhaltung von P. copri oder B. vulgatus wurden die Primer Pco_16S2_fw und
Pco_16S2_rev bzw. Bac_16S2_fw und Bac_16S2_rev (sieche Tab. 4) bei einer
Hybridisierungstemperatur von 60 °C und einer Elongationszeit von 45 s eingesetzt. Als DNA-

Matrix dienten jeweils 1:100 mit H>Oreinst verdiinnte Kulturproben.

Um RNA-Prdparationen von P. copri auf DNA-Kontaminationen zu tberpriifen wurde eine
Kontroll-PCR mit den Primern RTqPC05981_fw und RTqPC05981_rev (siehe auch Tab. 4) bei
einer Hybridisierungstemperatur von 58 °C und einer Elongationszeit von 30 s durchgefiihrt.
Als Matrix diente die RNA-Praparation, welche keine DNA mehr enthalten sollte. Im Falle einer
sauberen Praparation sollte entsprechend keine DNA-Amplifikation stattfinden konnen,
wohingegen eine noch mit DNA kontaminierte Probe zu einem Amplifikat gefiihrt hatte. Als
Qualitatsstandard wurden nur RNA-Prdparationen fiir weitere Experimente verwendet, die auch

nach 25 PCR-Zyklen kein Amplifikat aufwiesen.

33.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA

Mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese lassen sich DNA- oder RNA-Strange entsprechend
ihrer Grof3e elektrophoretisch auftrennen (Sambrook et al, 1989). Dies ist moglich, da
Nukleinsduren aufgrund ihrer negativen Gesamtladung in einem elektrischen Feld zur Anode
hinwandern. In einem Agarose-Gel fithrt dieser Effekt dazu, dass sich ein Gemisch aus
unterschiedlich grofden Nukleinsdure-Strangen auftrennen lasst, da kiirzere Fragmente
schneller durch das Maschennetz des Gels wandern konnen als grofdere. Durch die Nutzung
eines Markers mit definierten Nukleinsdure-Fragmenten koénnen so im Gel entstehende

Nukleinsdaure-Banden ihren Gréf3en zugeordnet werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1 %-ige Agarose-Gele und 1x TAE-Puffer (Tab. 17) verwendet,
um DNA-Proben elektrophoretisch aufzutrennen. Zur spateren Visualisierung wurde dem Gel
vor Erstarren Ix Roti®-GelStain Red von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben. Der
Farbstoff interkaliert mit DNA und RNA und fluoresziert unter UV-Licht. Als Marker dienten
die Quick-Load® Purple 1 kb DNA ladder von New England Biolabs (Ipswich, USA) und die
GeneRuler Low Range DNA Ladder von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland). Als
Ladepuffer wurde der Gel Loading Dye, Purple (6x) von New England Biolabs (Ipswich, USA)

eingesetzt. Die angelegte Spannung betrug 90 V.

Tab. 17: TAE-Puffer (Ix).

Substanz Menge
Tris-HCl 484¢g
0,05 M EDTA (pH8) 2ml

1 M Essigsdure 1,14 ml
HaOdest ad 1000 ml

Um die DNA-Banden nach gelelektrophoretischer Auftrennung sichtbar zu machen, wurde das
Agarose-Gel mit Hilfe eines UV-Transilluminators (Intas Science Imaging Instruments GmbH,

Gottingen, Deutschland) begutachtet und abfotografiert.

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von RNA-Proben wurden denaturierende Agarose-
Gele verwendet, die die Ausbildung von hinderlichen, aber bei RNA-Stringen haufig
vorkommenden Sekundarstrukturen unterbinden. Hierfiir wurden zunachst 0,5 g Agarose in 36
ml H>Oreinst aufgekocht und mit 5 ml 10x RNA-MOPS-Puffer (400 mM MOPS, 100 mM
Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH 7) und 9 ml 37 %) Formaldehyd versetzt. Nach Erstarren des
Gels wurde die Gelkammer mit 1x RNA-MOPS-Puffer befillt und die Proben fir die
Gelelektrophorese vorbereitet. Dabei wurden 5 pg RNA 1:1 mit RNA-Ladepuffer vermischt und
anschliefend fiir 10 min bei 65 °C inkubiert. Die Proben wurden hiernach fiir 5 min auf Eis
runtergekiihlt, bevor sie in die Geltaschen pipettiert wurden. Zur Auftrennung wurde eine
Spannung von 80 V angelegt. Um die RNA zu visualisieren, wurden die Gele nachtraglich mit
GelRed® (Biotium, Fremont, USA) nach Herstellerangaben eingefarbt. Die Anfarbung glich
ansonsten der oben genannten ,in-Gel“-Variante. Die Betrachtung des Gels erfolgte

schlussendlich uber den UV-Transilluminator.

3.3.5 Weiterfithrende Qualititskontrolle isolierter RNA
Die Qualitat von RNA-Priparationen ist fiir viele Experimente von kritischer Bedeutung. Haufig

muss gewdhrleistet sein, dass die RNA in einem moglichst intakten Zustand prapariert wurde
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und es nicht zu einer mechanischen Scherung der RNA-Strange oder dem enzymatischen Abbau
durch RNasen gekommen ist. Hierfiir kann man die klassische Auftrennung von RNA-
Praparaten mittels denaturierender Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.3.4) nutzen, oder die
noch hoher auflésende Variante der Mikrofluid-Elektrophorese. Um RNA-Prdparate fiir die
Transkriptomsequenzierung qualitativ zu bewerten, wurde daher das Mikrofluid-
Elektrophorese-System Agilent 2100 Bioanalyzer G2939A (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) zusammen mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit nach Herstellerangaben
verwendet. Das Prinzip glich dabei einer klassischen Gelelektrophorese, wobei die RNA
aufgrund einer angelegten elektronischen Spannung durch Mikrokanile einer Polymermatrix
wanderte und dabei ihrer Grofde nach elektrophoretisch aufgetrennt wurde. Mit Hilfe eines
interkalierenden  Farbstoffs wurden die aufgetrennten RNA-Molekiile an einem
fluoreszenzphotometrischen Detektor gemessen und es entstand anhand der Retentionszeiten
und der Signalintensitat ein Gel-dhnliches Abbild sowie ein Elektropherogramm, anhand derer
die Qualitat der RNA bewertet werden konnte. Zusatzlich ermittelte ein spezifischer von Agilent
geschaffener Algorithmus die sogenannte RNA integrity number (RIN), welche den

Gesamtzustand der RNA mit einer Zahl von 1 (schlechtester Wert) bis 10 (bester Wert) angibt.

3.3.6 Quantitative RT-PCR (RT-qPCR)

Als guantitative Reverse-Transkriptase-PCR (RT-qPCR) bezeichnet man ein quantitatives
Verfahren, mit dem man die relative Menge von mRNA eines Zielgens mit der eines konstitutiv
exprimierten Referenzgens vergleichen kann. Hierfiir wird zunachst isolierte Gesamt-RNA mit
Hilfe einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben, wonach eine PCR mit Gen-
spezifischen Primern durchgefithrt wird, die die (Teil-)Sequenzen der jeweiligen und nun
umgeschriebenen mRNA amplifiziert. Um die Amplifikation sichtbar zu machen, enthalten die
Ansatze einen Farbstoff, wie bspw. SYBR Green, welcher an doppelstrangige DNA (dsDNA)
bindet, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffs bei einer bestimmten Wellenldnge zunimmt.
Das messbare Fluoreszenzsignal korreliert damit direkt mit der Menge an enthaltener dsDNA,
die in einer PCR mit jedem Zyklus exponentiell zunimmt. Rekapitulierend ldsst sich so auch die
relative Ausgangsmenge an cDNA ermitteln, da der Zeitpunkt, an dem ein bestimmter
Fluoreszenzwert bzw. Schwellenwert (threshold) detektiert wird, je nach Ausgangsmenge friither
oder spater stattfindet. Die Zykluszahl, bei welcher der threshold erreicht wird, bezeichnet man
dabei als Ct-Wert, welcher am Anfang der linearen Phase der exponentiellen
Amplifikationskurve angesiedelt ist. Je geringer der Ct-Wert, desto mehr mRNA eines Gens
befand sich also vor der reversen Transkription in der Probe, wahrend ein hoherer Ct-Wert mit

geringen Transkriptmengen gleichzusetzen ist.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die RT-qPCR genutzt, um den Transkriptionsstatus von Genen
der Schliisselenzyme des Zentralstoffwechsels von P. copri zu bestimmen. Hierfiir wurde das
QRT-PCR Green One Step Kit LRox (biotechrabbit, Henningsdorf, Deutschland) nach
Herstellerangaben benutzt, wobei 5 pmol der jeweiligen Primer und 50 ng RNA pro 20 pl-Ansatz
verwendet wurden. Die experimentelle Durchfithrung erfolgte in einem CFX Connect™ RT-PCR-
Cycler von BioRad (Miinchen, Deutschland) und dem in Tab. 18 aufgefiihrten PCR-Programm.
Am Ende des Programms wurde optional eine Schmelzkurve der Amplifikate erstellt, wobei
schrittweise die Temperatur erhoht und die Fluoreszenz der Ansditze gemessen wurde.
Hierdurch konnte die Spezifitit der Primer bzw. der Amplifikation bewertet werden, da

distinkte PCR-Produkte einen charakteristischen Schmelzkurvenverlauf zeigen.

Tab. 18: RT-qPCR-Programm.

Schritt Temperatur [°C]  Zeit [mm:ss]
Reverse Transkription 50 10:00
Initialdenaturierung/Aktivierung 95 03:00 1
Denaturierung 95 00:10 40x
Hybridisierung und Elongation 60 00:30 .
Schmelzkurve 35-95 jeweils 00:05

Die Ct-Werte wurden durch das zum Cycler gehdrende interface automatisch ermittelt. Um
hieraus die relative Transkriptabundanz eines Gens von Interesse zu bestimmen, wurden der Ct-
Wert mit dem Ct-Wert des Referenzgens des ribosomalen Proteins L21, das unter wachsenden
Bedingungen konstitutiv exprimiert wird, verrechnet (Gl. 3 und Gl. 4). ACt stellt dabei die
Differenz zum Ct-Wert des Referenzgens dar, wahrend AACt das relative Verhdltnis zur
Transkriptmenge des Referenzgens angibt. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Reverse

Transkriptase mit Primern fiir das Referenzgen.

GL3 ACt = Ct - Ctgeferenzgen

Gl. 4 AACE = Z-ACt

3.3.7 Transkriptomsequenzierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde praparierte Gesamt-RNA von P. copri sequenziert, um eine
Ubersicht iiber die Transkriptmengen simtlicher Gene unter Wachstum auf Glucose zu
erhalten, die die Ergebnisse der RTq-PCR noch erweitern und stiitzen sollten. Die RNA-
Sequenzierung wurde von der Firma BGI Tech Solution Co. Ldt. (Hongkong, China)
durchgefiihrt und erforderte hohe Anforderungen an das Probenmaterial. So musste darauf

geachtet werden, dass keine nennenswerten Losungsmittelreste in den Proben verblieben und
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die RNA sich in einem moglichst intakten Zustand befand (siehe auch Kapitel 3.3.2, Kapitel
3.3.4 und Kapitel 3.3.5). Fiir die Sequenzierung wurden die RNA-Priparationen von der Firma
zundchst mit verschiedenen Hybridisierungstechniken vorsortiert und mit Hilfe von zufalls-
generierten Primern (random N6 primer) iber eine Reverse Transkriptase in eine cDNA-
Bibliothek tibersetzt. Die cDNA wurde anschlief3end iiber DNA nanoball sequencing (DNBseq™;
Drmanac et al., 2010; Huang et al.,, 2017) sequenziert. Dabei werden zunachst einzelstrangige,
zirkuldre cDNA-Proben erzeugt, die tiber rolling circle amplification (RCA) kontinuierlich und
an einem zusammenhdngenden Strang amplifiziert werden, wodurch etwa 300 nm
durchmessende DNA-Nanokiigelchen (DNBs) entstehen. Diese werden in einem
hochorganisierten Muster auf einen Durchfluss-Nanoarray-Chip aufgetragen, um als
Startpunkte fiir die eigentliche Sequenzierung zu dienen (Drmanac et al., 2010). Ahnlich wie bei
der Illumina Sequenzierung werden im Anschluss Basen-spezifische Fluorophore eingesetzt, um
wahrend der weiteren Amplifikation der DNBs die Sequenzen fiir jeden einzelnen Punkt des
Nanoarray-Chips zu bestimmen (Drmanac et al.,, 2010; Huang et al.,, 2017). Die so erzeugten
Sequenzdaten wurden nun den Sequenzbereichen der Genomdaten von P. copri DSM 18205
(NCBI BioProject Accession: PRINA30025) zugeordnet und mit Hilfe des Programms Artemis
(Carver et al, 2012) ausgewertet. Als Resultat konnte jedem transkribierten Genombereich
sogenannte reads per kilobase per million mapped reads (RPKM) zugeordnet werden, die die
Transkriptmengen als normalisierte Werte darstellen. Die Normalisierung bezieht sich dabei auf
die einzelnen Lingen der abgedeckten Sequenzbereiche des Genoms und die Anzahl aller

sequenzierten Transkripte.

3.3.8 Prdparation von Cytoplasma- und Membranfraktionen

Um Cytoplasma- und Membranfraktionen von P. copri zu praparieren wurden Kulturen in 500
ml PYG-Medium bis zu einer ODgoo zwischen 1,5 und 1,8 angezogen und die Zellen bei 6000 x g
bei 10 °C fiir 20 min anaerob abgeerntet. Die Zellpellets wurden in 15 ml anaeroben
Kaliumphosphatpuffer (40 mM Kaliumphosphatpuffer, 5 mM Dithioerythritol, 1 mg ml’
Resazurin, pH 7) resuspendiert und mittels Ultraschalldesintegrator (Sonoplus Sonicator,
Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland) bei gepulsten Ultraschallintervallen mit einer
Intensitat von 50 % fiir 2 min pro ml Zellsuspension unter Zugabe von DNase I aufgeschlossen.
Das Lysat wurde zentrifugiert (12.000 x g, 4 °C fiir 10 min), um intakte Zellen und sonstige
unerwiinschte Riickstinde zu entfernen. Der Uberstand wurde anschlieRend ultrazentrifugiert
(150.000 x g, 4 °C fur 1,5 h), wodurch Membranfragmente von der 16slichen Proteinfraktion
abgetrennt wurden. Der Uberstand nach Zentrifugation wurde als verdiinnte
Cytoplasmafraktion der Zellen definiert und in einer Serumflasche mit Butylgummistopfen fiir

die weitere Nutzung bei -70 °C eingelagert. Das rotbraunliche Pellet (= Membranfraktion) wurde
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mit anaerobem Kaliumphosphatpuffer gewaschen und erneut ultrazentrifugiert (150.000 x g, 4
°C fir 1 h), um Kontaminationen der Membranfraktion zu entfernen. Das Pellet wurde
anschlieflend in 1 ml anaerobem Kaliumphosphatpuffer (siehe oben) homogenisiert und in
Glasflaschchen aliquotiert, die mit einem Gummistopfen versiegelt und bis zur weiteren
Nutzung bei -70 °C eingelagert wurden. Samtliche Schritte wurden anaerob durchgefiihrt, wobei
das Befiillen bzw. Umfiillen von gasdichten Zentrifugenbechern und die generelle Handhabung
in einem Anaerobenzelt von Coy Laboratory Products Inc. (Grass Lake, USA) bei einer 98 %

N>/2 % H»-Gasatmosphare stattfand.

3.3.9 Aktivititsbestimmung cytoplasmatischer Enzyme und Transmembran-
komplexen in Cytoplasma- und Membranfraktionen von P. copri

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden verschiedenen Aktivititen von cytoplasmatischen
Enzymen und Transmembrankomplexen von P. copri gemessen, um das Vorhandensein von
zentralen Stoffwechselwegen auf Proteinebene zu bestdtigen. Hierfiir wurden prdparierte
Cytoplasma- und Membranfraktionen von P. copri (Kapitel 3.3.8) in photometrischen
Untersuchungen eingesetzt, wobei Quarzkiivetten verwendet wurden, die mit
Butylgummistopfen versiegelt und durch 3-miniitige N>-Begasung anaerobisiert wurden.
Gemessen wurden die Assays in einem V-550 UV/Vis Spectrometer von Jasco bei 37 °C
(Pfungstadt, Deutschland). Die Enzymaktivititen wurden dabei als U mg! Membran- bzw.

Cytoplasmaprotein bestimmt, wobei U als Substratumsatz in pumol pro min definiert wurde.

Die Aktivitatsbestimmung der Fumaratreduktase erfolgte mit Membranfraktionen von P. copri
in einem anaeroben Tris-Puffer (40 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 7). Als artifizieller
Elektronendonor wurde 2,5 mM Benzylviologen eingesetzt, welches mit 0,2 mM
Natriumdithionit reduziert wurde. Die Reaktion wurde anschliefdend mit 2 mM Natriumfumarat
und verschiedenen Mengen Membranfraktion (0 - 0,5 mg Membranprotein ml) gestartet,
wobei die Reihenfolge der letzten Substanz des Ansatzes variiert wurde. Die Aktivitidt der
Fumaratreduktase wurde bei 550 nm (g550 nm = 7,8 mM™ cm™) als Fumarat-abhangige Oxidation

des reduzierten Benzylviologens verfolgt.

Die NADH-Dehydrogenase-Aktivitait wurde mit Membranprdparationen ebenfalls in einem
anaeroben Tris-Puffer (40 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 5 mM DTT, 0,01 % Triton-X100, pH 7)
gemessen, welcher DTT fiir anaerobe Bedingungen und geringe Mengen Triton-X100 enthielt,
um 0,25 mM Decylubichinon als Elektronenakzeptor in Losung zu bringen. Als
Elektronendonor der Reaktion diente 0,5 mM NADH, dessen Membran-abhdngige Oxidation

bei 340 nm (€340 nm = 6,22 mM™ cm™) photometrisch verfolgt wurde. Um die Reaktion zu starten
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wurde entweder NADH oder verschiedene Konzentrationen der Membranpréaparationen (0 -

0,5 mg Membranprotein ml”) als letztes in den Reaktionsansatz gegeben.

Die enzymatische Umwandlung von Glucose-6-phosphat zu Glyceraldehyd-3-phosphat wurde
in einem anaeroben Tris-Puffer (40 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 5 mM DTT, pH 7) gemessen.
Die Ansdtze enthielten 0,4 mM ADP, 0,4 mM K;HPOj4, 0,4 mM MgCl,, 0,4 mM ATP, 0,5 mM
Natriumpyrophosphat, 7 U ml! GAP-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel (Sigma-Aldrich,
Miinchen, Deutschland) und 10 U ml! Phosphoglyceratkinase. Um die Reaktion zu starten
wurden 0,2 mM NAD*, 2 mM Glucose-6-phosphat und 0 - 9 pg ml! Cytoplasmaprotein in
variabler Reihenfolge hinzugefiigt. Verfolgt wurde der Ablauf der Reaktion (Abb. 2) durch die
Glucose-6-phosphat-abhdngige Reduktion von NAD* bei 340 nm.

Gluc-6P

l Cyt. Fraktion

|

GAP
NADH (/ GAPDH
v
1,3-BPG
Phosphoglyceratkinase
v
3-PG

Abb. 2: Schematischer Reaktionsablauf des Enzym-Assays zur Bestimmung der enzymatischen
Umwandlung von Glucose-6-phosphat (Gluc-6P) zu Glyceraldehyd-3-phosphat (GAP) mit der
cytoplasmatischen Fraktion (cyt. Fraktion) von P. copri. GAPDH = GAP-Dehydrogenase, 1,3-BPG = 13-
Bisphosphoglycerat, 3-PG = 3-Phosphoglycerat.

Um die Aktivitdt der Phosphofructokinasen in Cytoplasmafraktionen von P. copri zu messen,
wurde ein Ansatz mit 15 mM Fructose-6-phosphat, 15 mM MgCl,, 0,25 mM NADH, 2 mM ATP
oder Natriumpyrophosphat, 0,6 U ml” Triosephosphatisomerase aus Kaninchenmuskel (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland), 0,6 U ml” Aldolase, a-Glycerophosphat-Dehydrogenase und
0 - 10 pg Cytoplasmaprotein ml?! in 40 mM Tris-HCl (pH 7, anaerob) verwendet, wobei die
Reaktion entweder mit den Proben der Cytoplasmafraktion oder Fructose-6-phosphat gestartet
wurde. Als Resultat der ATP- oder PPi-abhangigen Phosphorylierung von Fructose-6-phosphat,
der Spaltung von Fructose-1,6-bisphosphat und der Reduktion von Dihydroxyacetonphosphat
durch die a-Glycerophosphat-Dehydrogenase wurde die Oxidation von NADH bei 340 nm
gemessen (Abb. 3).
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Fruc-6P
Cyt. Fraktion l

Fruc-1,6-BP
Aldolase NADH

GAP €-=====-- > DHAP L—> G3P

Triosephosphatisomerase a-Glycerinphosphat-Dehydrogenase

Abb. 3: Schematischer Reaktionsablauf der Bestimmung der Phosphofructokinase-Aktivitit in
cytoplasmatischen Fraktionen (cyt. Fraktion) von P. copri. Fruc-6P = Fructose-6-phosphat, Fruc-1,6-BP =
Fructose-1,6-bisphosphat, GAP = Glyceraldehyd-3-phosphat, DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, G3P = Glycerin-3-
phosphat.

Zur Bestimmung der GAP-Dehydrogenase-Aktivitat in Cytoplasmafraktionen von P. copri wurde
erneut ein anaerober Tris-Puffer (40 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, 5 mM DTT) verwendet. Die
Ansitze enthielten 0,2 mM NAD*, 0,4 mM ADP, 0,4 mM K;HPO4, 0,4 mM MgCl,, 0,4 mM
Glyceraldehyd-3-phosphat, 11 U ml-1 Phosphoglyceratkinase aus S. cerevisiae (Sigma-Aldrich,
Miinchen, Deutschland) und verschiedene Konzentrationen (0 - 9 pg Cytoplasmaprotein ml™)
der Cytoplasmafraktion von P. copri. Die Glyceraldehyd-3-phosphat-abhdngige Reduktion von
NAD* wurde bei 340 nm verfolgt.

Die PEP-Carboxykinase- plus Malatdehydrogenase-Aktivitit in den Cytoplasmafraktionen
wurde in 40 mM Tris-HCl (pH 7) mit 20 mM NaCl und 5 mM DTT durchgefiihrt. Die Enzym-
Assays enthielten des Weiteren 0,2 mM NADH, 0,4 mM ADP, 0,4 mM MgCl;, 0,4 mM MnCl;
und 5 mM NaHCO:s. Die Reaktion wurde mit Proben der praparierten Cytoplasmafraktion (0 -
9 pg Cytoplasmaprotein ml') und 0,8 mM Phosphoenolpyruvat in variabler Reihenfolge
gestartet, wobei die Kiivetten zuvor mit 80 % N2/20 % CO; durchgast worden waren. Die PEP-
bzw. Oxalacetat-abhdngige Oxidation des NADH wurde bei 340 nm gemessen. Die Messung der
Malatdehydrogenase alleine erfolgte in der gleichen Art und Weise, wobei PEP durch 0,4 mM

Oxalacetat ersetzt wurde.

Die Aktivitat der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase wurde in cytoplasmatischen Fraktionen
von P. copri wie von Zhou et al., 2015 beschrieben nachgewiesen. Hierfiir wurde ein anaerober
Tris-Puffer (40 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 5 mM DTT, pH 7) verwendet und mit 2 mM MgCl,,
0,4 mM Coenzym A, 0,4 mM Thiaminpyrophosphat, 3 mM Methylviologen und 10 mM Pyruvat
versetzt. Zu diesem Ansatz wurde anschliefdend <0,2 mM Natriumdithionit hinzu pipettiert, bis
eine leicht blauliche Verfarbung durch die Reduktion des Methylviologens zu erkennen war. Die

Reaktion wurde anschliefdend durch die Zugabe von O - 10 pg Cytoplasmaprotein ml™ gestartet
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und die ausgeldste Fortfiihrung der Methylviologen-Reduktion bei 604 nm (g604 = 13,6 mM™ cm-
1) verfolgt. Um nicht-enzymatische Ursachen fiir die beobachtete Reaktion auszuschlieflen,

wurde die Reihenfolge der Zugabe des Pyruvats mit der Zugabe der Cytoplasmafraktion variiert.

3.3.10 ATP-Bestimmung von ruhenden Zellen

Um die ATP-Bildung von P. copri (unter Einfluss eines Protonophors oder Natriumionophors)
zu messen, wurden Suspensionen mit ruhenden Zellen prapariert (Kapitel 3.2.3), deren
Energiemetabolismus nach der Aquilibrierung mit 30 mM Glucose reaktiviert wurde. Es wurden
100 pl Proben der reaktivierten ruhenden Zellen in kurzen zeitlichen Abstanden genommen und
in auf Eis gelagerte Mikroreaktionsgefafde mit 40 pl 3 M Perchlorsdure iiberfiithrt und fiir 40 bis
120 min unter gelegentlichem Invertieren inkubiert. Hierdurch wurden die Zellen lysiert und
eine Hydrolyse von ATP verhindert. Die Ansatze wurden durch die Zugabe von 13 pl gesattigter
K>COs-Lsg. neutralisiert und mit 20 pl eines 400 mM Natrium-TES-Puffers (pH 7,4) versetzt.
Das bei der Neutralisierung entstehende und prazipitierende Kaliumchlorat wurde
anschlieRend fiir 3 min bei 20.000 x g und 4 °C abzentrifugiert und die Uberstinde fiir die
enzymatische ATP-Bestimmung mittels Leuchtkafer-Luciferase verwendet. Die Luciferase
oxidiert dabei mit molekularem Sauerstoff Luciferin zu Oxoluciferin, wobei gleichzeitig ATP
hydrolysiert wird. Da durch die katalysierte Reaktion Oxoluciferin in einem angeregten Zustand
gebildet wird, das bei der Riickkehr zu seinem Grundzustand genau einen Lichtquant abgibt,
lasst sich die ATP-Hydrolyse anhand der Lichtemission messen. Aufgrund der Proportionalitat
der Lichtemission zur umgesetzten ATP-Menge, lasst sich tiber diese Methode sogar die
Konzentration von ATP in einer Losung quantifizieren. Um ATP-Praparate der ruhenden Zellen
zu messen wurden 1 - 20 pl der Proben mit 950 pl ATP-Bestimmungspuffer (5 mM Na;HAsOs,
4 mM MgSOy4, 20 mM Glycylglycin, pH 8) versetzt und in 9 ml Szintillationsgefafe tiberfiihrt.
Die Zugabe der Luciferase erfolgte in Form von 50 pl Glihwiirmchen-Laternen-Extrakt (nach
Herstellerangaben komplementiert). Die Lichtemissionen wurden mit einem LS 6500 Liquid
Scintillation Counter (Beckman Coulter, Brea, USA) detektiert, wobei das vorinstallierte
Programm zur Messung von Tritium (*H) mit einem Messzeitraum von 0,2 min und einem
Energiefenster von O - 1000 verwendet wurde. Da der verwendete Szintillationszahler tiber eine
Koinzidenzschaltung verfiigte, waren die ermittelten Emissionsereignisse proportional zum
Quadrat der ATP-Konzentration. Als Referenz diente dabei eine erstellte ATP-Kalibrierkurve

mit bekannten ATP-Konzentrationen.

-28-



3 | Material und Methoden

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach der
Methode von Bradford, 1976. Bei dieser Methode wird sich die Eigenschaft von Coomassie
Brilliant Blue G-250 zu Nutze gemacht, bei niedrigen pH-Werten mit hydrophoben und
kationischen Seitenketten von Proteinen zu komplexieren, wodurch sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 470 nm nach 595 nm verschiebt. Die Absorption ist
dabei proportional zur Bildung des Farbstoff-Seitenketten-Komplexes, weswegen man mit
Coomassie Brilliant Blue G-250 die Proteinkonzentrationen von Lésungen photometrisch bei
595 nm bestimmen kann. Hierfiir wurden 20 pl Proben mit 980 pl Bradford-Reagenz (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland) versetzt und fiir 10 min bei RT und im Dunkeln inkubiert.
Anschlieflend wurde die jeweilige Absorption bei 595 nm (Asos) in Plastikkiivetten mit 1 cm
Schichtdicke in einem Photometer (Helios-Epsilon, Thermo Scientific, Waltman, USA)
bestimmt. Anhand der Geradengleichung einer Kalibriergeraden, die mit Hilfe bekannter
Rinderserumalbumin (BSA)-Konzentrationen (O - 1 mg ml™) erstellt wurde, konnte die Asos der

Proben in die jeweiligen Proteinkonzentrationen umgerechnet werden.

3.4.2 Carbonatbestimmung von menschlichen Feces

Zur Bestimmung der Carbonatkonzentrationen von menschlichen Feces wurden frische
Stuhlproben (20 g) mit Hilfe eines Trichters in 120 ml Serumflaschen gefiillt und mit 20 ml
H2Odese homogenisiert. Es folgte eine pH-Wert-Messung der verdiinnten Stuhlprobe mit pH-
Teststreifen, bevor die Serumflaschen mit Butyl-Gummistopfen verschlossen wurden. Mit Hilfe
einer Spritze wurden 2 ml HCI (6 M) in die verschlossenen Serumflaschen transferiert, wodurch
es zu einer starken Ansduerung der Probe und einer daraus resultierenden Umwandlung von
gebundenem HCOs™ zu CO; kam. Durch die Freisetzung des CO; entstand ein Uberdruck in den
Serumflaschen, der mittels Gas-dichter Glasspritze quantifiziert wurde. Die Berechnung des
CO»-Gehalts der Proben erfolgte dann iiber die thermische Zustandsgleichung (Gl. 5), wobei
hierfiir noch der jeweilige Luftdruck und die Temperatur zum Zeitpunkt der Probennahme

berticksichtigt werden musste.

-29-



3 | Material und Methoden

GL5 p*V n := Stoffmenge [mol]
R+T p := Luftdruck [kPa]
V' := Uberdruck-Volumen [1]
R := Gaskonstante (8,314 [J] mol! K]

T := Temperatur [K]
c _ crcos-:= HCO3/COz-Konzentration
HCO3- =
[mol 1]
v := Probenvolumen [1]

Insgesamt wurden auf diese Weise Stuhlproben von neun gesunden Individuen untersucht,

wobei pro Proband mindestens drei voneinander unabhangige Proben analysiert wurden.

3.43 Glycogenbestimmung

Die Quantifizierung von Glycogen in P. copri Zellen erfolgte nach einer Methode von Del Don
et al., 1994. Hierbei wurden 5 ml Proben von Kulturen von P. copri abzentrifugiert (6000 x g, 3
min, 4 °C) und die Pellets zwei Mal mit je 2 ml H>Ouest gewaschen, um Medienbestandteile zu
entfernen. Die Pellets wurden in 300 pl H2Ouest resuspendiert und mit 200 pl einer 2 % v)-igen
NaxSO4-Lsg. versetzt. Na;SO4 diente in den folgenden Schritten als Co-Prazipitat, das die
Ausfallung des Glycogens begiinstigt (van Handel, 1965). AnschliefSend wurden die Zellen bei
70 °C fir 10 min lysiert, die Lysate auf Eis transferiert und das Glycogen durch die Zugabe von 1
ml MeOH prazipitiert. Die Prazipitate wurden bei 12 000 x g fiir 3 min und 4 °C abzentrifugiert
und die Pellets zwei Mal mit jeweils 1 ml MeOH gewaschen bis die Pellets eine weifde Farbe
angenommen hatten und das ausgefillte Glycogen somit von Verunreinigungen, wie z.B.
Zellresten, befreit worden war. Die Glycogen-Pellets wurden nun mit frisch angesetzten 5 ml
Anthron-Reagenz (2 g I Anthron, 5 % EtOH in 75 % H2SO4) vermischt, bei 90 °C fiir 15
min inkubiert und anschlieflend sofort auf Eis abgekiihlt, um die Reaktion zu stoppen. Durch
die hochkonzentrierte Schwefelsdure und die Erhitzung der Proben hydrolysierten die
Glycogenketten zu Glucose-Einheiten, die weiter zu Hydroxymethylfurfural (HMF) reagierten.
Das Anthron bildete dabei mit dem entstandenen HMF einen blau-griinlichen Farbkomplex,
welcher Licht bei einer Wellenldnge von 620 nm absorbiert. Um das umgewandelte Glycogen
der Proben zu quantifizieren, wurden also die Agzo bestimmt und mit der Geradengleichung
einer Kalibriergeraden mit definierten Glycogen-Konzentrationen (Glycogen aus Rinderleber,

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) verrechnet.

3.4.4 Elementaranalyse von gefriergetrockneten P. copri-Zellen
Um die elementare Zusammensetzung von P. copri-Zellen zu ermitteln, wurde eine 500 ml PYG-

Kultur mittels Zentrifugation (6000 x ¢, 20 min, 4 °C) bei einer ODgoo von 1,8 (spate
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exponentielle Wachstumsphase) abgeerntet und zwei Mal mit HOdest gewaschen. Das
gewaschene Pellet wurde G.N. bei -20 °C eingefroren und anschliefiend fiir zwei Tage
lyophilisiert und mit einer Feinwaage gewogen. Die Elementaranalyse des gefriergetrockneten
Zellpellets erfolgte schlieRlich durch das Mikroanalytische Labor Pascher (Remagen,
Deutschland), wobei eine klassische CNHS-Verbrennungsanalytik durchgefiihrt wurde. Hierbei
wird das Probenmaterial bei hohen Temperaturen verbrannt, wodurch die Verbrennungsgase
COs, Nz und H>O entstehen. Diese werden {iber einen Gaschromatographen aufgetrennt und
mit Hilfe eines Warmeleitfahigkeitsdetektors quantifiziert. Um aufderdem den Sauerstoffgehalt
des Probenmaterials zu bestimmen, wurde eine zusdtzliche Verbrennung unter
Sauerstoffausschluss durchgefiihrt, wobei der Kohlenstoff mit dem Sauerstoff der Probe zu CO
reagiert. Das CO kann schlief3lich ebenfalls mittels Warmeleitfahigkeitsdetektor gemessen
werden. Anhand der Quantifizierung der Verbrennungsgase wurde die prozentuale Verteilung

der Elemente von Interesse im Zellmaterial von P. copri bestimmt.

3.4.5 Analyse von Kulturiiberstainden mittels HPLC

Nach der Ernte von bakteriellen Kulturen (siehe Kapitel 3.2.7) wurden die Kulturiiberstande
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) analysiert, um den Substrat-
verbrauch und die Endproduktbildung zu bestimmen. Die Durchfithrung erfolgte an einer
HPLC-Anlage von Knauer (Berlin, Deutschland) mit einer Aminex-HPX-87H 300 mm x 7,8 mm
Sdule von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland). Als Laufmittel diente 5 mM H>SO4, das mit einer
Flussrate von 0,6 ml min™ bei 65 °C eingesetzt wurde. Die Proben wurden mindestens 1:3 mit
Laufmittel verdiinnt, bei 12.000 x g, 2 min und 4 °C zentrifugiert, um mogliche Feststoffe zu
entfernen, und anschliefdend in die Anlage appliziert. Die Glucose-Detektion erfolgte mit Hilfe
eines Brechungsindexdetektor, wahrend die fermentativen SCFAs mit Hilfe eines UV-Detektors
gemessen wurden. Zur Konzentrationsbestimmung wurden Kalibriergeraden mit passenden
Standards in bekannten Konzentrationen erstellt und die Signalflichen der Proben mit den

jeweiligen Geradengleichungen der Standards verrechnet.

3.4.6 Ausfillung von Bernsteinsdaure mittels Ca(OH); unter Anwesenheit von
Medienbestandteilen

Um zu tiberpriifen, ob Medienbestandteile von PYG und DMMG einen Einfluss auf die
chemische Ausfallung von Bernsteinsdaure mit Hilfe von Ca(OH), haben, wurden zunachst die
Salze, Hefeextrakt und Fleischextrakt, sowie Pepton und Trypton in den Endkonzentrationen
des PYG-Mediums separat angesetzt und mit 200 mM Bernsteinsdure versetzt. Die Gemische
wurden anschlieffend sukzessiv mit einer Ca(OH)2-Suspension (260 g 1') auf pH 7 titriert, wobei

ein weifllicher Niederschlag beobachtet werden konnte, der auf die Entstehung von unlgslichen
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Calcium-Salzen zurtickzufiihren war. Die ausgefdllten Partikel wurden im Folgenden durch
Zentrifugation (1 ml Proben, 12.000 x g, 3 min, 4 °C) von der l6slichen Fraktion abgetrennt.
Anschliefend wurde sowohl der Uberstand als auch das Pellet mittels HPLC auf die Succinat-
Konzentration untersucht (Kapitel 3.4.5). Hierfiir musste zuvor das Pellet durch Ansduerung
wieder in Losung gebracht werden, wofiir 1 ml konzentrierte HCl verwendet wurde. In zwei
weiteren Versuchen wurden auf gleiche Weise die Auswirkung verschiedener Hefeextrakt-
Konzentrationen (0 - 10 g 1) und Medienbestandteile von DMMG (Salze, NaHCOs und
Methionin in den Endkonzentrationen des Mediums) untersucht und die Succinat-

Konzentrationen in den jeweiligen Uberstinden und Pellets bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Wachstumsparameter von P. copri

Da zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur verhdltnismaf3ig wenige Informationen tiber P. copri
vorlagen, war es zundchst erforderlich, geeignete Kultivierungsbedingungen fiir die
reproduzierbare Anzucht des Bakteriums zu finden. Hierfiir wurden vor allem Anzucht-
methoden fiir im Darm lebende Bacteroides spp. ausgetestet, da die Gattung aufgrund ihres
Verwandtschaftsgrades zu P. copri und der dhnlichen Lebensweise als ein geeigneter Anhalts-
punkt fiir das Wachstumsverhalten dienen konnte (Bacic and Smith, 2008). So hangt die
erfolgreiche Kultivierung von Bacteroides spp. z.B. von einer Supplementierung mit Vitamin K,
Hamin und Vitamin B12 ab (Varel and Bryant, 1974). Vitamin K dient hierbei als Vorstufe fiir die
Biosynthese von Chinonen und ist notwendig, da der zugehorige de novo Syntheseweg in
Bacteroides spp. und generell in einem Grofdteil von im Darm lebenden Prokaryoten nicht
vollstindig vorliegt (Fenn et al., 2017). Ahnliches gilt fiir Himin als Vorstufe fiisr Him b (Gibbons
and Macdonald, 1960; Sperry et al., 1977). Vitamin BI2 kann ebenfalls von sehr vielen
Darmorganismen nicht synthetisiert werden, ist jedoch gleichzeitig fiir die meisten Organismen
lebensnotwendig. Im Habitat ,Darm® existiert sogar ein bemerkenswerter Konkurrenzdruck um
diese Ressource, sodass Vitamin Bl2 Mikrobiota-modulierende Eigenschaften zugesprochen
werden (Degnan et al, 2014). Da das Vitamin unter anderem als Cofaktor fiir die
Methioninsynthase fungiert, und daher notwendig ist fiir die Produktion der essenziellen
Aminosdure Methionin, kann Vitamin B12 bei einigen Darmbakterien wie Bacteroides spp. auch
direkt durch Methionin ersetzt werden (Varel and Bryant, 1974; Degnan et al., 2014; Bacic and
Smith, 2008).

4.1.1 Wachstum auf Komplex- und Minimalmedium

Um P. copri anzuziehen, wurde zundchst auf PYG als Komplexmedium zuriickgegriffen, das
nichtselektiv fiir die Kultivierung von verschiedenen anaeroben Bakterien genutzt wird; so auch
fur z.B. Bacteroides spp. (Atlas, 2010). Das Medium ist reichhaltig an verschiedenen Peptiden,
Aminosduren und Spurenelementen, enthdlt Glucose als weitere Kohlenstoffquelle und ist

auflerdem mit Kaliumphosphat pH-gepuffert.

P. copri liefd sich gut in PYG anziehen und erreichte hier mit einer Verdopplungszeit von 40 min
eine maximale ODegoo von 2,6 (Abb. 4). Trotz der reichhaltigen Zusammensetzung des
Mediums war P. copri nicht in der Lage, ohne Glucose im Medium zu wachsen, was die Annahme
bestatigt, dass P. copri kaum Peptide und Aminosduren aus dem umliegenden Millieu

verstoffwechseln kann und weitestgehend auf Saccharide spezialisiert ist. Zusatzlich benoétigte
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das Bakterium zum Aufbau von Biomasse eine kohlenstoffdioxidhaltige Atmosphdre, da PYG
mit einer reinen N>-Begasung zu keiner sichtbaren Erhéhung der optischen Dichte fiihrte. Der
Bedarf an CO, ist dabei, wie in Kapitel 4.2 erldutert, vermutlich hauptsichlich auf die
Carboxylierung von PEP zu OAA zuriickzufiihren, das im Zuge der Generierung des fir die
Atmungskette essentiellen, terminalen Elektronenakzeptors als Zwischenprodukt gebildet

werden muss.
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Abb. 4: Kultivierung von P. copri in PYG Medium. Logarithmischer Wachstumsverlauf in vollstindigem PYG (@),
PY (O; = PYG ohne Glucose), und PYG-CO; (O; = PYG ohne CO; in der Gasatmosphare).

Als geeignetes Minimalmedium konnte DMMG identifiziert werden, das urspriinglich fiir
Bacteroides fragilis konzipiert wurde (Varel and Bryant, 1974). Da sich das Medium an den
Bediirfnissen von Bacteroides spp. orientiert, enthdlt DMMG z.B. NH4*, welches die bevorzugte
Stickstoffquelle der Gattung Bacteroides darstellt, und Cystein, das nicht nur als
Reduktionsmittel zur Entfernung von O: sondern auch als favorisierte Schwefelquelle dient

(Bacic and Smith, 2008).
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Abb. 5: Kultivierung von P. copri in DMMG Medium. Logarithmischer Wachstumsverlauf in vollstindigem
DMMG (®), DMMG ohne HCO5/CO (O), DMMG ohne Hamin (A) und Medium ohne Vitamin K1 (¢).

P. copri wuchs in DMMG mit einer Verdopplungszeit von 2,5 h und erreichte hier eine maximale
ODsoo von 1,5 (Abb. 5). Das entsprach einem mit B. fragilis und B. thetaiotaomicron
vergleichbarem Wachstumsverhalten (Bacic and Smith, 2008). Des Weiteren war P. copri
eindeutig abhdngig von Hamin und Vitamin K, da das Bakterium ohne diese Zusitze nicht in
der Lage war zu wachsen. Auch die Notwendigkeit einer CO»-haltigen Gasatmosphare zur

Anzucht des Organismus wurde fiir das Minimalmedium bestatigt.

Um den Effekt von HCOs/CO: auf das Wachstumsverhalten von P. copri genauer zu
untersuchen, wurde modifiziertes DMMG mit unterschiedlichen HCOs; -Konzentrationen
verwendet, in dem der Organismus bis zur jeweiligen finalen optischen Dichte kultiviert wurde.
Das Medium wurde hier nur mit Stickstoff begast und mit 20 mM KPP versetzt, um die
ungleichmafliige Pufferwirkung verschiedener HCO5;/CO,-Konzentrationen zu kompensieren.
Zusatzlich wurden dieselben Bedingungen bei B. vulgatus als reprdsentative Spezies der
konkurrierenden Gattung Bacteroides ausgetestet, um einen direkten Vergleich mit P. copri

ziehen zu koénnen.

P. copri benotigte fiir das Erreichen des halbmaximalen Wachstumsertrags etwa 15 mM HCOs
und erreichte erst bei tiber 20 mM den maximalen Wert von ODeoo=1,5 (Abb. 6). Im Gegensatz
hierzu war der Bedarf von B. vulgatus an HCOs™ deutlich geringer und das Bakterium erreichte
mit nur ~l0 mM den maximalen und bereits mit 3 mM HCOs den halbmaximalen
Wachstumsertrag. Der beachtliche Unterschied lag moglichweise darin begriindet, dass B.
vulgatus im Zuge der Propionatbildung aus Succinat CO. freisetzen kann, welches dann

wiederum von der PEP-Carboxykinase zur Carboxylierung von PEP verwendet wird (siehe
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Kapitel 4.3) (Caspari and Macy, 1983; Reichardt et al., 2014). P. copri ist hierzu nicht in der Lage
(siehe Kapitel 4.2).
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Abb. 6: Effekt von Hydrogencarbonat auf die finale optische Dichte von P. copri (®) und B. vulgatus (O). Die
Werte entsprechen der durchschnittlichen End-ODeoo von je drei verschiedenen Kulturen. Die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Im Kontext mikrobieller Konkurrenz innerhalb der Darmflora scheint die Konzentration von
HCOs7/CO; somit eine mogliche, aber wenig beachtete Stellschraube zu sein. Da es nur relativ
wenige Daten tiber die HCO53/CO.-Konzentration im menschlichen Gastrointestinaltrakt gibt,
wurden fiir einen besseren Vergleich die HCOs-Konzentrationen in Stuhlproben von neun
gesunden Individuen bestimmt (Abb. 7). Die durchschnittliche Konzentration lag hier bei 21+9
mM, wobei die Werte insgesamt zwischen 10 und 40 mM schwankten. Somit herrschten bei den
Probanden zum Teil intestinale Bedingungen vor, in denen das Wachstum von P. copri aufgrund
der niedrigen HCO5/CO»-Konzentrationen (weit unterhalb von 20 mM) limitiert gewesen sein

durfte.

-36 -



4 | Ergebnisse

30 -
= 25 -
5 |
20 4-
3
¥ 15 1

10 -

5 4

0' T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8

Proband

Abb. 7: Carbonatkonzentration in menschlichen Feces. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und
Standardabweichungen der ermittelten Carbonatkonzentrationen in Stuhlproben von neun gesunden Probanden.
Ausgewertet wurden jeweils mindestens drei voneinander unabhdngige Proben. Die Trenngerade markiert die
Carbonatkonzentration, die fiir ein nicht-limitiertes Wachstum von P. copri erforderlich ist.

4.2  Der zentrale Kohlenstoff- und Energiemetabolismus von P. copri

4.2.1 Bioinformatische Analyse des Zentralstoffwechsels von P. copri

Insgesamt existieren nur wenige Informationen tber den zentralen Energie- und
Kohlenstoffstoffwechsel von P. copri, wobei die Informationen hauptsachlich aus analytic profile
index (API) Analysen der Erstbeschreibung von P. copri stammen (Hayashi et al., 2007). Daher
wurde das Genom des Typ-Stamms P. copri DSM 18205 (NCBI BioProject: PRJNA30025)
zundchst auf Gene relevanter Enzyme durchsucht, wobei die Gensequenzen von gut
charakterisierten Enzymen als Referenz verwendet wurden, um mittels BLAST-Analysen die
hinterlegten Nucleotiddaten von P. copri im Detail abzugleichen. Aus den Analysen wurde ein

Stoffwechselmodell entwickelt, das im Folgenden ndher beschrieben wird (Abb. 8).

Es stellte sich heraus, dass P. copri zum cytoplasmatischen Abbau von Zuckern die
Schliisselenzyme fiir den oxidativen Pentosephosphatweg, sowie die KDPG-Aldolase und 6-
Phosphogluconatdehydrogenase des Entner-Doudoroff-Wegs fehlen. Im Gegensatz hierzu
besitzt der Organismus jedoch alle Enzyme des Embden-Meyerhoff-Parnas-(EMP)-Wegs,
welcher somit den zentralen Abbauweg von Zuckern in P. copri darstellt. Aufgenommene
Glucose wird von P. copri folglich {iber eine Glucokinase (PREVCOP_03592) phosphoryliert,
iber eine Glucose-6-phosphat-Isomerase (PREVCOP_04497) zu Fructose-6-phosphat
umgewandelt und schliefdlich durch die Aktivitat einer Phosphofructokinase ein weiteres Mal
phosphoryliert, und es entsteht Fructose-1,6-bisphosphat. Interessanterweise liegen im Genom
des Bakteriums zwei Gene fiir Phosphofructokinasen (PREVCOP_04138 und PREVCOP_03899)

vor, die im EMP-Weg eine Rolle spielen konnten. Dabei unterscheiden sich die beiden Enzyme
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in ihrem Co-Substrat bzw. ihrer Phosphatquelle, bei der es sich entweder um PPi oder ATP
handelt (personliche Mitteilung Laura Garschagen, Institut fiir Mikrobiologie und
Biotechnologie, Universitit Bonn, 2016). Nach der Aktivierung des Zuckers durch die zwei
Phosphorylierungsschritte wird Fructose-1,6-bisphosphat tiber die Aktivitiaten einer Aldolase
(PREVCOP_06123) und einer Triosephosphatisomerase (PREVCOP_RS12545) letztlich zu zwei
Molekiilen Glyceraldehyd-3-phosphat (GAP) gespalten. Hiernach beginnen der schrittweise
Abbau und der energiegewinnende Teil des EMP-Wegs. GAP wird durch eine Glyceraldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH; PREVCOP_03558) zu 1,3-Bisphosphoglycerat (1,3-BPG)
oxidiert, wobei NADH gewonnen wird. 1,3-BPG wird anschliefdend ATP-generierend tiber eine
Phosphoglyceratkinase (PREVCOP_03738) zu 3-Phosphoglycerat dephosphoryliert. Es folgen
Umlagerungsreaktionen einer Phosphoglyceratmutase (PREVCOP_04566) und einer Enolase
wodurch Phosphoenolpyruvat (PEP) entsteht. Da das Gen der Enolase im Typ-Stamm P. copri
DSM 18205 nicht aufgefunden werden konnte, und vermutlich in einer Liicke der noch
fragmentiert vorliegenden Genomdaten lokalisiert ist, wurde fiir die BLAST-Analysen auf das
Genom von P. copri CAG:164 (NCBI-BioProject: PRJEB734) zuriickgegriffen, welches das Gen
unter der Gen-Nummer (BN510_01073) enthilt und daher in Abb. 8 integriert wurde. Der letzte
Schritt des EMP-Wegs wird schliefilich durch eine Pyruvatkinase (PREVCOP_04707)

katalysiert, wobei Pyruvat und ATP entstehen.

Gluc
Glucokinase = 4 ATP
PREVCOP_03592 v
Gluc-6P
Glu-6P-Isomerase ‘q— ATP/ PPi
PREVCOP_04497
Fruc-6P
Phosphofructokinase
e o b Toser.
Fruc-1,6-8p lsomerase Oxalacetat
Aldolase Malat-
PREVCOP_06123 ‘ by lﬂ—NADH Dehydrogenase
PREVCOP_06179
GAPDH AP Malat
PREVCOP_03558 l_’NADH i Fumarase
PREVCOP_05182
1,3-BPG B
Phosphoglycerat- - ATP Fumarat
kinase v NADH =+ | =»Apy,./Ay,, Fumaratreductase
PREVCOP 03738 PREVCOP_06242-06244
- 3-PG
Phosphoglycerat- :
mutase v
PREVCOP_04566
2-PG
Enolase H
BN610_01073 v
i PEP Pyruvat:Ferredoxin- .GE B
Pyruvatkinase e ATP Oxidoreductase Co,uw <«
PREVCOP_04707 v PREVCOP 03943 'Y

Pyruvat t 1 > ACEty|—COA ........'............
Phosphotrans- .
Pyruvate-FoN acgtylase Acetatkinase
Lyase i PREVCOP_04866 PREVCOP. 048558

Abb. 8: Postuliertes Modell des Kohlenstoffmetabolismus von P. copri DSM 18205. Gluc = Glucose, Glu-6P =
Glucose-6-phosphat, Fruc-6P = Fructose-6-phosphat, Fruc-1,6-BP = Fructose-1,6-bisphosphat, GAP = Glyceraldehyd-
3-phosphat, DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, 1,3-BPG = 1,3-Bisphosphoglycerat, 3-PG = 3-Phosphoglycerat, 2-PG
= 2-Phosphoglycerat, PEP = Phosphoenolpyruvat. Verandert nach Franke and Deppenmeier, 2018.
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Von PEP ausgehend verzweigt sich der zentrale Stoffwechsel in zwei Aste. Der erste Ast startet
mit der Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat (OAA) durch die PEP-Carboxykinase
(PREVCOP_05409), wobei ATP generiert wird. OAA wird anschliefend zu Malat reduziert und
zu Fumarat umgewandelt, welches als Elektronenakzeptor fiir die Fumaratreduktase
(PREVCOP_06242-44) in der Atmungskette von P. copri dient. Dabei entsteht Succinat als
terminales Produkt, da P. copri im Gegensatz zu Bacteroides spp. nicht in der Lage ist, diese
Verbindung weiter zu Propionat umzuwandeln. Die Gene fiir die hierfiir notwendigen Enzyme
Methylmalonyl-CoA-Mutase, Methylmalonyl-CoA-Epimerase und Succinat-Methylmalonyl-

CoA-Transferase liegen nicht im Genom von P. copri vor.

Der zweite Ast des Stoffwechsels startet mit der Umwandlung von PEP zu Pyruvat durch eine
Pyruvatkinase (PREVCOP_04707). Pyruvat wird zu Acetyl-CoA verstoffwechselt, was entweder
tiber eine Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PREVCOP_03943) oder eine Pyruvat-Formiat-
Lyase (PREVCOP_04273) geschieht. Neben Acetyl-CoA entsteht durch letzteres Enzym als
Endprodukt auflerdem Formiat, das in das umliegende Medium abgegeben wird. Die
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase setzt wiederum CO, und reduziertes Ferredoxin frei,
welches moglicherweise Elektronen fiir die Atmungskette von P. copri bereitstellt. Das bei
beiden Reaktionen freigesetzte Acetyl-CoA wird schliellich tiber eine Phosphotransacetylase
(PREVCOP_04866) und eine Acetatkinase (PREVCOP_04865) zu Acetat umgewandelt, was als

weiteres Endprodukt im Medium akkumuliert. Zudem wird ATP gebildet.
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Abb. 9: Postuliertes Modell der anaeroben Atmungskette von P. copri. Rnf = Ferredoxin:NAD+-Oxidoreduktase,
NDHI = NADH-Dehydrogenase I ohne die Untereinheiten NuoE-G, Nqr = Na*-translozierende NADH:Chinon-
Reduktase.

Die Atmungskette von P. copri besteht aus fiinf Membrankomplexen, die im Genom des
Organismus codiert sind (Abb. 9). Der erste Komplex ist eine Na*-translozierende
Ferredoxin:NAD*-Oxidoreduktase (Rnf; PREVCOP_05976-81), der NAD* mit Hilfe von Fd,ed
reduziert und dabei einen Na*-Gradienten (Auna+) erzeugt (Biegel et al.,, 2011; Poehlein et al.,
2012; Schlegel et al., 2012). Der zweite Enzymkomplex ist eine NADH:Chinon-Oxidoreduktase
bzw. der Komplex I der Atmungskette (NDHI; PREVCOP_03617-26), welchem das NADH
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oxidierende Modul (Untereinheiten NuoE-G) des typischen Enzyms fehlt und daher als
,kopflose“ Variante von Komplex I bezeichnet wird. Es wird angenommen, dass diese Form des
Enzymkomplexes Fd,eq statt NADH nutzt, um Elektronen in die Atmungskette zu schleusen und
einen elektrochemischen H*-Gradienten (Aun+) aufzubauen (Weerakoon and Olson, 2008;
Kroninger et al., 2016; Schuller et al., 2019). Als Elektronenakzeptor fungiert wahrscheinlich
Menachinon. Der dritte Komplex stellt eine Na*-translozierende NADH:Chinon-Reduktase
(Ngr; PREVCOP_06318-24) dar, welche NADH oxidiert und die Elektronen auf Menachinon
Ubertragt. Gleichzeitig erzeugt der Enzymkomplex ein Afina+ tiber der Membran (Steuber et al.,
2015). Reduziertes Menachinon wird schlielich am vierten Membrankomplex, der
Fumaratreduktase (PREVCOP_06242-4), re-oxidiert und die Elektronen auf Fumarat als
terminalen Elektronenakzeptor tibertragen (Cecchini et al, 2002). Zusétzlich enthdlt das
Genom von P. copri die Gene fir eine Cytochrom-bd-Chinoloxidase, welche als fiinfter
Membrankomplex Elektronen aus dem Menachinonpool auf molekularen Sauerstoff tibertragen
kann. Fir Bacteroides spp. konnte gezeigt werden, dass das Enzym unter mikroaerophilen
Bedingungen zu einer Generierung von ATP und zu einem erhohten molaren Wachstumsertrag
fihrte (Baughn and Malamy, 2004). Es ist jedoch fraglich, inwieweit das Enzym unter
physiologischen Bedingungen relevant fiir die Atmungskette von P. copri ist. Denn der einzige
Bereich in einem gesunden, menschlichen Dickdarm, in welchem entsprechende Bedingungen
vorherrschen, ist unmittelbar am peripheren Darmepithel, das jedoch insgesamt nur von sehr

wenigen (vor allem asaccharolytischen) Organismen besiedelt wird (Donaldson et al., 2016).

4.2.2 Transkriptionsanalysen zum Zentralstoffwechsel von P. copri

Nach der Erstellung eines Modells fiir den zentralen Kohlenstoff- und Energiestoffwechsel von
P. copri wurden Transkriptionsanalysen durchgefiihrt, um die bioinformatischen Vorhersagen
experimentell zu bestdtigen. Hierfiir wurden RNA-Priparationen von in PYG Medium
exponentiell wachsenden P. copri Zellen durchgefiihrt und die jeweiligen mRNA-
Konzentrationen mittels RT-qPCR und spezifischen Primern fiir Gene von Schliisselenzymen
des Zentralstoffwechsels bestimmt. Zusdtzlich wurde eine Transkriptomsequenzierung
durchgefithrt, um die Transkriptabundanz samtlicher Gene des Glucoseabbaus analysieren zu

konnen.

Fiir die RT-qPCR Experimente wurden zundchst die zu verwendenden Primer auf Spezifitat
gepriift, wobei die Primer zusammen mit praparierter, genomischer DNA von P. copri, welche
hier als Matrix diente, in einer typischen PCR eingesetzt wurden. Da zusatzlich nach einer
passenden Hybridisierungstemperatur gesucht wurde, bei der fiir jedes Primerpaar ein korrektes

PCR-Produkt erzielt werden kann, wurden verschiedene Temperaturen ausgetestet (Abb. 10).
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Abb. 10: Kontroll-PCR zur Uberpriifung der Spezifitit der Primerpaare fiir die RT-qPCR zur Analyse des
zentralen Stoffwechsels von P. copri auf RNA-Ebene. Dargestellt sind die PCR-Produkte von acht verschiedenen
Ansatzen bei unterschiedlichen Hybridisierungstemperaturen. M = Marker (GeneRuler Low Range DNA Ladder), 1-7
= Hybridisierungstemperaturen zwischen 50 und 70 °C in 2,86 °C-Schritten. Zur Ubersicht sind die Nummern und
zugehorigen Proteine der Ziel-Gene angegeben. Rnf B = Untereinheit B der Na+*-translozierenden Ferredoxin:NAD+*-
Oxidoreduktase, Cyt bd q ox I = Untereinheit I der Cytochrom-bd-Chinoloxidase, FumRe A = Untereinheit A der
Fumaratreduktase, Nqr B = Untereinheit B der NADH:Chinon-Reduktase, ATPase § = Untereinheit $ der ATP-
Synthase, NDHI A = Untereinheit A der NADH-Dehydrogenase, GAPDH = Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, RibL12 = Ribosomales Protein LI2.

Die Ergebnisse der Kontroll-PCR zeigten, dass die Reaktionsansdtze aller getesteten Primer zu
jeweils nur einem einzigen PCR-Fragment fithrten, welches jeweils eine Grofde von 100-150 Bp
hatte. Da bei den getesteten Hybridisierungstemperaturen zwischen 50 °C und 70 °C im Bereich
von 55 °C bei allen Primerpaaren Banden von dhnlicher Intensitat im Agarosegel beobachtet
werden konnten, wurde auch bei den folgenden RT-qPCR-Experimenten eine

Hybridisierungstemperatur von 55 °C verwendet.

Zusatzlich zu den in Abb. 10 tberpriiften acht Primerpaaren, wurden vier zusatzliche
Primerpaare verwendet, um den Stoffwechsel der exponentiell wachsenden P. copri-Zellen auf
Transkripte aller Gene der Schliisselenzyme zu untersuchen. Die zusdtzlichen Primerpaare
wurden nach dem in Kapitel 3.3.6 beschriebenen Prinzip erstellt (personliche Mitteilung Aline
Augsburg und Laura Garschagen, IfMB 2016) und dienten zur Detektion von Transkripten der
Gene fiir die ATP- und PPi-abhdngige Phosphofructokinase, die PEP-Carboxykinase und die

Pyruvat-Formiat-Lyase.
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Um zu tiberpriifen, ob die RNA-Praparationen von DNA-Resten befreit worden waren, wurden
ebenfalls Kontroll-PCRs durchgefiihrt. Dies war entscheidend, da Kontaminationen mit DNA
die Quantifizierung der Transkripte verfalscht. Daher wurden Primer (RTqPC06002_fw und
RTqPC06002_rev) fiir die RT-qPCR zusammen mit den DNase-verdauten RNA-Prdparationen
in einer normalen PCR eingesetzt und kontrolliert, ob die Ansatze noch zu einem PCR-Produkt

fiihrten (Abb. 11).

M 1 2 3 M 1 2 3
Vor DNase-Verdau Nach DNase-Verdau

Abb. 11: Kontroll-PCR nach DNase-Verdau von RNA-Prdparationen aus exponentiell wachsenden P. copri-
Kulturen. M = Marker (GeneRuler Low Range DNA Ladder), 1-3 = RNA-Priparationen 1-3.

Es konnte gezeigt werden, dass verbliebene DNA-Reste in den RNA-Prdparationen von P. copri
durch DNase I soweit abgebaut wurden, dass keine PCR-Produkte mehr in den Ansdtzen der
Kontroll-PCR aufgefunden werden konnten. Entsprechend wurden die RNA-Prdparationen
zusammen mit den spezifischen Primern in einer ein-Schritt RT-qPCR eingesetzt, bei der eine
Reverse Transkriptase in einem vorgeschalteten Inkubationsschritt die eingesetzte RNA im RT-
qPCR-Ansatz in DNA umschreibt. Die Detektion und Quantifizierung der so revers
transkribierten RNA erfolgte nun wahrend jedes PCR-Zyklus mit Hilfe von SYBR Green, welches
mit doppelstrangiger DNA interkaliert und einen DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex bildet,
der wiederum in der Lage ist, blaues Licht zu absorbieren und griines Licht zu emittieren. Da
die Signalstirke des emittierten Lichts mit der in jedem Zyklus exponentiell zunehmenden
DNA-Menge korreliert, konnte die relative Ausgangsmenge der Transkripte der einzelnen Gene
von Interesse quantifiziert werden. Hierfiir wurde ein sogenannter Schwellenwert (threshold)
festgelegt, der die Hintergrundsignale der RT-qPCR-Ansdtze von den exponentiell wachsenden
Signalen wahrend der Vervielfachung der Matrices abgrenzte. Die Zykluszahl, bei der die
Signalstarke eines Ansatzes den Schwellenwert passierte, auch Ct-Wert genannt, wurde nun

verwendet, um die Transkripte der Gene von Interesse in relativer Form zu quantifizieren. Als
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Referenzgrofie diente hierbei der Ct-Wert des Signals fiir die Transkriptmenge des Gens fiir das
ribosomale Protein L21. Als Bestandteil der Ribosomen wird das Protein in der exponentiellen
Wachstumsphase zu jedem Zeitpunkt bendtigt, sodass auch das entsprechende Gen konstant
exprimiert wird. Man zdhlt das Gen fiir L21 daher auch zu den Referenzgenen. Die relativen
RNA-Level der Gene von Interesse wurden folglich mit dem RNA-Level des Referenzgens
verglichen, indem zunachst die Differenz der jeweiligen Ct-Werte (ACt) gebildet wurde. Da sich
die Ct-Werte auf ein System beziehen, in dem sich die DNA-Menge pro Zyklus verdoppelt,
wurden die ACt-Werte anschliefend in die Formel 2 eingesetzt, um die Verhaltnisse der

Transkriptmengen in eine nicht-logarithmische Darstellung umzuwandeln (Abb. 12).

Rnf (B)

'kopflose' NDHI (A)

Ngr (B)

Fumaratereduktase (A)
Cytochrome-bd-..

ATP-Synthase (B)

ATP-Phosphofructokinase

PPi-Phosphofructokinase

PEPCK

Pyr:Fd-Oxidoreduktase

Pyruvat-Formiat-Lyase

GAPDH ] |

Codierendes Gen

~
&
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Verhéltnis RNA-Abundanz (Gen von Interesse / ribL21)

Abb. 12: Verhdltnis von mRNA von Schliisselenzymgenen des zentralen Kohlenstoff- und
Energiestoffwechsels von P. copri. ACT-Werte stellen die Differenz der jeweiligen Ct-Werte mit dem Ct-Wert des
Referenzgens fiir das ribosomale Protein L21 (PREVCOP_06002) dar. Fiir die Berechnung der Verhdltnisse an mRNA
wurde die Formel 2-2€T verwendet.

Alle Gene der Enzyme, die im modellierten Stoffwechsel von Bedeutung sind, erreichten 4-20 %
der Transkiptabundanz des Referenzgens PREVCOP_06002 (codiert das ribosomale Protein
L21), womit gezeigt werden konnte, dass die Expression der Gene in exponentiell wachsenden
P. copri-Zellen in ausreichender Form erfolgt, und somit das aufgestellte Stoffwechselmodell
unterstiitzt wird. Im Vergleich erreichten die Gene fiir den Rnf-Komplex und die Cytochrom-
bd-Chinol-Oxidase nur sehr geringe mRNA-Level, weswegen die respiratorische Funktion
beider Enzymkomplexe fiir den generellen Energiehaushalt von P. copri unter den getesteten
Umstdnden in Frage gestellt werden kann. Hingegen erreichten die Gene fir die ,kopflose®
NDHI, die Ngr und die Fumaratreduktase 4, 7 und 14 % der Transkriptabundanz von L2,
weswegen diese Komplexe wahrscheinlich eine zentrale Stellung in der Energiekonservierung
von P. copri einnehmen. Interessanterweise konnten unter den getesteten Bedingungen mRNA

beider Phosphofructokinase-Gene gefunden werden, wobei das Gen der PPi-abhdngigen
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Phosphofructokinase ungefdhr zweimal so stark transkribiert vorlag wie das Gen des ATP-
abhangigen Enzyms. Insgesamt zeigten die Gene fiir GAPDH und PEPCK die hdchste
Transkriptabundanz, was die Relevanz der beiden Gene fiir den EMP- und den Syntheseweg des

terminalen Elektronenakzeptors Fumarat verdeutlicht.

Zusatzlich zu den RT-qPCR-Experimenten wurde eine Transkriptomsequenzierung
durchgefiihrt, um alle Gene des Zentralstoffwechsels, inklusive samtlicher Untereinheiten der
Membrankomplexe auf RNA-Ebene zu quantifizieren. Hierfiir mussten die RNA-Praparationen
zundchst bestimmte Qualitdtsstandards erfiillen, da die Sequenzierung vergleichsweise hohe
Anspriiche an das Probenmaterial einfordert. Im Besonderen musste gewdhrleistet sein, dass die
praparierte RNA in einem moglichst sauberen und intakten Zustand vorlag. Neben der
obligatorischen Uberpriifung auf DNA-Kontaminationen (siehe oben) wurde daher zusitzlich
die Reinheit der RNA-Prdparationen photometrisch bestimmt. So lieflen sich
Losungsmittelverunreinigungen und Proteinkontaminationen bei 230 nm bzw. 280 nm
detektieren, wahrend Nukleinsauren (sowohl DNA als auch RNA) bei 260 nm absorbieren.
Daher konnte man anhand der Verhdltnisse der Ao zu Ao bzw. zu Ao relativ gut die
Sauberkeit des Probenmaterials beurteilen. Insgesamt wurden zwei RNA-Praparationen einer
Qualitatstiberpriifung fiir die Transkriptomsequenzierung unterzogen (Tab. 19). Die zwei
Praparationen enthielten 117,3 pg ml? bzw. 85,4 pg ml' RNA und nur geringe Mengen
Proteinkontaminationen, was vor allem durch das gute Verhdltnis von Ao zu Aso von =2
verdeutlicht wurde. Auch lief3en die photometrischen Daten auf nur geringe Konzentrationen
an Losungsmittelriickstanden (Axeo/A20 =2) schliefen, sodass sich die Proben aufgrund dieser

Aspekte fiir eine Transkriptomsequenzierung eigneten.

Tab. 19: Photometrische Analyse zur Qualititskontrolle von RNA-Prdparation #1 und #2
aus exponentiell wachsenden P. copri-Zellen nach einem zusdtzlichen

Aufreinigungsschritt.
RNA-Prdaparation (1:10 Verdiinnung)

Eigenschaft #1 #2

Aze0 0,293 0,214

Azso 0,146 0,101

Axo 0,133 0,089

Az60/A2s0 2,00 212

Ase0/Ax0 2,20 2,40
RNA-Konzentration [pg/ml] 11,73 8,54

- 45 -



4 | Ergebnisse

Da es neben der Reinheit der RNA-Praparation auch auf ihre Integritit ankam, wurden die
Proben in einem RNA-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, um anhand des

Bandenmusters den Zustand der Praparate bewerten zu konnen (Abb. 13)

Abb. 13: Elektrophoretische Auftrennung der RNA-Priaparationen aus exponentiell wachsenden P. copri-
Kulturen in einem denaturierenden RNA-Agarose-Gel. M = RiboRuler high range RNA ladder (ThermoFisher
Scientific), #1 = RNA-Préparation #1, #2 = RNA-Praparation #2.

Beide Praparate zeigten zwei deutliche Banden im Agarose-Gelbild, die die 23S rRNA (2894 bp)
der groflen Untereinheit und die 16S rRNA (1520 bp) der kleinen Untereinheit der
prokaryotischen Ribosomen von P. copri reprdasentieren. Des Weiteren konnte man ein
ausgepragtes, jedoch diffuses Signal unterhalb der 500 bp-Marke erkennen, welches vermutlich
auf eine grofde Anzahl kleiner RNA (z.B. tRNA und sRNA), die meist zwischen 50 und 500
Nukleotide umfassen, zuriickzufiihren ist (Papenfort and Vanderpool, 2015; Tsai et al., 2015).
Aufgrund der diffusen RNA-Wolke lief3 sich keine Bande fiir die 5S rRNA der grofden
ribosomalen Untereinheit identifizieren, die mit ~120 Nukleotiden in diesem Bereich zu finden
ware. Insgesamt zeigte das Gelbild eine weitgehend intakte Gesamt-RNA, da die distinkten
Banden der 23S und 16S rRNA als in der Zelle massenhaft vorkommende RNA-Molekiile deutlich

zu erkennen und somit hochstens geringfiigig degradiert waren.

Um eine noch prazisere Aussage tiber den Zustand der RNA-Praparationen treffen zu konnen,
wurden die Proben mit Hilfe einer hochauflésenden Mikrofluid-Elektrophorese (Agilent 2100
Bioanalyzer G2939A) aufgetrennt (Abb. 14). Hierbei wird die RNA durch Mikrokandle einer
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Polymermatrix elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe eines interkalierenden Farbstoffs
fluoreszenzphotometrisch detektiert. Aus der Retentionszeit und der Fluoreszenz werden dann
Gel-dhnliche Bilder und ein Elektropherogramm von der Probe erstellt, woran wiederum die
Integritdit der RNA-Probe ermittelt werden kann. Hierfiir dient die sogenannte RNA integrity
number (RIN), welche mit einem Wert von 1bis 10 die Integritat der RNA-Probe bewertet, wobei

10 einer idealen, nicht-degradierten RNA entspricht.
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Abb. 14: Elektropherogramme der Mikrofluid-Elektrophorese von zwei RNA-Priaparationen aus P. copri. A)
RNA-Praparation 1, B) RNA-Praparation 2.

Die Elektropherogramme der RNA-Prdparate zeigten im Bereich zwischen 27 s und 28 s ein
Signal, welches vermutlich die 5S rRNA wiederspiegelt. Im Bereich zwischen 40 s und 48 s waren
die Signale der 16S und der 23S rRNA zu erkennen. Direkt vor dem 5S-Signal befand sich in
beiden Proben ein starkes Fluoreszenzsignal, das vermutlich sSRNA und tRNA reprdsentiert,
wahrend in der sogenannten fast region zwischen etwa 30 s und 40 s vermutlich vor allem
mRNA und Degradationsprodukte von rRNA zu finden waren. Obwohl die rRNA in der
prokaryotischen Zelle iiber 80 % der Gesamt-RNA ausmacht (Blazewicz et al., 2013), waren die
Fluoreszenzsignale der 23S und 16S rRNA im Vergleich zu den Signalen der sRNAs/tRNAs
kleiner, was fiir eine geringfiigige Degradation der RNA in der Probe spricht. Zu erkennen war
dies auch an dem RIN-Wert von 5,8 der Probe 2. Zwar war die Autokalkulation des Bioanalyzers

nicht in der Lage die RIN fiir Probe 1 zu berechnen (und es existiert keine Mdoglichkeit zur
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manuellen Berechnung, da Agilent den zugrundeliegenden Algorithmus unter Verschluss halt),
jedoch wurde aufgrund der Peakfliche der Signale und der gesamten Erscheinung des
Elektropherogramms ein dhnlicher RIN-Wert wie in Probe 2 angenommen. Insgesamt zeigten
die Analysen der Mikrofluid-Elektrophorese jedoch, dass die praparierte RNA eine ausreichend
gute Integritdt besafd und daher fiir die nachfolgende Transkriptomsequenzierung genutzt

werden konnte.

Die RNA-Sequenzierung erfolgte durch die Firma BGI Tech Solutions Co. Ltd. (Hongkong,
China), welche die praparierte Gesamt-RNA zundchst mit Hilfe von verschiedenen
Hybridisierungstechniken vorsortierte und anschliefend {ber ein Gemisch aus
zufallsgenerierten Oligonukleotiden (random N6 primer) und einer Reversen Transkriptase in
eine cDNA-Bibliothek transkribierte. Anschlief3end erfolgte die Sequenzierung der cDNA-
Bibliothek tiber sogenannte DNBseq™ (Drmanac et al., 2010; Huang et al., 2017). Hierbei wurden
einzelstrangige, zirkulare cDNA-Proben vorbereitet, die iiber eine rolling circle amplification
(RCA) zu einem kontinuierlichen Einzelstrang sich wiederholender Amplifikate multipliziert
wurden. Diese Amplifikate ordneten sich zu etwa 300 nm durchmessenden Nanokiigelchen
(DNA nanoballs; DNBs) zusammen, die auf einem Durchfluss-Nanoarray-Chip in einem hoch-
organisierten Muster aufgebracht wurden (Drmanac et al., 2010). Es folgte die Sequenzierung
mittels Basen-spezifischer Fluorophore, die wahrend der weiteren Amplifikation der DNBs fiir
jeden einzelnen Punkt des Nanoarray-Chips detektiert wurden (dhnelt Illumina Sequenzierung)

(Drmanac et al., 2010; Huang et al., 2017).

Mit Hilfe der Sequenzierung des gesamten Transkriptoms konnten samtliche Gene, die im
bioinformatischen Modell aufgestellt wurden, auf RNA-Ebene quantifiziert werden. Hierfiir
wurden alle abgelesenen RNA-Sequenzen (reads) mit dem Referenzgenom von P. copri
abgeglichen und ihren jeweiligen Genen zugeordnet. Die Anzahl an reads eines jeden Gens
wurde anschlief3end gegen die jeweilige Genlinge normalisiert und auf eine Groflenordnung
von 1 Millionen insgesamt erfasste reads bezogen. Dies ist notwendig, weil die praparierte RNA
fir die Sequenzierung fragmentiert werden musste, um die bestmogliche Leselinge der
Sequenzierungstechnik einzuhalten. Hierdurch entstehen aber bei lingeren mRNA proportional
mehr reads als bei kiirzeren mRNA, weswegen die Vergleichbarkeit der Transkripthaufigkeiten
aller Gene nur mit einer entsprechenden Normalisierung gewdhrleistet ist. Die resultierenden
reads per kilobase per million mapped reads (RPKM) eines jeden Gens dienten schliefilich als

Wert fiir die jeweilige Transkripthaufigkeit innerhalb des Transkriptoms von P. copri.

Hierbei zeigten die Daten iibereinstimmend mit den RT-qPCR-Analysen mittlere bis hohe

Genexpressionslevel (zwischen ~20 und ~280 % der Transkriptmenge des Referenzgens ribL21)
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fur samtliche Gene des zentralen Kohlenstoff- und Energiemetabolismus (Abb. 15). Im
Besonderen wiesen die Gene des gesamten EMP-Wegs und des respiratorischen Teils des
Stoffwechsels (siehe auch Kapitel 4.2.1) zusammen mit den Genen der Untereinheiten der ATP-
Synthase die hochsten Transkriptkonzentrationen auf. Die Gene der Untereinheiten der
Fumaratreduktase, Nqr und der ,kopflosen® NDHI-Variante waren moderat exprimiert,
wahrend fast keine Transkripte fiir die Gene der Untereinheiten der Cytochrom-bd-
Chinoloxidase (<10 % der Transkriptmenge von ribL2]) vorzufinden waren. Insgesamt konnten
auch nur geringe Mengen RNA (<12 % der Transkriptmenge von ribL2]) von PREVCOP_05976-

81 (Gene der Rnf-Untereinheiten) detektiert werden.
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Abb. 15: Transkriptabundanz von Genen des Energie-konservierenden Systems und des zentralen
Kohlenstoffmetabolismus von P. copri. Gezeigt ist der natiirliche Logarithmus der jeweiligen RPKM Werte. Die
Durchfithrung des Experiments erfolgte im Duplikat mit mRNA-Praparationen zwei verschiedener P. copri-Kulturen.
Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Standardabweichungen der Duplikate.

Die Untersuchungen zeigten, dass ein funktional zusammenhangender Zentralstoffwechsel, wie
er in dem Modell in Kapitel 4.2.1 aufgestellt wurde, in P. copri mit Ausnahme der Cytochrom-

bd-Chinoloxidase und des Rnf-Komplexes auf RNA-Ebene existiert. Somit konnte das aufgrund
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von bioinformatischen Daten aufgestellte Zentralstoffwechselmodell von P. copri durch Daten

der Transkriptionsanalysen vollstandig bestatigt werden.

4.2.3 Untersuchungen zu Enzymaktivititen des Zentralstoffwechsels von P.
copri in Cytoplasma- und Membranfraktionen

Um die funktionale Aktivitdt der zentralen Stoffwechselwege von P. copri auf Proteinebene zu
bestatigen, wurden Enzymaktivititsmessungen in Cytoplasma- und Membranfraktionen von P.
copri durchgefiihrt. Der Ubersicht halber sind die gemessenen Reaktionen zusitzlich in Abb. 8

durch durchgezogene schwarze Pfeile gekennzeichnet.

Tab. 20: Enzymaktivititen im Cytoplasma- und Membranfraktionen von P. copri.

Reaktion Enzyme Aktivitat [U/mg Protein]?
Gluc-6-P=>13-BPG Gluc-6-P-Isomerase 0,56 + 0,08
Phosphofruktokinase
Aldolase
Fruc-6-P>Fruc-1,6-BP ATP-Phosphofructokinase 0,16 + 0,03
Fruc-6-P>Fruc-1,6-BP PPi-Phosphofructokinase 0,54 + 0,05
GAP->1,3-BPG GAPDH 0,25+ 0,03
PEP->Malat PEPCK 281+ 6,5
Malatdehydrogenase
OAA->Malat Malatdehydrogenase 28,1+5,2
Fumarat—>Succinat Fumaratreduktase 1,77 £ 0,75
NADH - Decylchinon Nqr 1,03 + 0,14
Pyruvat->Acetyl-CoA + Pyruvat:Ferredoxin- 0,6 +0,2
COz + Fdreq Oxidoreduktase

2 Die Enzymaktivititen entstammen drei unabhdngigen Praparationen. Es sind die jeweiligen Mittelwerte
und Standardabweichungen angegeben.

Alle untersuchten Enzymreaktionen zeigten messbare Aktivititen. Die gemessenen Reaktionen
des EMP-Wegs wiesen dabei in der Cytoplasmafraktion Aktivititen zwischen 0,16 + 0,03 U/mg
Protein (Reaktion der ATP-abhdngigen Phosphofructokinase) und 0,56 + 0,08 U/mg Protein
(Reaktionen der Glucose-6-Phosphat-Isomerase, Phosphofructokinase und Aldolase) auf.
Interessanterweise zeigte dabei die Reaktion der PPi-abhangigen Phosphofructokinase eine
dreimal hohere Aktivitdt als die ATP-abhdngige Phosphofructokinase, was zum einen mit den
Ergebnissen der RT-qPCR und Transkriptomanalysen tibereinstimmte und zum anderen auf
eine zentrale Rolle des Enzyms im EMP-Weg hindeutete. Somit ist wahrscheinlich auch in vivo

PPi die bevorzugte Phosphatquelle zur Phosphorylierung von Fructose-6-Phosphat in P. copri.
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Da dennoch eine ATP-abhangige Phosphofruktokinase-Reaktion gemessen wurde, konnte die
physiologische Funktion der beiden Enzyme hiermit nicht eindeutig zugeordnet werden und

wird daher in Kapitel 5.3 ndher diskutiert.

Die Enzymreaktionen zur Produktion von Fumarat aus PEP (Reaktionen der PEPCK und
Malatdehydrogenase) zeigten mit >20 U/mg Protein die hochsten Aktivititen in der
cytoplasmatischen Fraktion von P. copri, was die Wichtigkeit der katabolen Prozesse fiir die
Fumarat-Atmung des Organismus unterstreicht. In diesem Zusammenhang lagen die beiden
respiratorischen Membrankomplexe Nqr und Fumaratreduktase mit Aktivititen von >1000
mU/mg Protein im selben Bereich wie vergleichbare Elektronen-Transfer-Reaktionen in
Membranfraktionen von Bacteroides (B.) amylophilus und B. fragilis (Wetzstein and Gottschalk,
1985; Macy et al., 1975).

Insgesamt konnte die Bedeutung der Fumaratsynthese, die auch in anderen Vertretern der
Familien Prevotellaceae und Bacteroidaceae essenziell fiir die anaerobe Atmung ist, fiir P. copri
auf Enzymebene bestatigt werden (Macy et al., 1978; Wetzstein and Gottschalk, 1985; Takahashi
and Yamada, 2000; Baughn and Malamy, 2003). Da im Gegensatz hierzu keine Aktivitdten des
Rnf-Komplexes und der Cytochrom-bd-Chinoloxidase gemessen werden konnten, spielen die
beiden Enzymkomplexe unter den untersuchten, strikt anoxischen Bedingungen vermutlich
keine Rolle (siehe auch die geringe Transkription der zugehdrigen Gene in Kapitel 4.2.1).
Aufgrund des fehlenden Rnf-Komplexes blieb somit nur die ,kopflose® NDHI als moglicher

Einschleusungspunkt fiir Elektronen von Fd..q in die Atmungskette von P. copri.

4.2.4 H*/Na*-abhdngige ATP-Produktion in ruhenden Zellen von P. copri

Um die in Kapitel 4.2.1 aufgestellte These zu iiberpriifen, dass die Energiekonservierung von P.
copri sowohl iiber einen elektrochemischen Protonen- als auch Natriumionen-Gradienten
verlduft, wurden ATP-Messungen an ruhenden Zellen von P. copri durchgefiihrt. Hierfiir wurden
Zellen von P. copri zundchst auf Glucose-haltigem Medium bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen, geerntet, gewaschen und in einen Stabilisierungspuffer
aufgenommen, der keine Kohlenstoffquelle mehr enthielt. Durch das Aushungern der Zellen
gingen diese in einen basalen Erhaltungsstoffwechsel tiiber, enthielten aber noch die
Enzymausstattung der exponentiellen Wachstumsphase. Um nun die ATP-Produktion zu
untersuchen, wurden der Energiestoffwechsel der Zellen durch die Zugabe von Glucose angeregt
und die Zellen selektiv mit dem Protonophor SF6847 oder mit dem Natriumionophor ETHI57
behandelt. Die Quantifizierung der ATP-Menge der Zellen zu bestimmten Zeitpunkten erfolgte
schlief3lich tiber einen Luciferin-Luciferase-Nachweis, wobei die ATP-abhdngige Lichtemission

mittels Szintillationsdetektor gemessen wurde.
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Zeit [min]

Abb. 16: ATP-Bildung bei ruhenden Zellen von P. copri nach Zugabe von Glucose. Angegeben ist die relative
prozentuale ATP-Menge im Vergleich zur Ausgangsmenge (definiert als 100 %) zum Zeitpunkt der Glucose-Zugabe.
Positivkontrolle (M), bei Zugabe des Protonophors SF6847 (®) und bei Zugabe des Natriumionophors ETH157 (O).
Gezeigt ist der reprasentative Verlauf eines von drei Replikaten.

Es konnte gezeigt werden, dass die ATP-Menge in ruhenden Zellen von P. copri nach der
Anregung des Energiestoffwechsels mit Glucose iiber den Verlauf von 10 min konstant anstieg
(Abb. 16). Nach Zugabe des Protonophors SF6847 stieg die ATP-Konzentration indes nicht
merklich an und schwankte im Verlauf der 10 min nur um den Anfangswert bei O min. Sehr
wahrscheinlich kam es durch den Protonophor zu einer Entkopplung der Atmungskette, sodass
der elektrochemische Protonengradient nicht mehr zur respiratorischen ATP-Produktion
genutzt werden konnte (Nicholls and Ferguson, 2013). Vielmehr musste wahrscheinlich sogar
ATP aus der Substratkettenphosphorylierung zur Erhaltung des Afin+ hydrolysiert werden
(Dimroth et al., 2006; Divakaruni et al, 2014). Die angestrebte Erhaltung des Afin+ fiithrte
wahrscheinlich auf8erdem dazu, dass sich die Aktivitat der Atmungskettenenzyme erhohte, um
dem Abbau des Afiu+ durch die Translokation von H*/Na* entgegenzuwirken (Blaut and
Gottschalk, 1984; Divakaruni et al., 2014). Hierdurch wurde in den ruhenden Zellen vermutlich
die Produktion von Succinat gegeniiber Acetat bzw. Acetat und Formiat bevorzugt, was
zusdtzlich die ATP-Generierung der Substratkettenphosphorylierung senkte (siehe zum
Vergleich auch Abb. 8). So fiihrte der Einsatz des Protonophors SF6847 insgesamt dazu, dass
die ATP-Bildung der ruhenden Zellen nach der Glucose-Zufuhr nicht merklich anstieg und
anndhernd dem Ursprungszustand entsprach. Im Gegensatz hierzu konnte kein inhibierender
Effekt des Natriumionophors ETH157 auf die ATP-Produktion der ruhenden Zellen beobachtet
werden, und die ATP-Konzentration stieg ebenso wie bei der Positivkontrolle im Verlauf der 10

min konstant an.
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Da die respiratorische ATP-Bildung der ruhenden Zellen nur durch Zugabe des Protonophors
SF6847, nicht aber durch den Natriumionophor ETH157 inhibiert wurde, war die Generierung
von ATP durch die FiFo-ATP-Synthase von P. copri vermutlich Protonen-abhdngig. Zwar werden
im Zuge der anaeroben Fumaratatmung durch die Nqr Natriumionen tiber die Membran
transloziert, jedoch ist es denkbar, dass diese entweder durch einen Protonen-Natriumionen-
Antiporter durch Protonen ausgetauscht oder anderweitig, bspw. fiir die Aufnahme von
Nahrstoffen, genutzt werden (Unemoto et al, 1990; Martin, 1994). Ersteres ist in diesem
Zusammenhang allerdings deutlich wahrscheinlicher, da die Nqr als zentraler Enzymkomplex
vermutlich den Grof3teil der Elektronen in die anaerobe Atmungskette von P. copri einschleust
(siehe auch Kapitel 4.2.1 - 4.2.3). Entsprechend werden die dabei translozierten Natriumionen

vermutlich, wenn auch moglicherweise nur indirekt, zur Energiekonservierung genutzt.

Weil einige Vertreter der Familien Prevotellaceae und Bacteroidaceae wahrscheinlich aufgrund
von Kapsel- und Zellwandstrukturen resistent gegeniiber bestimmten Ionophoren sind (die
Ionophoren gelangen nicht an die Cytoplasmamembran) (Russell and Houlihan, 2003), konnte
zu diesem Zeitpunkt nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass das Nariumionophor
ETHI57 seinen Wirkungsort in P. copri aus strukturellen Griinden nicht erreichen und daher
keinen Effekt auf die ATP-Bildung der ruhenden Zellen haben konnte. Um die Ergebnisse der
ATP-Messung an ruhenden Zellen zu untermauern, wurden daher Multisequenzvergleiche der
Proteinsequenz der Untereinheit C (AtpE) der FFo-ATP-Synthase von P. copri
(PREVCOP_04133) mit Sequenzen gut charakterisierter F-Typ ATP-Synthasen durchgefiihrt
(Abb. 17), da man anhand des C-Rings der FiFo-ATP-Synthase die lonenspezifitit des

Enzymkomplexes ablesen kann (Mulkidjanian et al, 2008).

.
Awo-Na+ 1 ....MEGLDFIKAC|SAIGHA Q A GRQPE‘QSDIIRTMLL
Pmo-Na+ 1 .MDMVLAKT L S GlALEA AR[IHEAKGD|II|STMVL
Cpa-Na+ 1 ..., MERALI|L SAIGA A GR[4EAQGDILRTMLL
Smu-H+ e LINLK|L LA e A A EMYGKLQTLMIM
Eco-H+ 1 ..MENLNMDLLY A M e AAR[MIADLIPLLRTQFFI
Bme-H+ 1 . GLIIASAIA e TIEGTAR[M4EARGTLTSMMEV
Pco 1 MLSLLLAAEIAKLGA G|A AMDAMAR[JYEKMGDLRISSMI T

Awo—-Na+ 57
Pmo—Na+ 60
Cpa—-Na+ 56

Smu-H+ 48 GVAFI@GTFFVLLASTFFVG.
Eco-H+ 56 VMGLVDRIPMIAVGLGLYVM
Bme-H+ 49 GVALVERLPIIAVVIAFMVQ
Pco 58 AAALVECVAFFAVIIAILAI

Abb. 17: Multisequenzvergleich der Aminosduresequenz von AtpE aus P. copri mit AtpE aus gut
charakterisierten F-Typ ATP-Synthasen. Die bekannte Sekundarstruktur von AtpE aus Acetobacterium woodii ist
oberhalb des Alignments durch Helices angedeutet. Weifde Buchstaben auf schwarzem Grund kennzeichnen gleiche
Aminosauren, fettgedruckte Buchstaben auf weiffem Grund kennzeichnen physikochemisch dhnliche Aminosduren.
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Aminosdurereste des Na+-Bindemotivs sind mit grauen Kreisen hinterlegt und durch Pfeile markiert. Awo =
Acetobacterium woodii, Pmo = Propiogenium modestum, Cpa = Clostridium paradoxum, Smu = Streptococcus mutans,
Eco = Escherichia coli, Bme = Bacillus megaterium, Pco = Prevotella copri. Na+ = Na+-abhdngig, H+ = H+-abhdngig.

Na*-FiFo-ATP-Synthasen besitzen insgesamt vier Aminosdurereste, die das charakteristische
Na*-Bindemotiv ausbilden (Abb. 17). Hierbei liegen jeweils zwei dieser Aminosduren auf einer
der zwei Transmembranhelices des Proteins, sodass sich die Aminosduren bei vollstindiger
Faltung der hairpin-Struktur annidhernd gegeniiberliegen (Rahlfs and Miiller, 1997). Zusatzlich
weisen Na*-FiFo-ATP-Synthasen einen verlingerten C-Terminus auf, welcher in den
perisplasmatischen Raum ragt und die Na*-Aufnahme begiinstigt (Rahlfs and Miiller, 1997;
Mulkidjanian et al, 2008). Einzelne dieser Struktureigenschaften konnen zwar auch bei H*-
FiFo-ATP-Synthasen vorkommen, allerdings entsteht die Natriumionenspezifitit nur durch ein
kombiniertes Auftreten (Rahlfs and Miiller, 1997; Mulkidjanian et al., 2008). Es konnte eindeutig
gezeigt werden, dass AtpE aus P. copri nur eine von vier der notwendigen Aminosaureresten und
keinen verlangerten C-Terminus besitzt, weswegen davon ausgegangen werden kann, dass die
zugehorige FiFo-ATP-Synthase ATP ausschliefilich durch protononenmotorische Kraft (pmf)
generiert. Inwiefern der durch die Nqr erzeugte Natriumionengradient fiir die
Energiekonservierung von P. copri genutzt wird, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
abschliefend geklart werden. Als in Frage kommende (putative) Na*:H*-Antiporter sind jedoch
die Proteine der Gene PREVCOP_04527 (CPA2-Typ Antiporter) und PREVCOP_04139 (NhaD-
Typ Antiporter) zu nennen, die in den Transkriptomanalysen (siehe auch Kapitel 4.2.2) einen
RPKM-Wert von 118 bzw. 111 aufwiesen, und daher dhnlich stark exprimiert waren wie die Gene
der membrangebundenen Enzymkomplexe der Atmungskette. Wahrend CPA2-Typ Antiporter
unter physiologischen Bedingungen normalerweise hauptsachlich dazu dienen, die pmf fiir den
Transport von monovalenten Kationen (folglich auch Natriumionen) in die Zelle hinein zu
bewerkstelligen, um z.B. den cytoplasmatischen pH-Wert unter alkalischen Bedingungen zu
regulieren, transportieren NhaD-Typ Antiporter z.B. zur Osmoregulation unter Salzstress
vornehmlich Protonen im Austausch fiir Natriumionen aus der Zelle hinaus (Krulwich et al,,
2009; Kurz et al., 2006). Da das Gen PREVCOP_04139, welches fiir einen putativen NhaD-Typ
Na*:H*-Antiporter codiert, auflerdem unmittelbar neben dem Gencluster der FiFo-ATP-
Synthase im Genom von P. copri lokalisiert ist, handelt es sich hierbei am wahrscheinlichsten
um das Gen des gesuchten Antiporters. Allerdings konnen Na*:H*-Antiporter in Prokaryoten
aufgrund von verschiedenen Regulationsmechanismen ganz unterschiedliche physiologische
Funktionen einnehmen, sodass weitere Untersuchungen erfolgen miissten, um die Frage nach
dem Verbleib der translozierten Natriumionen abschliefdend zu klaren (Krulwich et al., 2009;

Kurz et al., 2006).
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4.2.5 Bestimmung von Speicherstoffen und Elementaranalyse

Es ist bekannt, dass Spezies innerhalb der Abteilung Bacteroidetes Polysaccharide aus Glucose
als Speicherstoffe einlagern (Lindner et al., 1979; Lou et al., 1997; Takahashi and Yamada, 2000).
Um auch den Speicherstoffgehalt von P. copri fiir weitere Analysen zu bestimmen, wurde der
Glycogengehalt von P. copri-Kulturen nach einer Methode von Del Don et al, (1994) ermittelt.
Hierfiir wurden Zellen von P. copri lysiert und das Glycogen mit Hilfe von Natriumsulfat und
Methanol aus dem Lysat gefdllt und durch mehrmalige Waschschritte von tibriggebliebenen
Zellbestandteilen befreit. AnschlieRend wurden die Oligomere durch die Zugabe von
Schwefelsdiure und Hitze sauer hydrolysiert, wobei die Glucose-Monomere zu
Hydroxymethylfurfural dehydratisiert wurden, welches wiederum zusammen mit Anthron
einen blau-griinen Farbkomplex bildeten, dessen Absorption bei einer Wellenlange von 620 nm

gemessen werden konnte.

Tab. 21: Glycogenanteil in P. copri-Zellen aus PYG-Kulturen.

ODgoo Zelltrockenmasse [mg 1'] Glycogen [mg1'] Glycogen [%]

1,86 1044 50,47 4,83
1,98 1034 58,42 5,65
2,16 944 33,19 3,52
24 820 48,38 5,90
2,7 932 38,48 4,13

S 4,81 +1

Zunachst wurde der Glycogengehalt von ii.N. gewachsenen P. copri-Kulturen in PYG-Medium
bestimmt, welcher durchschnittlich knapp 5 % der Zelltrockenmasse ausmachte (Tab. 21).
Zusatzlich wurde der Glycogenanteil von Kulturen in DMMG bestimmt, wobei festgestellt
wurde, dass hier der Anteil an Glycogen im Vergleich zu den Ergebnissen der PYG-Kulturen
deutlich schwankte. Daher wurden weitere Kulturen in DMMG bei verschiedenen ODgoo (und
damit unterschiedlichen Wachstumsphasen) beprobt und auf ihren Speicherstoffgehalt
analysiert (Abb. 18).
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Abb. 18: Prozentualer Glycogenanteil von P. copri in DMMG.

Es zeigte sich, dass der prozentuale Glycogenanteil in DMMG gewachsenen Zellen nicht-
proportional zur gebildeten Zelltrockenmasse verlief, sondern mit zunehmender Zellmasse der
Kulturen zundchst kontinuierlich ab-, dann jedoch wieder zunahm. Es ist daher anzunehmen,
dass P. copri abhdngig von der Wachstumsphase Glycogen aufbaut bzw. verbraucht. Ein
ahnlicher Effekt konnte bereits bei P. ruminicola gezeigt werden (Lou et al., 1997). So schien das
Glycogen wahrend der exponentiellen Wachstumsphase aufgrund der noch reichhaltig
vorhandenen Substrate des Mediums wenig bis gar nicht zu akkumulieren, wahrend beim
Ubergang zur stationiren Phase die zur Neige gehende Glucose vermutlich verstirkt als
Glycogen eingelagert wurde. Dieser Vorgang ergibt im Zusammenhang mit dem menschlichen
Colon als natiirlichem Habitat von P. copri durchaus Sinn, da durch die in der Regel
diskontinuierliche Nahrungsaufnahme des Menschen auch die Substrate der Darmflora nur
phasenweise auftreten. Die Einlagerung von Glycogen bei drohendem Substratmangel ist somit
eine geschickte Anpassung, um den Ubergang bis zur nichsten Substratverfiigbarkeit zu

uberstehen.

Zusatzlich zu der Quantifizierung des Speicherstoffs Glycogen in P. copri wurde lyophylisiertes
Zellmaterial des Organismus einer Elementaranalyse unterzogen, wobei die enthaltenen
Mengen an Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff und Wasserstoff quantifiziert wurden. Die
Quantifizierung erfolgte durch klassische CNHS Verbrennungsanalytik, bei der das
Probenmaterial bei hohen Temperaturen soweit erhitzt wird, dass die Verbrennungsgase CO.,
N> und H;O entstehen, welche gaschromatographisch aufgetrennt und mittels
Warmeleitfihigkeitsdetektor gemessen wurden. Zur genaueren Quantifizierung des
Sauerstoffgehalts wurde aufierdem eine Hochtemperaturpyrolyse unter Ausschluss von
Luftsauerstoff durchgefiihrt, bei der der Sauerstoffanteil der Probe zusammen mit Kohlenstoff

zu CO reagiert, welches ebenfalls mittels Warmeleitfahigkeitsdetektor gemessen wurde. So
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konnten die prozentualen Anteile der Elemente von Interesse im Zellmaterial von P. copri

bestimmt werden (Abb. 19).

H Rest
7.22% 2,95%
N
13,25%
C
48,48%
(0]
28,10%

Abb. 19: Vereinfachte Elementarzusammensetzung von gefriergetrockneten P. copri-Zellen.

Das gefriergetrocknete Zellmaterial bestand aus 48,5 % Kohlenstoff, 28,1 % Sauerstoff, 13,25 %
Stickstoff, 7,22 % Wasserstoff und einem Restanteil von 2,95 % nicht naher bestimmter
Elemente. Insgesamt wies die Analyse eine mit anderen Prokaryoten vergleichbare
Elementarzusammensetzung auf (Heldal et al,, 1996; Lawford and Rousseau, 1996; Stockar and
Liu, 1999). Aus dem prozentualen Anteil der Elemente lief§ sich nun anhand der jeweiligen
molaren Masse eine vereinfachte Summenformel fiir die kleinste Einheit berechnen, aus der die
Biomasse von P. copri in abstrahierter Form besteht: CiH;790043No 2. Die Formel wurde in
Kapitel 4.2.6 dazu verwendet, die Kohlenstoff- und Redoxbilanz des rekonstruierten
Stoffwechsels von P. copri zu kalkulieren und kann zukiinftig z.B. auch fiir die Optimierung von

Kulturmedien verwendet werden.

4.2.6 Kohlenstoffbilanz, Redoxbilanz und Rekonstruktion des
Zentralmetabolismus von P. copri

Zur genaueren Untersuchung der zellinternen Prozesse und zur Rekonstruktion des
Kohlenstoffflusses im Zentralstoffwechsel, wurden die fermentativen Endprodukte von P. copri
in PYG und DMMG mittels HPLC bestimmt. In beiden Medien waren Succinat, Acetat und
Formiat als einzige Endprodukte der Glucose-Fermentation zu finden, was mit dem postulierten

Stoffwechselmodell und den Ergebnissen aus Kapitel 4.2.1-4.2.3 iibereinstimmte.

Insgesamt wurden 18 Kulturen von P. copri in PYG-Medium (jeweils 50 ml) bis zu

unterschiedlichen ODsoo angezogen, die Zellen durch Zentrifugation abgeerntet und die

-58 -



4 | Ergebnisse

Uberstinde mittels HPLC auf die Stoffwechselendprodukte und die verbliebene
Substratkonzentration hin analysiert. Parallel wurden die Zellpellets zur Bestimmung der
Zelltrockenmasse verwendet. So konnte zundchst eine eindeutige Korrelation zwischen der
ODsoo und der Zelltrockenmasse (TG) gezeigt werden, die hier bei 0,43 + 0,08 g pro | Kultur pro
ODsoo 1lag (Abb. 20).
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Abb. 20: Zusammenhang zwischen der Zelltrockenmasse und der ODsgo von P. copri in PYG.

In Kombination mit den Daten der HPLC-Analysen konnte der Substratverbrauch sowie die
Produktbildung mit der Zelltrockenmasse korreliert werden. So verbrauchte P. copriin PYG 16,8
mmol Glucose pro g TG (Abb. 21), was einem Wachstumsertrag von umgerechnet 59,6 g pro
Mol verbrauchter Glucose entsprach. Gleichzeitig bildete das Bakterium 15 mmol Succinat/g TG,

15,3 mmol Acetat/g TG und 8,8 mmol Formiat/g TG.
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Abb. 2I: Substratverbrauch und Produktbildung von P. copri wihrend des Wachstums in PYG. Glucose-
Verbrauch (A), Succinat-Produktion (B), Acetat-Produktion (C) und Formiat-Produktion (D).

Anhand der gebildeten Endprodukte und des Substratverbrauchs lief sich auf3erdem der Fluss
der Intermediate im Zentralstoffwechsel von P. copri zuriickverfolgen (Abb. 22). Dabei zeigte

sich, dass Pyruvat (15,3 mmol/g TG) als zentrales Intermediat des Stoffwechsels durch die
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katalytische Aktivitat der Pyruvat:Formiat-Lyase zu Acetyl-CoA und Formiat (je 8,8 mmol/g TG)
oder durch die Katalyse der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA, CO> und Fd;eq
(je 6,5 mmol/g TG) verstoffwechselt wurde. Als zweites, zentrales Intermediat konnte PEP
identifiziert werden, das zu OAA carboxyliert wurde und schlussendlich in Succinat (15 mmol/g
TG) miindete. Addiert man nun noch die Menge an PEP hinzu, die fiir die Produktion von
Pyruvat verwendet wurde, entsprach die gesamte Anzahl an urspriinglich gebildetem PEP 30,3
mmol/g TG, welches letztlich auf 15,15 mmol/g TG konsumierte Glucose zurtickzufiithren war.
Die Differenz der katabol konsumierten Glucose und der insgesamt verbrauchten Menge (16,8
mmol/g TG) ergab schliefilich einen geringen Anteil von 1,65 mmol/g TG, der in anabolen
Prozessen zur Generierung von Biomasse verwendet wurde. So wurden insgesamt 90,2 % der
konsumierten Glucose in den Katabolismus kanalisiert, wahrend lediglich 9,82 % in den
Anabolismus flossen. Neben der Glucose inkorporierte P. copri auferdem 8,5 mmol/g TG COx,
die sich aus der Differenz der Decarboxylierung von Pyruvat (6,5 mmol/g TG) und der
Carboxylierungsreaktion der PEP-Carboxykinase (15 mmol/g TG) ergaben. Insgesamt

entwickelte sich hieraus die folgende Fermentationsgleichung (Gl. 6)

Gl.6 15,15 Glucose + 8,5 CO, — 15 Succinat + 15,3 Acetat + 8,8 Formiat
1,0 Glucose + 0,56 CO; — 0,99 Succinat + 1,01 Acetat + 0,58 Formiat

16,8 ¢Glucose—>1,65 @ Glucose fliir Biomasse

+6,5
+6,5

NADH
Malat

Acetyl-CoA 8,8 @ Acetyl-CoA

15 @ Fumarat
-15 @ NADH 15,3 ® Acetyl-Pi
15 Succinat 15,3 ® Acetat

Abb. 22: Flussschema der Intermediate des zentralen C-Stoffwechsels von P. copri wihrend der
Verstoffwechselung von Glucose in PYG. Angegeben ist die Stoffmenge [mmol] der jeweiligen Substanz pro
Zelltrockenmasse [g]. GAP = Glyceraldehyd, PEP = Phosphoenolpyruvat, OAA = Oxalacetat, Fd;.q = reduziertes
Ferredoxin, Pi = Phosphat.
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Anhand der Rekonstruktion des Kohlenstoff-Flusses konnte ermittelt werden, dass 9,9 mmol
Kohlenstoff aus der anabol konsumierten Glucose (entsprach 1,65 mmol Glucose/g TG) in die
Bildung von 1 g Zelltrockenmasse flossen. Vergleicht man dies mit den Daten der
Elementaranalyse (siehe Kapitel 4.2.5) benotigte P. copri bei einem Kohlenstoffgehalt von 48,5
% fiir die Bildung von 1 g Zelltrockenmasse 0,485 g Kohlenstoff (= 40,4 mmol). Folglich wurden
nur 24,5 % des fiir die Zellbiomasse notwendigen Kohlenstoffs aus dem anabolen Abbau von
Glucose bezogen. Da die Zellen in einem reichhaltigen Komplexmedium kultiviert wurden, kann
davon ausgegangen werden, dass der restliche Bedarf an Kohlenstoff durch die
Medienbestandteile (vor allem Proteine, Peptide und Aminosduren) gedeckt wurde. Die
Konsumierung der Glucose diente in PYG-Medium folglich hauptsachlich zur Generierung von

Reduktionsaquivalenten und ATP.

Um eine exakte und detaillierte Auflésung des Zentralstoffwechsel wahrend der
Verstoffwechselung von Glucose zu erhalten, wurden anschliefend insgesamt 35 Kulturen von
P. copri in DMMG wie zuvor in PYG zu unterschiedlichen Wachstumsstadien geerntet, die
optische Dichte bestimmt und abzentrifugiert. Die Uberstinde dienten der Analyse der
Produkte des zentralen Stoffwechsels, wdhrend die Pellets zur Bestimmung der

Zelltrockenmasse verwendet wurden.
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen der Zelltrockenmasse und der ODgoo von P. copri in DMMG.

Auch hier konnte eine eindeutige Korrelation zwischen der optischen Dichte und der
Zelltrockenmasse identifiziert werden, die bei 0,40 + 0,06 g pro I Kultur pro ODsoo 1 lag (Abb.
23).
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Abb. 24: Substratverbrauch und Produktbildung von P. copri wihrend des Wachstums in DMMG. Glucose-
Verbrauch (A), Succinat-Produktion (B), Acetat-Produktion (C) und Formiat-Produktion (D).

Insgesamt konsumierte P. copri in DMMG 29,1 mmol/g TG an Glucose (Abb. 24), was einem

Wachstumsertrag von 34,4 g Zelltrockenmasse pro Mol verbrauchter Glucose entsprach. Dabei

produzierte der Organismus etwa gleiche Mengen an Succinat (22,7 mmol/g TG) und Acetat

(22,6 mmol/g TG), wahrend mit 5,5 mmol/g TG geringere Mengen an Formiat gebildet wurden.

Auch hier wurde wie zuvor anhand des Substratverbrauchs und der Produktbildung der Fluss

der Intermediate im Zentralstoffwechsel von P. copri rekonstruiert (Abb. 25).

Abb.

22,7

29,1 ¢Glucose—=>6,45 ® Glucose fiir Biomasse

45,3
+45,3

45,3

GAP
NADH

PEP

-22,7
22,7
-22,7
22,7

+17,1
+17,1

NADH
Malat

Fd,, .
’ 5,5 9 Formiat
Acetyl-CoA 5,5 @ Acetyl-CoA

22,7
22,7

Fumarat
NADH 17,1 ® Acetyl-Pi

Succinat 22,69 Acetat

25: Flussschema der Intermediate des zentralen C-Stoffwechsels von P. copri wahrend der

Verstoffwechselung von Glucose in DMMG. Angegeben sind die Stoffmenge [mmol] der jeweiligen Substanz pro
Zelltrockenmasse [g]. GAP = Glyceraldehyd, PEP = Phosphoenolpyruvat, OAA = Oxalacetat, Fd;eq = reduziertes
Ferredoxin, Pi = Phosphat.
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Wie sich zeigte, wurde Pyruvat (22,6 mmol/g TG) als zentrales Stoffwechselintermediat
hauptsichlich durch die katalytische Reaktion der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase in
Acetyl-CoA, CO; und Fd;eq (jeweils 17,1 mmol/g TG) umgewandelt, wiahrend ein im Vergleich zu
den Ergebnissen der PYG-Kulturen geringerer Anteil durch die Pyruvat:Formiat-Lyase in
Formiat und Acetyl-CoA (je 5,5 mmol/g TG) verstoffwechselt wurde. Das zweite zentrale
Intermediat PEP wurde etwa zur Halfte zu OAA carboxyliert und miindete schlie8lich in
Succinat (je 22,7 mmol/g TG), wahrend die andere Halfte in Pyruvat umgewandelt wurde. Die
zusammengefasste, urspriingliche Menge PEP entsprach folglich 45,3 mmol/g TG, die ultimativ
auf 22,65 mmol/g TG katabol konsumierte Glucose zuriickzufiihren war. Da jedoch insgesamt
29,1 mmol/g TG Glucose verbraucht wurde, verblieb die Differenz von 6,45 mmol Glucose/g TG
fir anabole Prozesse zur Generierung von Biomasse. Des Weiteren wurden im Zuge des
Stoffwechsels 5,6 mmol/g TG CO, inkorporiert, die sich aus der Differenz zwischen der
Decarboxylierung von Pyruvat (17,1 mmol/g TG) und der Carboxylierungsreaktion der PEP-
Carboxykinase (22,7 mmol/g TG) ergaben. Insgesamt entwickelte sich hieraus folgende

Fermentationsgleichung (Gl. 7):

GL.7 22,65 Glucose + 5,6 CO, — 22,7 Succinat + 22,6 Acetat + 5,5 Formiat
1,0 Glucose + 0,25 CO, — 1,0 Succinat + 1,0 Acetat + 0,24 Formiat

Damit bendtigte P. copri in DMMG im Vergleich zu PYG zur Verstoffwechselung von Glucose
nur weniger als die Halfte des CO,, was vor allem auf die geringere Produktion von Formiat
zuriickzufithren war. Da das Pyruvat hier vermehrt durch die Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase umgesetzt wurde, sank durch die Decarboxylierungsreaktion der Netto-Bedarf
an CO;. Des Weiteren wurde insgesamt deutlich mehr Glucose konsumiert (und entsprechend
mehr Endprodukte gebildet) und ein grofierer Anteil der Glucose (22,7 %) floss in den
Anabolismus der Zellen. Diese 6,45 mmol anabol konsumierter Glucose entsprachen dabei 38,7
mmol Kohlenstoff, die den Kohlenstoftbedarf der Zelle zur Bildung von Biomasse (40,4 mmol;
siehe oben) zu 96 % abdeckten. Die restlichen 4 % stammten mdoglicherweise aus dem im
Medium als Reduktionsmittel zur Entfernung von molekularem Sauerstoff enthaltenem L-
Cystein (siehe auch Kapitel 3.2.1 und 4.1), das als Aminosdure neben der Glucose eine weitere,

potenzielle Kohlenstoffquelle darstellte.

Neben der Kohlstoffbilanz spielt auch ein ausgeglichener Redox-Haushalt eine wichtige Rolle
fiir das Zellwachstum und somit auch fiir das aufgestellte Stoffwechselmodell. Es konnte gezeigt
werden, dass in DMMG 124,8 mmol/g TG Reduktionsaquivalente [H] im Zuge des katabolen

Abbaus von Glucose generiert wurden (Abb. 25). Die Aquivalente stammten dabei in Form von
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NADH und Fd;eq aus der Umwandlung von GAP zu 1,3-BPG (45,3 mmol NADH/g TG) und der
oxidativen Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA (17,1 mmol Fd.ed/g TG). 90,8 mmol/g
TG der Reduktionsidquivalente [H] (entsprechen 45,4 mmol/g TG NADH) wurden zudem bei
der Reduktion von OAA zu Fumarat benétigt, sodass 34,0 mmol/g TG [H] fiir die Generierung
von Biomasse zur Verfiigung stand. Von der Elementaranalyse des Zellmaterials (siehe Kapitel
4.2.5) ist bekannt, dass die vereinfachte, kleinste chemische Einheit der Biomasse von P. copri
die Summenformel CiH; 790044 besafd und damit im Vergleich zu Glucose (CiH>O:) in einem
reduzierteren Zustand vorlag. Die Umwandlung des fiir den Katabolismus zur Verfiigung
stehenden Substrats in Zellbiomasse erforderte also bei 6,45 mmol/g TG zur Verfiigung
stehender Glucose die Reduktion von 38,7 mmol/g TG CiH>O:-Einheiten in 38,7 mmol/g TG
C3H17000,44-Einheiten. Entsprechend mussten 77,4 mmol/g TG [H]-Aquivalente der Glucose in
69,27 mmol/g TG [H]-Aquivalente umgewandelt werden, was einer Differenz von 8,13 mmol/g
TG [H]-Aquivalenten entsprach (Tab. 22). Gleiches galt fiir [O]-Aquivalente, die von 38,7
mmol/g TG auf 17,03 mmol/g TG reduziert werden mussten. Da der Sauerstoff von der Zelle
letztendlich in Form von H>O entfernt werden musste, lag der Gesamtbedarf an [H]-
Aquivalenten zur Entfernung von [O] bei 43,34 mmol/g TG. Mit 34 mmol/g TG [H], die durch
den Katabolismus generiert wurden, und dem Uberschuss von 8,13 mmol/g TG aus der
Umwandlung von Glucose zu Biomasse, existierten entsprechend 42,13 mmol/g TG [H] zur
Abdeckung dieses Bedarfs, was einer Redox-Bilanz von 97,2 % entsprach. Die restlichen [H]-

Aquivalente stammten moglicherweise aus dem im DMMG enthaltenen Cystein.
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Tab. 22: Berechnung der Redox-Bilanz fiir P. copri wihrend der Fermentation von Glucose.

Bestandteil [mmol/g TG]
Glucoseanabolismus ¥ 6,45
CiH,01-Einheiten® 38,70
[H]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus 77,40

[H]-Aquivalente fiir Zellbiomasse (CiHj7900,44) ¢ 69,27
Zu entfernende [H]-Aquivalente © 813
[O]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus ” 38,70

[O]-Aquivalente fiir Zellbiomasse (CiH;7900,44) & 17,03

Zu entfernende [O]-Aquivalente ™ 21,67
[H]-Bedarf fiir [O]-Entfernung (als HO) ! 4334
[H] aus Katabolismus 34,00
Summe [H] fiir [O]-Entfernung ¥ 4213
[H]-Bilanz 97,2 %

a) GlucoSeGesamt'GlucoSeKatabolismus

b) 6,45 mmol Glucose x 6 C-Atome

9 6,45 mmol Glucose x 12 H-Atome

4 38,7 CIH201 x 1,79

oc)-d)

f 6,45 mmol Glucose x 6 O-Atome

8) 38,7 CiH,O-Einheiten x 0,44

W f) - g)

D h)x2

1 45,3 mmol/g TG NADH aus GAP-Oxidation + 17,1 mmol/g TG Fd;eq aus Pyruvat-Oxidation - 45,4 mmol/g
TG NADH fiir Reduktion von OAA zu Succinat (Abb. 25)
We)+j)

D 4213 x100/43,34

43  Der zentrale Kohlenstoff- und Energiemetabolismus von B. vulgatus & P.

johnsonii

4.3.1 Bioinformatische Analyse des Zentralstoffwechsels von B. vulgatus und P.
johnsonii

So wie in Kapitel 4.2.1 der Zentralstoffwechsel von P. copri bioinformatisch analysiert und
aufbereitet wurde, erfolgte eine gleichartige Untersuchung fiir die Spezies B. vulgatus und P.
johnsonii. Die Modellierung des jeweiligen Kohlenstoff- und Energiemetabolismus erfolgte auch

hier anhand von BLAST-Analysen mit Hilfe von Sequenzdaten gut charakterisierter Enzyme als

Referenz (Abb. 26 und Abb. 27).
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Abb. 26: Postuliertes Modell des Kohlenstoffmetabolismus von B. vulgatus. Als Referenz diente der Stamm B.
vulgatus DSM 1447, dessen Gen-Nummern im Modell angegeben sind. Gluc = Glucose, Glu-6P = Glucose-6-phosphat,
Fruc-6P = Fructose-6-phosphat, Fruc-1,6-BP = Fructose-1,6-bisphosphat, GAP = Glyceraldehyd-3-phosphat, DHAP =
Dihydroxyacetonphosphat, 1,3-BPG = 1,3-Bisphosphoglycerat, 3-PG = 3-Phosphoglycerat, 2-PG = 2-Phosphoglycerat,
PEP = Phosphoenolpyruvat.
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B. vulgatus und P. johnsonii wiesen alle notwendigen Enzyme des EMP-Wegs auf. Im Gegensatz
zu P. copri besafden beide Spezies jedoch auflerdem die Enzyme des oxidativen PPP (siehe
vergleichend Kapitel 4.2), weswegen theoretisch die cytoplasmatische Verstoffwechselung von
Zuckern bei beiden Organismen grundsatzlich sowohl tiber den EMP-Weg als auch tiber den
PPP ablaufen kann. Hier sei anzumerken, dass das Gen der Transaldolase in P. johnsonii nicht
gefunden wurde, und dass das als , Transaldolase“ annotierte Gen von B. vulgatus aufgrund von
Sequenzhomologien wahrscheinlich eher fiir eine Fructose-6-phosphat-Aldolase kodiert, die im
oxidativen PPP keine Funktion erfiillt (Schurmann and Sprenger, 2001). Da die Enzymaktivitat
der Transaldolase aber moglicherweise auch mit Hilfe der Aldolase und der PPi-PFK (siehe auch
weiter unten) aus dem EMP-Weg umgangen werden kann (wird in Kapitel 5.3 naher diskutiert),
ist es wahrscheinlich, dass der oxidative PPP in einer alternativen Form in beiden Bakterien
vollstandig ablauft (Stincone et al., 2015; Susskind et al., 1982). Die Schliisselenzyme des Entner-

Doudoroff-Wegs waren in beiden Organismen nicht vorhanden.
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Enzym B. vulgatus Gen-Nr.:  P. johnsonii Gen-Nr.:
Gluc-6P-Dehydrogenase BVU_2796 EKNO6516.1
6-Phosphogluconolactonase BVU_2797 EKNO06515.1
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase BVU_2795 EKNO06518.1
Ribulosephosphat-3-Epimerase BVU_2321 EKNO05786.1
Ribulose-5-phosphat-Isomerase BVU_2317 EKN05790.1
Transketolase BVU_2318 EKNO05789.1
Transaldolase BVU_3333* -*
Gluc-6P-Isomerase BVU_4109 EKNI2391.1
Aldolase BVU_3516 EKNI12401.1
Triose-P-Isomerase BVU_0466 EKN16289.1
Fructose-1,6-bisphosphatase BVU_2901 EKNI1973.1

Interessanterweise befanden sich in den Genomen von B. vulgatus und P. johnsonii wie auch in
P.  copri jeweils eine ATP-abhdngige (B. vulgatus: BVU_1971; P. johnsonii:
EKN14202.1/EKN11225.1) und eine PPi-abhdngige Phosphofructokinase (B. vulgatus: BVU_2286;
P. johnsonii: EKN05702.1), die beide im EMP-Weg die Phosphorylierung von Fructose-6-
phosphat zu Fructose-1,6-bisphosphat durchfithren konnen. Eine weitere mdgliche Funktion der
PPi-PFK wird auch in Kapitel 5.3 diskutiert. Aufderdem existieren zwei nichtidentische Gene fir
ATP-abhangige Phosphofructokinasen in P. johnsonii. Welche physiologische Funktion hierbei
von welcher der beiden ATP-PFKs im Zentralstoffwechsel von P. johnsonii iibernommen wird,

konnte anhand der bioinformatischen Analysen jedoch nicht geklart werden.
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Abb. 27: Postuliertes Modell des Kohlenstoffmetabolismus von P. johnsonii. Als Referenz diente der Stamm
P. johnsonii CLO2T12C29, dessen Gen-IDs im Modell angegeben sind. Gluc = Glucose, Glu-6P = Glucose-6-phosphat,
Fruc-6P = Fructose-6-phosphat, Fruc-1,6-BP = Fructose-1,6-bisphosphat, GAP = Glyceraldehyd-3-phosphat, DHAP =
Dihydroxyacetonphosphat, 1,3-BPG = 1,3-Bisphosphoglycerat, 3-PG = 3-Phosphoglycerat, 2-PG = 2-Phosphoglycerat,
PEP = Phosphoenolpyruvat.

Die Modelle der Zentralstoffwechsel von B. vulgatus und P. johnsonii zeigten, dass die
Verstoffwechselung von Glucose ausgehend vom EMP-Weg und/oder PPP in beiden
Organismen zundchst (analog zu P. copri) in PEP miindet, wo sich der jeweilige Stoffwechsel in
zwei Wege aufteilt (Abb. 26 und Abb. 27). Der erste Weg dient zur Generierung von Fumarat
und wird durch die Aktivitat einer PEP-Carboxykinase initiiert, die PEP zundchst zu OAA
carboxyliert, wobei ATP generiert wird. OAA wird anschlieffend durch eine
Malatdehydrogenase zu Malat reduziert. Malat wiederum wird durch die Aktivitdt der Fumarase
dehydriert, wodurch Fumarat entsteht. Als terminaler Elektronenakzeptor der anaeroben
Atmungskette von B. vulgatus und P. johnsonii wird Fumarat anschliefend durch die
Fumaratreduktase zu Succinat reduziert. Da die Genome von B. vulgatus und P. johnsonii im
Gegensatz zum Genom von P. copri (siehe vergleichend Kapitel 4.2) die Gene des
Methylmalonyl-CoA-Wegs zur Produktion von Propionat besaf3en (Reichardt et al., 2018), kann
Succinat in B. vulgatus und P. johnsonii anschliefend noch weiterverwendet werden. Dies
geschieht, indem Succinat zundchst iiber die Reaktion einer CoA-Mutase (B. vulgatus: BVU_1163;
P. johnsonii: EKN09708.1) zu Succinyl-CoA umgewandelt wird, wobei das Succinyl-CoA
wiederum von einer Methylmalonyl-CoA-Mutase (B. vulgatus: BVU_0309-10); P. johnsonii:
EKNO08745-6.1) zu (R)-Methylmalonyl-CoA umgelagert wird. Mit Hilfe einer Methylmalonyl-
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CoA-Epimerase erfolgt dann ein Rekonfiguration des (R)-Methylmalonyl-CoA zu (S)-
Methylmalonyl-CoA, welches anschlieflend durch einen membranstandigen Enzymkomplex,
der Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase (B. vulgatus: BVU_1465/2491/3103; P. johnsonii:
EKNI2339.1/12340.1/12342.1), zu Propionyl-CoA decarboxyliert wird. Dabei entsteht CO; und es
werden Natriumionen tiber die cytoplasmatische Membran transloziert, wodurch der Komplex
wahrscheinlich zusatzlich einen Beitrag zur Energiekonservierung leistet. Die Decarboxylierung
hat dabei auflerdem den Vorteil, dass das freigesetzte CO, den CO-Bedarf der PEP-
Carboxykinase im Zuge der Fumarat-Produktion dquivalent kompensiert (ein moglicherweise

hieraus resultierender Effekt ist in Abb. 6 zu erkennen).
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Abb. 28: Postuliertes Modell der anaeroben Atmungskette von B. vulgatus. Rnf = Ferredoxin:NAD*-
Oxidoreduktase, NDHI = NADH-Dehydrogenase 1 ohne die Untereinheiten NuoE-G, Nqr = Na*-translozierende
NADH:Chinon-Reduktase.

Es zeigte sich, dass die Atmungskette von B. vulgatus im Wesentlichen so aufgebaut ist wie die
von P. copri (Abb. 9). Als Einschleusungspunkte fiir Elektronen dienen Nqr und NDHI
(ebenfalls ,kopflos“, siehe auch Kapitel 4.2), wobei die Elektronen letztlich durch eine
Fumaratreduktase auf Fumarat als terminalen Elektronenakzeptor {ibertragen werden.
Zusitzlich lagen im Genom von B. vulgatus die Gene fiir eine Cytochrom-bd-Chinoloxidase vor,

die in Bacteroides spp. eventuell unter mikroaerophilen Bedingungen Elektronen auf Sauerstoff
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tibertragt und sich somit an der ATP-Generierung beteiligt (Baughn and Malamy, 2004). Im
Gegensatz zu P. copri besas B. vulgatus auflerdem das Gen einer [FeFe]-Hydrogenase
(BVU_0347), die mutmafilich dazu genutzt wird, tiberschiissige Reduktionsaquivalente (Fd;eq)
zu recyclen, wahrend sie molekularen Wasserstoff bildet (Wolf et al, 2016). Die genaue
physiologische Funktion solcher Hydrogenasen innerhalb der Bacteroidetes ist jedoch bisher

nicht verstanden (Wolf et al, 2016; Greening et al., 2016).

Als ein wesentlicher Unterschied zu B. vulgatus und P. copri besafd P. johnsonii keine Gene der
kopflosen NDHI (Abb. 29), wohingegen die Gene der Ngr, des Rnf-Komplexes und der
Fumaratreduktase vorlagen. Auch die Gene der Cytochrom-bd-Chinoloxidase konnten im
Genom von P. johnsonii identifiziert werden. Somit verfligte der Organismus mit der Nqr nur
iiber einen einzigen Einschleusungspunkt fiir Elektronen aus Reduktiondquivalenten des
Katabolismus in die anaerobe Atmungskette. Auch hier dient Fumarat als terminaler
Elektronenakzeptor, welcher iiber die Fumaratreduktase zu Succinat reduziert wird. Alternativ
kann moglicherweise Sauerstoff unter mikroaerophilen Bedingungen tiber die Cytochrom-bd-

Chinoloxidase als Elektronenakzeptor genutzt werden (siehe auch weiter oben).

Nicht auszuschlieflen ist, dass iiberschiissige Elektronen in P. johnsonii aufderdem iiber eine
bifurkierende Eisen-Hydrogenase (EKNO7800-07802) entfernt werden, die NADH und Fdyed
dazu nutzt, um molekularen Wasserstoff freizusetzen. Wie auch in anderen Bacteroidetes ist
allerdings auch hier die physiologische Funktion nicht geklart (Wolf et al., 2016; Greening et al.,
2016).
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Abb. 29: Postuliertes Modell der anaeroben Atmungskette von P. johnsonii. Rnf = Ferredoxin:NAD*-
Oxidoreduktase, NDHI = NADH-Dehydrogenase I ohne die Untereinheiten NuoE-G, Nqr = Na*-translozierende
NADH:Chinon-Reduktase.

Da sowohl B. vulgatus als auch P. johnsonii Enzymkomplexe in der Atmungskette besafden, die
Natriumionen tiber die Cytoplasmamembran translozieren, wurde wie schon in Kapitel 4.2.4
fiir P. copri die Aminosduresequenz von Untereinheit C der FiFo-ATP-Synthase von B. vulgatus
und P. johnsonii mit charakterisierten FiFo-ATP-Synthasen verglichen, um anhand von
Sequenzhomologien die Ionenspezifitit des Enzymkomplexes zu bestimmen (Abb. 30). Es
konnte gezeigt werden, dass beiden FiFo-ATP-Synthasen drei der vier spezifischen
Aminosdurereste zur Bindung von Na* fehlen, und dass die charakteristische Verlangerung des
C-Terminus ebenfalls abwesend war. Anhand der Sequenzhomologien ist es daher sehr
wahrscheinlich, dass die FiFo-ATP-Synthasen von B. vulgatus und P. johnsonii ausschlief3lich H*

zur Generierung von ATP nutzen. Dies ist insofern bemerkenswert, als dass unter anaeroben
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Bedingungen B. vulgatus nur einen und P. johnsonii sogar keinen einzigen Enzymkomplex in
der Atmungskette besitzt, welcher H* iber die Membran transloziert. Hinzu kommt, dass die
Produktion von Propionat aus Succinat durch die Katalyse der Methylmalonyl-CoA-
Decarboxylase ebenfalls Na* iiber die Membran transportiert. Das Schicksal des generierten
Afina+ bleibt daher vorerst Spekulation und wird in Kapitel 5.4 im Kontext eines moglicherweise

vorhandenen Na*:H*-Antiporters ndher diskutiert.

0 A0 ) 0 A
Awo-Na+ 1 FAAGKGRAEAVIGREIGEAQSDT
Pmo-Na+ 1 YAAGKAVE SVARMFEAKGD/T|T
Cpa-Na+ 1 FIAAGKGAEAVGKMIZEAQGDIIL
Eco-H+ 1 ILGGKFLEGRARMD LTP|LLR
Bme-H+ 1 TILT
Smu-H+ 1 KLQ
Bvu 1 MLLAVLLQSAARAGLGK A K I/GGSAMEA|I|2R[EYHE AR[GDIR
Pjo 1 MLSTILLQAAAGMGIAKMGA[TIGAGH. .. LIGKGAVEAI|GR[SIES AAGE IR

GLIVALILLFANPFE....
SLVIALILLYANPFVGLLG
ALVVALILLFANPLLNLL.

Awo-Na+ 52
Pmo-Na+ 55
Cpa-Na+ 51

Eco-H+ 51 » AVGLGLYVMFAVA. .. ...
Bme-H+ 44 SMMFV|IGVALVEALP|IIAVVIRAFMVOGEK. . ... ...
Smu-H+ 43 GVAFIEGTEF|VLLASTEFVG.|. . . ... ...
Bvu 58 IAALVEGVALIAIIVCLLILFL. . ......
Pjo 58 T|SMLIMGALVEGVALFAIVVICFLALFQ........

Abb. 30: Multiple sequence alignment der Aminosdauresequenz von AtpE aus B. vulgatus und P. johnsonii
mit charakterisierten F-Typ ATP-Synthasen. Die bekannte Sekundarstruktur von AtpE aus Acetobacterium woodii
ist oberhalb des Alignments angegeben. Weifle Buchstaben auf schwarzem Grund kennzeichnen gleiche
Aminosduren, fettgedruckte Buchstaben auf weiffem Grund kennzeichnen physikochemisch dhnliche Aminosauren.
Aminosdurereste des Na*-Bindemotivs sind mit grauen Kreisen hinterlegt und durch Pfeile markiert. Awo =
Acetobacterium woodii, Pmo = Propiogenium modestum, Cpa = Clostridium paradoxum, Smu = Streptococcus mutans,
Eco = Escherichia coli, Bme = Bacillus megaterium, Bvu = Bacteroides vulgatus, Pjo = Parabacteroides johnsonii. Na+ =
Na+-abhangig, H+ = H+-abhangig.

4.3.2 Kohlenstoff-, Redoxbilanz und Rekonstruktion des Zentralmetabolismus

von B. vulgatus und P. johnsonii

Zur Rekonstruktion der zentralen Kohlenstoff- und Energiestoffwechsel von B. vulgatus und P.
johnsonii wurden Kulturen der beiden Spezies in DMMG in gleicher Weise wie in Kapitel 4.2.6
beschrieben hinsichtlich des Substratverbrauchs, der fermentativen Endprodukte und der
Zelltrockenmassen analysiert. Hierfiir wurden die Kulturen in je 50 ml DMMG angezogen und
Zellen bei unterschiedlichen ODeoo durch Zentrifugation geerntet. Das Zellpellet wurde
anschlief3end fiir die Bestimmung der Zelltrockenmasse verwendet, wahrend der Uberstand zur

Analyse von Stoffwechselendprodukten genutzt wurde.
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Abb. 31: Korrelation zwischen OD600 und Zelltrockenmasse bei Kulturen in DMMG von B. vulgatus (A) und
P. johnsonii (B). ODgoo = Optische Dichte bei 600 nm, TG = Zelltrockenmasse.

Es konnte eine klare Korrelation zwischen der optischen Dichte und dem Trockengewicht der
Zellpellets ermittelt werden, die bei 0,28 + 0,07 g 1! (B. vulgatus) bzw. 0,41 = 0,08 g I (P.
johnsonii) pro ODgoo von 1 lag (Abb. 31).
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Abb. 32: Substratverbrauch und Produktbildung von B. vulgatus wiahrend des Wachstums auf Glucose.
Glucose-Verbrauch (A), Succinat-Produktion (B), Acetat-Produktion (C), Propionat-Produktion (D), Formiat-
Produktion (E) und Lactat-Produktion (F).

B. vulgatus verbrauchte 37,45 mmol Glucose pro g Zelltrockenmasse und produzierte dabei in
gleicher Groflenordnung Succinat (20,37 mmol/g TG) sowie Acetat (27,12 mmol/g TG) (Abb.
32). Zusatzlich wurden geringe Mengen Formiat (9,56 mmol/g TG), Lactat (7,06 mmol/g TG)
und Propionat (7,69 mmol/g TG) gebildet. Der Wachstumsertrag entsprach aufgrund der

konsumierten Glucose und der Zelltrockenmasse 26,7 g TG/mol. Anhand der ermittelten Daten
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wurde nun der Fluss der Intermediate des Zentralstoffwechsels von B. vulgatus rekonstruiert

(Abb. 33).

37,45 ¢Glucose—> 6,33 ® Glucose fliir Biomasse

62,28
+62,28

62,28

GAP
NADH

PEP

Pyruvat—>7 !06 ® Lactat
7,06 @ NADH

+17,56
+17,56

co,

NADH
Fdred

Malat

9,56 ¢ Formiat

Acetyl-CoA 9,56 @ Acetyl-CoA

Fumarat
NADH 27,12 AcetyI-Pi

Succinat 27,12 8 Acetat
Co,
Propionat

Abb. 33: Flussschema der Intermediate des zentralen C-Stoffwechsels von B. vulgatus. Die Zahlen
reprasentieren die mmol der jeweiligen Substanz pro g Zelltrockenmasse. GAP = Glyceraldehyd, PEP =
Phosphoenolpyruvat, OAA = Oxalacetat, Fd;eq = reduziertes Ferredoxin, Pi = Phosphat.

Ahnlich zu den Ergebnissen von Kapitel 4.2.6 stellten sich Pyruvat und PEP als zentrale
Intermediate des Stoffwechsels von B. vulgatus heraus. Wahrend Pyruvat (34,22 mmol/g TG)
entweder zu Acetyl-CoA und Formiat (je 9,56 mmol/g TG) durch die Pyruvat:Formiat-Lyase
oder zu Acetyl-CoA, CO; und Fdied (je 17,56 mmol/g TG) durch die Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase umgewandelt wurde, konnten aufierdem geringe Mengen Lactat (7,06 mmol/g
TG) gemessen werden, die durch die Aktivitat der Lactatdehydrogenase aus Pyruvat gebildet
wurden. Insgesamt wurden im Zuge der Glucose-Verstoffwechselung 62,3 mmol/g TG PEP
generiert, das in die Produktion von Pyruvat und in den respiratorischen Weg des Stoffwechsels
floss. Letzterer Anteil des verstoffwechselten PEP miindete so in Succinat (28,06 mmol/g TG)
und Propionat (7,69 mmol/g TG) als Stoffwechselendprodukte des Glucose-Metabolismus.
Ausgehend von der ermittelten Menge PEP konnte der Glucose-Verbrauch des Katabolismus
(Glucosexatabolismus) berechnet werden, der mit 31,12 mmol/g TG den Hauptanteil der insgesamt
konsumierten Glucose ausmachte. Die verbleibenden 6,33 mmol/g TG Glucose flossen folglich
in den Anabolismus (Glucoseanabolismus) und wurden zum Aufbau von Biomasse benutzt. Im Zuge

der Verstoffwechselung des Substrats wurden auflerdem 28,06 mmol/g TG CO; bei der
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Carboxylierungsreaktion der PEP-Carboxykinase inkorporiert, wahrend 25,25 mmol/g TG CO
durch die Decarboxylierungsreaktionen der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase und der
Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase freigesetzt wurden. Der Netto-Bedarf des zentralen
Kohlenstoffmetabolismus von B. vulgatus an CO; lag entsprechend bei 2,81 mmol/g TG, und
damit deutlich niedriger als der in Kapitel 4.2.6 bestimmte Wert fiir P. copri. Insgesamt ergaben
die Daten folgende Fermentationsgleichung (Gl. 8):

Gl 8 31,12 Glucose + 2,81 CO, — 7,69 Propionat + 20,37 Succinat + 27,12 Acetat + 9,56 Formiat + 7,06 Lactat
1,0 Glucose + 0,09 CO, — 0,25 Propionat + 0,65 Succinat + 0,87 Acetat + 0,31 Formiat + 0,23 Lactat

Auf3erdem liefd sich aus den Daten ableiten, dass B. vulgatus 37,98 mmol/g TG Kohlenstoff
(entspricht 6,33 mmol/g TG anabol konsumierter Glucose) zur Generierung von 1 g
Zelltrockenmasse zur Verfligung standen. Analog zur Elementaranalyse von P. copri (siehe
Kapitel 4.2.6) entsprach dies im Bezug zur verfiigbaren Kohlenstoffmenge einer Bilanz von
94 %. Der Bedarf an Kohlenstoff wurde also weitestgehend durch die Glucose-Fermentation
gedeckt. Der restliche Kohlenstoff stammte sehr wahrscheinlich aus Cystein, das ebenfalls im

Medium enthalten war.

Um den aufgestellten Fluss der Intermediate zu verifizieren, wurde das Stoffwechselmodell auch
auf eine ausgeglichene Redox-Bilanz hin tberpriift. Wie in Abb. 33 zu sehen ist, wurden im
Zuge der Verstoffwechselung von Glucose insgesamt 159,62 mmol/g TG Reduktionsidquivalente
[H] (aus NADH und Fd.q) generiert, wobei hiervon 126,38 mmol/g TG bereits durch den
Katabolismus (bei der Reduktion von OAA zu Fumarat und Pyruvat zu Lactat) wieder
verbraucht wurden. Dementsprechend standen B. vulgatus 33,23 mmol/g TG [H] zur Produktion
von Biomasse zur Verfiigung. Aus der Elementaranalyse (siehe Kapitel 4.2.5) ist bekannt, dass
im Wesentlichen die Einheit CiH>O; (Glucose) in die Einheit CiHj700044 (Biomasse)
umgewandelt werden muss. Dies bedeutete, dass B. vulgatus pauschal 37,98 mmol/g TG CH20,
(berechnet anhand der konsumierten Glucoseanabolismus) zu 37,98 mmol/g TG CiHi7900,44
(berechnet anhand der Zelltrockenmasse) reduziert hat. Folglich wurden 75,93 mmol/g TG [H]-
Aquivalente der Glucose in 67,96 mmol/g TG [H]-Aquivalente der Biomasse umgewandelt
werden, was einer Differenz von 7,97 mmol/g TG [H]-Aquivalenten entsprach (Tab. 24).
Bezogen auf Sauerstoff musste 37,97 mmol/g TG [O]-Aquivalente der Glucose auf 16,33 mmol/g
TG reduziert werden, was einer Differenz von 21,64 mmol/g TG [O] entspricht. Da letztlich auch
hier [O] in Form von H>O entfernt werden musste, lag die notwendige Menge an [H] bei 43,28
mmol/g TG. Es standen 33,23 mmol/g TG [H] aus den katabolen Prozessen zur Verfiigung, wozu

sich der Uberschuss von 7,97 mmol/g TG [H]-Aquivalenten aus der Umwandlung von Glucose
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zu Biomasse hinzuaddierte. Insgesamt standen daher 41,21 mmol/g TG [H] zur Verfiigung, die

den aufgefithrten Bedarf mit einer Bilanz von 95,21 % abdeckten.

Tab. 24: Berechnung der Redox-Bilanz von B. vulgatus wihrend der Fermentation von Glucose.

Bestandteil [mmol/g TG]
Glucoseanabolismus ¥ 6,33
CiH,01-Einheiten® 37,98
[H]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus 75,93
[H]-Aquivalente fiir Zellbiomasse (CiH;7900.44) ¥ 67,96
Zu entfernende [H]-Aquivalente © 7,97
[O]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus 37,98
[O]-Aquivalente fiir Zellbiomasse (CiH;7000,44) ® 16,33
Zu entfernende [O]-Aquivalente ™ 21,64
[H]-Bedarf fiir [O]-Entfernung (als H>O) ? 4328
[H] aus Katabolismus 33,23
Summe [H] fiir [O]-Entfernung ¥ 41,21
[H]-Bilanz) 95.21%

a) GIUCOSeGesamt'GlucoSeKatabolismus

b) 6,33 mmol Glucose x 6 C-Atome
9 6,33 mmol Glucose x 12 H-Atome
437,98 C1H201 x 1,79

oc)-d)

f 6,33 mmol Glucose x 6 O-Atome
2 37 98 C;H,Os-Einheiten x 0,44

W f) - g)

) h)x2

) 62,28 mmol NADH aus GAP-Oxidation + 17,56 mmol Fd,.q aus Pyruvat-Oxidation - 56,12 mmol NADH
fir Reduktion von OAA zu Succinat - 7,06 mmol NADH fiir die Reduktion von Pyruvat zu Lactat (Abb. 33)

Ve)+))
D 41,28 x 100/43,28

Im Vergleich hierzu verbrauchte P. johnsonii 23,24 mmol Glucose pro g produzierte

Zelltrockenmasse und bildete hauptsachlich Succinat (13,79 mmol/g TG) und Acetat (11,54

mmol/g TG) als Produkte der Glucose-Fermentation (Abb. 34). Des Weiteren wurden 1,43

mmol/g TG Propionat und geringe Mengen Formiat (0,24 mmol/g TG) gemessen, die als

Endprodukte in das Medium abgegeben wurden. Insgesamt konnte fiir P. johnsonii auferdem

anhand des Substratverbrauchs und der Biomasseproduktion ein Wachstumsertrag von 43 g pro

Mol konsumierter Glucose ermittelt werden.
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Abb. 34: Substratverbrauch und Produktbildung von P. johnsonii wahrend des Wachstums auf Glucose.

Glucose-Verbrauch (A), Succinat-Produktion (B), Propionat-Produktion (C), Acetat-Produktion (D) und Formiat-
Produktion (E).

Wie zuvor wurde anhand der quantitativen Bestimmung des Produktspektrums der Fluss der
Intermediate im Zentralstoffwechsel von P. johnsonii kalkuliert. Das Ergebnis ist in Abb. 35

dargestellt.
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Abb. 35: Flussschema der Intermediate des zentralen C-Stoffwechsels von P. johnsonii. Die Zahlen
reprasentieren die mmol der jeweiligen Substanz pro g Zelltrockenmasse. GAP = Glyceraldehyd, PEP =
Phosphoenolpyruvat, OAA = Oxalacetat, Fdred = reduziertes Ferredoxin, Pi = Phosphat.

Wie auch bei B. vulgatus stellte Pyruvat (11,54 mmol/g TG) ein Schlisselintermediat im
Zentralstoffwechsel von P. johnsonii dar. Hiervon ausgehend wurde hauptsichlich durch die
Aktivitat der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase Acetat (11,54 mmol/g TG) produziert, wobei
eine geringer Anteil auch auf die Aktivitit der Pyruvat-Formiat-Lyase zuriickzufithren war -
erkennbar an der produzierten Menge Formiat (0,24 mmol/g TG). Als zweites
Schliisselintermediat konnte ebenfalls PEP identifiziert werden, wovon ausgehend sich der
Stoffwechsel in den respiratorischen und fermentativen Ast aufteilte. Der Anteil, der hierbei
nicht zu Pyruvat umgewandelt wurde, floss durch die Aktivitit der PEP-Carboxykinase iiber
OAA und Malat in die Produktion des terminalen Elektronenakzeptors Fumarat bis schlief3lich
hin zu dem primdren Endprodukt Succinat (jeweils 15,22 mmol/g TG). Ein geringerer Anteil
(1,43 mmol/g TG) reagierte aufSerdem weiter zu Propionat. Des Weiteren konnte anhand der
gebildeten Endprodukte ermittelt werden, dass 13,38 mmol/g TG der insgesamt konsumierten
Glucose in den Katabolismus flossen, wahrend die verbleibenden 9,86 mmol/g TG fiir anabole
Prozesse zur Verfligung standen. Aufgrund der Aktivitat der PEP-Carboxykinase wurden fiir die
Generierung des Elektronenakzeptors 15,22 mmol/g TG CO: inkorporiert, wahrend 12,73
mmol/g TG CO; durch die Decarboxylierungsreaktion der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase

und der MM-CoA-Decarboxylase freigesetzt wurden. Der Netto Bedarf an CO; lag fiir die
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Verstoffwechselung von Glucose daher bei 2,49 mmol/g TG. Aus den Ergebnissen lief sich die

im Folgenden angegebene Fermentationsgleichung (Gl. 9) aufstellen:

GL 9 23,24 Glucose + 2,49 CO, — 1,43 Propionat + 13,79 Succinat + 11,54 Acetat + 0,24 Formiat
1,0 Glucose + 0,11 CO, — 0,06 Propionat + 0,59 Succinat + 0,5 Acetat + 0,01 Formiat

Um die Kohlenstoffbilanz zu tiberpriifen, wurde ein Kohlenstoffgehalt von 40,4 mmol/g TG fiir
die Zelltrockenmasse von P. johnsonii angenommen (siehe Kapitel 4.2.5), welcher durch die
anabole Verstoffwechselung des Substrats abgedeckt sein sollte. Mit 59,16 mmol/g TG
(ausgehend von 9,86 mmol/g TG Glucoseanabolismus) War der theoretische Bedarf an Kohlenstoff
jedoch zu 146 % abgedeckt. Der deutliche Uberschuss an Kohlenstoff wird zusammen mit dem

folgenden Abschnitt in Kapitel 5.6 diskutiert.

Zusatzlich zur Kohlenstoffbilanz wurde auch der Redox-Haushalt der Zelle wahrend der
Verstoffwechselung von Glucose rekapituliert. Wie in Abb. 35 dargestellt, produzierte P.
johnsonii im Zuge der Glucose-Fermentation 76,12 mmol/g TG [H]-Aquivalente, wovon im
Katabolismus 60,88 mmol/g TG fiir die Generierung von Fumarat verstoffwechselt wurden. So
blieben dem Anabolismus noch 15,24 mmol/g TG [H]-Aquivalente, die zur Transformation von
59,16 mmol/g TG CiH>O: (Glucose) in 59,16 mmol/g TG CHy790044 (Biomasse) eingesetzt
werden konnten (Tab. 25). Die Umwandlung des Substrats in Biomasse benétigte fiir P.
johnsonii ultimativ die Entfernung von 12,42 mmol/g TG [H]-Aquivalenten und 33,72 mmol/g
TG [O]-Aquivalenten in Form von H>O. Durch den Anteil an zu entfernendem [H] und den 15,24
mmol/g TG [H]-Aquivalenten aus dem Katabolismus standen folglich insgesamt 27,66 mmol/g
TG [H]-Aquivalente fiir die Entfernung von [O] zur Verfiigung, womit rechnerisch eine Redox-
Bilanz von 41,01 % erzielt wurde. Die mogliche Ursache fiir die beobachtete Diskrepanz wird in

Kapitel 5.6 niher erldutert.
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Tab. 25: Berechnung der Redox-Bilanz von P. johnsonii wihrend der Fermentation von Glucose.

Bestandteil [mmol/g TG]
Glucoseanabolismus ¥ 9,86
CiH,01-Einheiten® 59,16
[H]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus 118,32

[H]-Aquivalente fiir Zellbiomasse (CiH;790044) ¢ 105,90
Zu entfernende [H]-Aquivalente © 12,42
[O]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus ” 59,16

[O]-Aquivalente fiir Zellbiomasse (CiHi7000.44) ® 25,44

Zu entfernende [O]-Aquivalente ™ 33,72
[H]-Bedarf fiir [O]-Entfernung (als HO) ! 67,44
[H] aus Katabolismus ” 15,24
Summe [H] fiir [O]-Entfernung ¥ 27,66
[H]-Bilanz" 41,01 %

a) GIUCOSeGesamt'Glucosel(atabolismus

b) 9 86 mmol Glucose x 6 C-Atome

9 9,86 mmol Glucose x 12 H-Atome

4 5916 C1H201 x 1,79

9 c)-d)

9,86 mmol Glucose x 6 O-Atome

8) 59,16 C;H,0Os-Einheiten x 0,44

W f) - g)

D h)x2

1 26,76 mmol NADH aus GAP-Oxidation + 11,3 mmol Fd,eq aus Pyruvat-Oxidation - 30,44 mmol NADH fiir

Reduktion von OAA zu Succinat (Abb. 35)

We)+j)

D 27,66 x100/67,44
4.4 Biotechnologische Produktion von Succinat mit P. copri
Succinat zahlt weltweit zu den bedeutendsten Plattformchemikalien, die aus Biomasse
gewonnen werden kénnen (Dessie et al., 2018). Mit einer jahrlichen Wachstumsrate von 27,4 %
erreicht Succinat 2025 einen voraussichtlichen Marktanteil von 1,8 Milliarden USD, die einer
Menge von 768 Millionen Megatonnen und einem Preis von 2,3 USD/kg entsprechen (Nghiem
et al, 2017). Als Plattformchemikalie findet Succinat eine Vielzahl verschiedener
Anwendungsgebiete, wie z.B. als Lebensmittelzusatzstoff, Vorstufe von Detergenzien, in
Kosmetika, Pigmenten und Farbemitteln, sowie als Zusatzstoff von Zement und Flussmitteln
(Dessie et al., 2018; Nghiem et al., 2017; Zeikus et al., 1999). Weitere Anwendungsgebiete sind

die Herstellung von biobasierten Polymeren und Losungsmitteln (Nghiem et al., 2017).

Aufgrund der wachsenden Nachfrage und dem gesteigerten Interesse an nachhaltigen
Produktionswegen, haben sich biotechnologische Methoden zur Herstellung von Succinat im

industriellen Maf3stab mittlerweile gegen rein chemische Verfahren durchgesetzt (Nghiem et
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al, 2017). Die Produktion erfolgt in der Regel mit Hilfe von Mikroorganismen in
Fermentationsanlagen. Da die meisten Organismen Succinat im Zuge des oxidativen
Citratzyklus oder des reduktiven Citratzyklus generieren, gibt es mittlerweile eine entsprechend
grofde Auswahl an Stdmmen, die in der industriellen Produktion von Succinat Verwendung
finden. Die am Haufigsten eingesetzten Mikroorganismen stammen dabei urspriinglich aus dem

Rumen von Wiederkduern, so z.B. Actinobacillus succinogenes (Dessie et al., 2018).

4.4.1 Produktion von Succinat mit P. copri in anaeroben Serumflaschen

Wie in Kapitel 4.2 gezeigt werden konnte, beruht der Zentralstoffwechsel von P. copri im
Wesentlichen auf der anaeroben Veratmung von Fumarat und der Vergarung von Pyruvat zu
Acetat und Formiat. Damit hinterlasst P. copri als einzige Endprodukte des Zentralstoffwechsels
nur drei verschiedene Carbonsauren, von denen Succinat einen wesentlichen Anteil ausmacht.
So wurden unter nur leicht gepufferten Standardbedingungen (siehe Kapitel 4.2.6) bereits ~16
mM Succinat aus ~22 mM Glucose gebildet, sodass P. copri einen vielversprechenden
Kandidaten fiir die biotechnologische Produktion von Succinat darstellt. Mit seinem Ertrag von
0,45 g Succinat pro g Glucose lag P. copri bereits ohne jedwede Optimierungsversuche in
demselben Bereich wie einige bekannte Succinat-Produzenten, wie z.B. A. succinogenes

(McKinlay et al, 2007).

Um die natiirliche Produktion von Succinat durch P. copri zu maximieren, wurden zundachst
Versuche mit PYG-Kulturen in Serumflaschen mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen
vorgenommen, die zusdtzlich mit 400 mM CaCOs versetzt wurden. Ziel war es, eine geeignete
Substratkonzentration zur Herstellung von Succinat im Batch-Verfahren zu finden und
gleichzeitig mit Hilfe des CaCOs den pH-Wert der Kulturen zu stabilisieren, indem die saure
Wirkung der von P. copri gebildeten Endprodukte abgefangen werden sollte. CaCOs liegt in
wassrigen Systemen und bei einem neutralen pH-Wert als weitestgehend unlslicher Feststoff
vor, sodass das CaCO:s keinen direkten Einfluss auf die Kulturen haben sollte. Die pH-puffernde
Wirkung des CaCOs-Depots sollte nun durch die Interaktion mit den von P. copri
ausgeschiedenen Endprodukten einsetzen, indem deren sauer reagierende Carboxylgruppen
Protonen auf CaCOs iibertragen. Hierdurch entsteht letztlich CO;, H2O und das jeweilige
Calciumcarboxylat (Calciumsuccinat, Calciumacetat und Calciumformiat). Wahrend das CO»
nun weitestgehend in die Gasatmosphdre der Serumflaschen entweichen und von P. copri als
Netto-CO,-Konsument verstoffwechselt werden sollte, sind Calciumsalze von Carbonsauren bei
einem neutralen pH-Wert nur schwer 16slich und sollten dementsprechend im Medium
ausfallen. So sollte verhindert werden, dass die Anhdufung der Endprodukte (schwache Sduren)

aufgrund ihrer Membranpermeabilitit in protonierter Form zu einer Entkopplung der
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Atmungskette, und somit zu einer Inhibierung des Wachstums fithrt. Auferdem sollte die
Prazipitation der Endprodukte bereits einen ersten Aufreinigungsschritt zur Produktion von

Succinat darstellen.

Fiir die Messung der gebildeten Endprodukte und des Substratverbrauchs wurden die Zellen
zusammen mit den Calciumprizipitaten abzentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC
analysiert. Zusdtzlich wurde das Pellet in H>SO4 resuspendiert, um die Calciumprazipitate zu
l6sen. Auch hier erfolgte anschliefend eine Analyse der Endprodukte mittels HPLC. Um
aufderdem die ODsoo der Kulturen trotz Prazipitat zu bestimmen, wurden Proben mit Essigsdure

angesduert, sodass die Calciumsalze gelost wurden, wahrend die Zellen jedoch intakt blieben.

P. copri bildete in CaCOs-gepuffertem PYG-Medium bei einem stabilen pH-Wert von ~7,3 die
erwarteten Endprodukte des Glucose-Stoffwechsels Succinat, Acetat und Formiat (Abb. 36).
Um festzustellen, inwiefern das CaCOs; einen Einfluss auf das Wachstum und die Produktion
von Succinat hatte, wurden anhand des jeweiligen Glucoseverbrauchs theoretische Messwerte
fir die Endprodukte errechnet, die auf den Ergebnissen aus Kapitel 4.2.6 beruhten. So hitte
bspw. die Kultur mit urspriinglich 30 mM Glucose und vollstindigem Verbrauch des Substrats
theoretisch das 0,9-Fache der Glucose an Succinat (27 mM), das 0,8-Fache an Acetat (24 mM)
und das 0,5-Fache an Formiat (15 mM) produzieren sollen, wie es in PYG-Medium ohne CaCOs
der Fall gewesen ware. Tatsidchlich wurden von der Kultur jedoch aus 30 mM verbrauchter

Glucose 45,7 mM Succinat, 31,1 mM Acetat und 20,3 mM Formiat produziert.
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Abb. 36: Endproduktkonzentration (A) und Substratverbrauch (B) der Glucose-Verstoffwechselung von P.
copri in CaCOs-gepuffertem PYG-Medium. Dargestellt in A) sind die gemessenen Konzentrationen als graue
Balken und die anhand der verbrauchten Glucose kalkulierten, theoretischen Konzentrationen als schwarze Rahmen.
Von jeweils links nach rechts und in dunkler werdenden Graustufen sind die Daten angegeben fiir: 30 mM Glucose,
100 mM Glucose, 200 mM Glucose und 400 mM Glucose. Fiir die Berechnung der Werte wurden die Ergebnisse aus
Kapitel 4.11 fiir PYG-Medium verwendet. B) zeigt den Substratverbrauch bei den unterschiedlich eingesetzten
Substratkonzentrationen.

Auch die Kulturen mit 100 mM und 200 mM Glucose produzierten mit 101l mM und 217 mM
insgesamt mehr Succinat als es theoretisch ohne CaCOs bei gleichem Substratverbrauch der Fall
gewesen ware. Gleichzeitig wurde deutlich weniger Acetat (56,5 statt 80 mM bzw. 118 statt 158,9
mM) und Formiat (29,76 statt 50 mM bzw. 31 statt 99,31 mM) gebildet. In beiden Fillen wurden
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wie auch bei der Kultur mit 30 mM Glucose 100 % des eingesetzten Substrats verbraucht. Im
Vergleich hierzu wurden bei 400 mM Glucose insgesamt weniger Endprodukte (215 mM
Succinat, 109,5 mM Acetat und 31,8 mM Formiat) erzeugt, als es theoretisch bei dem gegebenen
Substratverbrauch unter Standardbedingungen der Fall gewesen ware (252 mM Succinat, 224
mM Acetat und 140 mM Formiat). Aulerdem wurden nur etwa 70 % der verfiigbaren Glucose
konsumiert, obwohl das Wachstum bereits iiber einen lingeren Zeitraum stagnierte. Somit
erzeugte die Kultur mit 200 mM verfiigbarer Glucose mit 217 mM die grofdte Menge an Succinat
im getesteten, CaCOs-gepufferten Batch-Verfahren, was einer Produktionsrate von 0,7 g
Succinat pro g konsumierter Glucose entsprach. Zum Vergleich bildete der in der Industrie
bereits eingesetzte Stamm Basfia succiniciproducens bei seiner Erstbeschreibung im
Batchverfahren 0,6 g Succinat pro g Glucose und ein bereits optimiertes Produktionsverfahren
mit Corynebacterium glutamicum etwa 1,1 g Succinat pro g konsumierter Glucose (Scholten and
Dagele, 2008; Chung et al., 2017).

45 -
40 A o)

] 50 100 150 200 250 300
Konsumierte Glucose [mM]

Abb. 37: Korrelation zwischen konsumierter Glucose und der erreichten End-ODgoo von P. copri Kulturen
in CaCOs-gepuffertem PYG-Medium. Dargestellt sind die ermittelten (®) und die anhand der konsumierten
Glucose und den Daten aus Kapitel 4.1 errechneten theoretischen (O) Werte.

Die Kulturen erreichten mit aufsteigender Konzentration (zwischen 30 und 200 mM) an
Glucose eine relativ konstante maximale End-ODeow von 9 bis 1,5 (Abb.  37).
Bemerkenswerterweise lagen die End-ODeoo damit insgesamt in einem niedrigeren Bereich als
aufgrund des Substratverbrauchs unter Standardbedingungen theoretisch méoglich gewesen
ware. So ist fiir die Standardbedingungen bekannt, dass P. copri 7,15 mM Glucose konsumiert,
um eine ODsoo von 1 zu erreichen. Bei einem Verbrauch von knapp 200 mM hatten die Kulturen
unter Standardbedingungen theoretisch also eine End-ODsoo von 27,8 erreichen konnen. Somit
ware rein rechnerisch mit zunehmendem Substratverbrauch ein End-ODgoo-Bereich von 4,2 bis
39,2 moglich gewesen, der in diesem Versuch jedoch nicht erreicht wurde. Obwohl der
Substratverbrauch tatsachlich deutlich zunahm, wurde unter den untersuchten Bedingungen
nicht deutlich mehr Biomasse gebildet. Die Zellen befanden sich unabhdngig von der

verbliebenen Substratkonzentration bei einer ODsoo von ungefdhr 10 bereits in der stationdren
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Phase des Wachstums und konsumierten die restliche Glucose nur noch im Zuge ihres
Erhaltungsstoffwechsels. Die Zellen verhielten sich folglich ab einem gewissen Zeitpunkt
anndhernd wie ruhende Zellen (siehe auch Kapitel 4.2.4). Dabei kam es auch zu einer
Verschiebung der Endprodukt-Verhdltnisse (Abb. 38). So verdnderte sich zwar das Verhaltnis
von Succinat und Acetat von 1,47 auf 1,96 nur geringfiigig, allerdings nahm die Menge an
gebildetem Formiat im Verhaltnis zu Succinat und Acetat sehr deutlich ab - erkennbar an den
steigenden Verhaltnissen von Succinat zu Formiat (von 2,25 auf 7) und Acetat zu Formiat (von
1,5 zu 3,8). Da die Zellen einen Grofdteil der Glucose nicht zum Aufbau von Biomasse
verwendeten, mussten entsprechend weniger bis keine Reduktionsdquivalente des
Katabolismus fiir den Anabolismus zur Verfligung gestellt werden. So standen letztlich auch
mehr Reduktionsdquivalente zur Reduktion von Fumarat zur Verfiigung, was sich in dem

Anstieg an Succinat bemerkbar machte.
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Abb. 38: Endproduktverhiltnisse wihrend der Glucose-Fermentation durch P. copri in CaCOs-gepuffertem
PYG-Medium mit unterschiedlichen Substratkonzentrationen. A = Succinat/Acetat, ® = Succinat/Formiat und
O= Acetat/Formiat.

Obwohl die Zellen einen Grofdteil der Glucose erst nach Erreichen der stationiren
Wachstumsphase verbraucht haben miissen, wurde mit einem zunehmenden
Substratverbrauch die verhdltnismafdige Formiat-Konzentration immer geringer. Besonders
auffillig waren dabei die Kulturen mit urspriinglich 200 und 400 mM Glucose, die fast die
gleiche Konzentration an Formiat aufwiesen, wie die Kultur mit urspriinglich 100 mM Glucose.
Dies ist insofern erstaunlich, als dass die Produktion von Formiat {iber die Pyruvat-Formiat-
Lyase keine Reduktionsiquivalente erzeugt und daher eigentlich bevorzugt dann genutzt
werden sollte, wenn Reduktionsiquivalente im Uberschuss vorhanden sind. Die Reaktion der
Pyruvat-Formiat-Lyase fungiert in P. copri nach den Daten aus Kapitel 4.2 also als eine Art
Ausgleichsmafdnahme des Stoffwechsels, um den Redoxhaushalt auszubalancieren. Es ist daher
anzunehmen, dass Zellen von P. copri in der stationdren Phase des Wachstums eher vermehrt
Pyruvat tber die Pyruvat-Formiat-Lyase verstoffwechseln als iiber die Pyruvat:Ferredoxin-

Oxidoreduktase, da Letztere Reduktionsdquivalente erzeugt, die normalerweise der Versorgung
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des Anabolismus dienen und zu diesem Zeitpunkt nicht mehr oder nur geringfiigig benétigt
werden. Die Daten dieses Versuchs vermitteln jedoch aufgrund der relativ konstanten
Formiatkonzentrationen den Eindruck, als hatten die Kulturen unabhdngig der verfiigbaren
Substratmenge Formiat gebildet, bis die Kulturen eine ODegoo von ~10 erreicht hatten, um
anschlief3end nur noch Succinat und Acetat zu produzieren. Inwiefern die pH-Stabilisierung
durch CaCOs und die hohere Verfiigbarkeit von CO; fiir die Verschiebung des Endproduktprofils
verantwortlich waren, konnte an dieser Stelle nicht mehr abschlief3end geklart werden und wird
in Kapitel 5.7 ndher diskutiert. Fakt ist, dass die Pufferung des Mediums mit CaCOs den
direkten Einsatz von hoheren Konzentrationen an Glucose im Batch-Verfahren erlaubte, sodass
erstmalig Kulturen mit einem Succinat-Titer von 217 mM erreicht werden konnten. Die
Verschiebung des Endproduktprofils zu Gunsten von Succinat war hierbei ein begiinstigender

Nebeneffekt.

Interessanterweise kam es entgegen der urspriinglichen Annahme nicht zu einer Ausfallung der
Stoffwechselendprodukte durch den Einsatz von CaCOs. Tatsachlich befanden sich mindestens
98 % des jeweiligen Endprodukts im Uberstand der Proben und entsprechend nur ein geringer
Prozentanteil im abzentrifugierten Calciumprazipitat (Tab. 26). Es ist anzunehmen, dass das
Erreichen einer wachstumslimitierenden Endproduktkonzentration durch die Pufferung mit
CaCOs nicht verhindert werden konnte. Griinde fiir den beobachteten Effekt wurden in Kapitel

4.4 3 naher untersucht.

Tab. 26: Endproduktkonzentration im Probeniiberstand (US) und Pellet von P. copri-Kulturen in CaCOs-
gepuffertem PYG-Medium mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen.

Succinat [mM] Acetat [mM] Formiat [mM]
Glucose [mM] Us Pellet Us Pellet Us Pellet
30 45,73 0 31,13 0 20,33 0
100 99,77 1,23 55,37 L13 29,76 0
200 215 2 115,74 2,26 31 0
400 212,98 2,02 107,41 2,09 31,8 0

4.4.2 Produktion von Succinat mit P. copri im anaeroben Kleinfermenter

Parallel zu dem untersuchten Batch-Verfahren zur Produktion von Succinat mit P. copri in
Serumflaschen wurde versucht einen gleichartigen Prozess als Fed-Batch-Fermentation in
einem anaeroben Kleinfermenter durchzufiihren. Dabei sollten Zellen von P. copri in PYG-
Medium mit zundchst 200 mM Glucose angezogen werden, wobei zusdtzlich 160 mM Glucose
im spateren Verlauf der Fermentation nachgefiittert werden sollten. Zur Stabilisierung des pH-

Werts sollte in diesem Versuch im Gegensatz zum Batch-Verfahren in Serumflaschen (siehe
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Kapitel 4.4.1) kein CaCOs-Depot vorgelegt, sondern eine anaerobe Ca(OH),-Suspension nach
Bedarf in den Fermenter geleitet werden. Auch hier war das Ziel, die saure Wirkung der
Carboxylgruppen der Endprodukte von P. copri zu neutralisieren. In diesem Fall allerdings durch
die zugefithrten OH™-lonen. Zusatzlich sollten auch hier die deprotonierten Carbonsauren
zusammen mit den Calciumionen als weitestgehend unlgsliche Salze aus der Losung fallen, um
einer Inhibierung des Stoffwechsels von P. copri durch die Akkumulation der schwachen Sauren
vorzubeugen. Entsprechend sollte die Neutralisation mit Ca(OH): letztlich nur H,O und die

jeweiligen Calciumcarboxylate erzeugen.

Um die anaeroben Wachstumsbedingungen zur Anzucht von P. copri zu gewdhrleisten, und um
den Organismus mit dem notwendigen CO: zu versorgen, wurde ein Gasgemisch mit 80 % N>
und 20 % CO; mit einer konstanten Flussrate in den Kleinfermenter geleitet. Da der verwendete
Fermenter urspriinglich fiir die Anzucht von Aerobiern genutzt wird, wurden samtliche
Schraubgewinde vor dem Zusammenbau der Anlage mit Teflonband abgewickelt und samtliche
Dichtungen, wenn notig, erneuert. Sonstige Eintrittsstellen fiir Sauerstoff wurden mit
gasdichtem Klebeband abgeklebt. Der Aufbau der Fermentationsanlage umfasste den
Kleinfermenter mit Temperatur- und pH-Sonde, einem Magnetrithrer, Heizmanschette, Zu-
und Abluft firr das Gasgemisch, sowie Steuereinheiten zur Temperatur- und pH-Kontrolle (Abb.
1). Proben wurden dhnlich wie in Kapitel 4.4.1 abzentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC
auf Substrat- und Produktkonzentrationen analysiert. Das aus Zellen und Calciumprazipitat
bestehende Pellet wurde mit H.SO4 angesduert, um die Calciumsalze zu 16sen, und ebenfalls

mittels HPLC untersucht.

Nach Beimpfung des Mediums benétigte P. copri in der Fermentationsanlage etwa 48 h, um die
urspriingliche Menge von 200 mM Glucose auf 30,4 mM zu reduzieren (Abb. 39). Daher wurde
dem System nach weiteren 24 h zusatzliche 160 mM Glucose zugefiihrt, die im Verlauf von
weiteren 72 h auf eine Restkonzentration von 66 mM Glucose verstoffwechselt wurden. Es
wurde eine End-ODsoo von 13 erreicht. P. copri produzierte dabei im Verlauf der gesamten
Fermentation 213 mM Succinat, 156 mM Acetat und 80 mM Formiat aus insgesamt 294 mM
konsumierter Glucose. Dies entsprach einer Menge von 25 g/l Succinat und einem Ertrag von

etwa 0,5 g Succinat pro g Glucose.
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Abb. 39: Substratverbrauch und Produktbildung wihrend der Glucose-Fermentation von P. copri im
anaeroben Kleinfermenter. M = Succinat, A = Acetat, 4 = Formiat und O = Glucose. Der Zeitpunkt der
Nachfiitterung von 160 mM Glucose ist vermerkt.

Der Verlauf der Fermentation zeigte einen biphasischen Verlauf, der durch die Nachfiitterung
mit Glucose zustande kam. Wahrend die ersten 200 mM Glucose von P. copri relativ schnell
verstoffwechselt wurden, sank die Produktion und der Substratverbrauch in der zweiten Halfte
der Fermentation auf etwa 40 % der urspriinglichen Rate und kam nach etwa 120 h vollstindig

zum Erliegen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus Kapitel 4.4.1 waren die Verhdltnisse der Endprodukte in
diesem Versuch tiber den gesamten Zeitraum relativ konstant. Die einzige Ausnahme stellten
dabei die ersten 24 h des Wachstums dar, bei denen die erzeugten Endprodukte in ungefdahr den
Verhiltnissen der nicht gepufferten Standardbedingungen vorlagen. Im Anschluss veranderte
sich das Verhaltnis und es wurde im Durchschnitt die 1,34-fache Menge Succinat im Vergleich
zu Acetat, die 2,55-fache Menge Succinat im Vergleich zu Formiat und die 1,89-fache Menge
Acetat im Vergleich zu Formiat gebildet. Insgesamt bildete P. copri in der Fermentationsanlage
somit im Verhaltnis weniger Formiat und etwas mehr Acetat als unter Standardbedingungen.
Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, dass das Pyruvat im Stoffwechsel von P. copri
unter den getesteten Bedingungen vermehrt iber die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase statt
tiber die Pyruvat-Formiat-Lyase (siehe hierzu auch Kapitel 4.2) umgesetzt wurde. Ein moglicher
Grund fiir den beobachteten Effekt lag eventuell im hier verwendete Ca(OH)> zur
Neutralisierung der von P. copri gebildeten Sduren. So wird Ca(OH); unter anderem auch als
COs-Falle genutzt, da es zusammen mit HCO5 zu CaCOs reagiert, welches als weitestgehend
unloslicher Feststoff ausfallt. Zwar reagiert auch das feststoffliche CaCOs mit den gebildeten
Sauren, wodurch das CO; wieder freigesetzt wird, allerdings akkumuliert dieses in dem offenen

System des Kleinfermenters nicht in der Gasatmosphare, sondern entweicht langerfristig tiber
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die Abluft. Daher ist denkbar, dass trotz einer konstanten Zufuhr mit einem CO»-haltigen
Gasgemisch, die Verfligbarkeit von CO; im Medium vergleichsweise gering war. Als Resultat
konnte die CO»-freisetzende Reaktion der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase bevorzugt
abgelaufen sein, und zwar nicht nur zur Kompensierung der moglicherweise verminderten CO»-
Konzentration, sondern auch weil das Ca(OH), durch seine CO,-fdllende Wirkung die Reaktion

der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase theoretisch in Richtung Produkte verschiebt.

Gleichzeitig lag die erreichte End-ODsoo von 13 deutlich unter dem fiir den Substratverbrauch
theoretisch moglichen Wert. So hétte die Kultur unter Standardbedingungen bei insgesamt 294
mM verbrauchter Glucose und einem Verhaltnis von 7,15 mM konsumierter Glucose pro ODsoo
von 1 eine rechnerische End-ODsoo von etwa 41 erreichen konnen. Nicht-limitierende
Wachstumsbedingungen vorausgesetzt. Das Ergebnis des Kleinfermenters dhnelte damit den
Daten aus Kapitel 4.4.1, bei denen die Kulturen von P. copri in CaCOs-gepufferten PYG trotz
hohem Substratverbrauch nur eine maximale End-ODsoo von 11 erreichen konnte. Damit lag
auch bei der Kultivierung im Kleinfermenter eine Wachstumslimitierung vor und die Zellen

verstoffwechselten einen GrofSteil der Glucose vermutlich erst nach Erreichen der End-ODggo.

Ein Grund fiir das limitierte Wachstum lag vermutlich wie auch in Kapitel 4.4.1 in der
Akkumulation der Endprodukte im Medium. Auch hier fithrte der Einsatz von Calciumsalzen
nicht zur gewiinschten Ausfallung der von P. copri gebildeten Endprodukte und etwa 98 % der
Carbonsiuren befand sich im Uberstand der Proben. So sorgte zwar die pH-Kontrolle der
Fermentationsanlage immerhin fiir eine langere Wachstumsphase als unter nur schwach-
gepufferten Standardbedingungen moglich gewesen ware, allerdings fiihrte die Akkumulation
der schwachen Sauren wahrscheinlich trotzdem irgendwann zu einer wachstumsinhibierenden
Wirkung. Grund hierfiir ist vermutlich, dass die schwachen Sauren aufgrund ihrer pKs-Werte
auch bei einem neutralen pH-Wert teilweise protoniert vorliegen und in ihrer protonierten
Form membranpermeabel sind. Die Membranpermeabilitit und die pKs-Werte zwischen 3,77
und 5,61 sorgten vermutlich fiir eine Entkopplung der Atmungskette von P. copri, wodurch der
Stoffwechsel bei einer ausreichenden Konzentration an schwachen Sauren weitestgehend zum
Erliegen kam. Griinde fiir die Akkumulation der Endprodukte wurden im folgenden Kapitel

naher untersucht.

Trotz der unerwiinschten Akkumulation der Stoffwechselendprodukte im Medium, konnte hier
das erste Mal eine anaerob betriebene Fermentationsanlage zur erfolgreichen Anzucht des
menschlichen Darmbakteriums P. copri genutzt werden. So konnte mit dieser Methode

auflerdem eine vielversprechende Menge der Plattformchemikalie Succinat produziert werden,
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was P. copri zu einem interessanten Kandidaten fiir zukiinftige biotechnologische Verfahren zur

Produktion von Succinat macht.

4.43 Loslichkeitsverhalten von Calciumsuccinat in Anwesenheit von
Medienbestandteilen

Viele Calciumsalze von Carbonsduren sind in Wasser und bei einem neutralen pH-Wert nur
schwer loslich (Cannan and Kibrick, 1938). Im Besonderen weist Calciumsuccinat bei
Raumtemperatur nur eine Loslichkeit von 1,28 g pro 100 ml Wasser auf, weswegen sich
Bernsteinsdure relativ einfach mit Calciumionen aus wassrigen Losungen ausfdllen ldsst. Diese
Eigenschaft macht sich auch die biotechnologische Industrie zu Nutze, und die klassische
Methode zur Isolierung von Bernsteinsdaure/Succinat aus Fermentationsbrithen beinhaltet in der
Regel die Zufuhr von Calciumionen in Form von bspw. Kalkmilch (Thakker et al., 2012; Kurzrock
and Weuster-Botz, 2010). Dieser Vorgang ist vor allem deshalb weit verbreitet, da das
Calciumsuccinat anschlieflend sehr einfach durch Filtrations- und Aufreinigungsschritte von
den restlichen Bestandteilen der Fermentationsbriihe abgetrennt und durch Umsalzungen zum
gewiinschten Produkt raffiniert werden kann (Thakker et al., 2012; Kurzrock and Weuster-Botz,

2010).

Das Grundprinzip dieser simplen Methode sollte auch in den Versuchen aus Kapitel 4.4.1 und
4.4.2 dazu genutzt werden, um die Anhdufung der fermentativen Endprodukte von P. copri
durch Ausfdllung mit Calciumionen zu verhindern. Wie sich herausstellte, fithrte der Einsatz
der Calciumionen jedoch nicht zu dem gewiinschten Effekt und die Stoffwechselendprodukte

verblieben weitestgehend in Losung (siehe auch Kapitel 4.4.1 und 4.4.2).

Um zu untersuchen, inwiefern Medienbestandteile das Loslichkeitsverhalten der
Calciumcarboxylate beeinflusst haben konnten, wurden zundchst Losungen mit 200 mM
Bernsteinsaure und verschiedenen Medienbestandteilen von PYG angefertigt, die anschliefdend
mit einer Ca(OH),-Suspension auf pH ~7 neutralisiert wurden. Die neutralisierten Lésungen
wurden anschlieRend abzentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC auf die
Succinatkonzentration hin untersucht. Das entstandene Pellet der Calciumprazipitate wurde
mit konzentrierter Schwefelsdure gelost und anschliefend ebenfalls mittels HPLC analysiert. Es
stellte sich heraus, dass die komplexen Bestandteile des PYG-Mediums mafdgeblich die

Ausfallung der Bernsteinsdure in Form von Calciumsuccinat beeinflussten (Abb. 40).
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Abb. 40: Prozentuale Verteilung von Succinat nach Neutralisierung von Bernsteinsdure mit Ca(OH), unter
Anwesenheit verschiedener PYG-Medienbestandteile. Weifde Balken stellen die Proben der Uberstinde,
schwarze Balken die Proben der Calciumprazipitate dar. CTRL H20 = Kontrolle (Wasser), Salze = PYG-Salzlosung +
K5HPOy, Pepton/Trypton = Pepton und Trypton, YE/BE = Hefeextrakt und Fleischextrakt.

Waihrend die Bernsteinsdure gelost in Wasser oder in der Salzlosung durch die Neutralisierung
zu etwa 50 % aus der Losung gefdllt wurde (nicht vollstandig aufgrund des mittleren pKs-Werts
von Bernsteinsdure), sorgte die Anwesenheit der komplexen PYG-Bestandteile dafiir, dass sich
trotz pH 7 annihernd 100 % des Succinats im Uberstand der Proben befand statt teilweise
ausgefallt im Prazipitat. Diese Beobachtung stimmte mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.4.1 und
4.4.2 berein und zeigte, dass die Neutralisierung der Stoffwechselendprodukte von P. copri
durch CaCOs oder Ca(OH), in dem gewdhlten Medium nicht zu einer Ausfillung von
Calciumsuccinat fithren konnte, da die komplexen Bestandteile von PYG mit diesem Vorgang

interferierten.

Um zu tberpriifen, ob dieser Effekt von der Konzentration der komplexen Bestandteile im
Medium abhdangt, wurde ein dhnlicher Versuchsaufbau wie zuvor gewahlt, jedoch wurden die
Bernsteinsaurelosungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Hefeextrakt versehen. Auch
hier zeigte sich, dass schon sehr geringe Mengen an Hefeextrakt zu der bereits erwdhnten

Beobachtung fiihrten (Abb. 41).
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Abb. 41: Prozentuale Verteilung von Succinat nach Neutralisierung von Bernsteinsdure mit Ca(OH), unter
Anwesenheit verschiedener Hefeextraktkonzentrationen. Weifle Balken stellen die Proben der Uberstinde,
schwarze Balken die Proben der Calciumprazipitate dar. YE = Hefeextrakt.
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So kam es selbst bei einer 100-fach niedrigeren Konzentration an Hefeextrakt, als im PYG-

Medium normalerweise enthalten ist, zur fehlenden Ausfallung des Calciumsuccinats.

Es ist bekannt, dass Proteine, Peptide und Aminosauren tiiber ihre Carboxylgruppen mit Ca?

interagieren bzw. komplexieren kénnen (Bao et al., 2008). So ist denkbar, dass die komplexen
Medienbestandteile, welche hohe Anteile an Proteinen, Peptiden und Aminosduren aufwiesen,
bevorzugt mit den Calciumionen interagierten und daher als Konkurrenzreaktion die
Prazipitation der Bernsteinsdure verhinderten. In der Industrie tritt dieses Problem vermutlich
gar nicht auf, da Fermentationsbrithen in der Regel eine Vorbehandlung erfahren, in der
Bestandteile wie z.B. Zellen und l6sliche Proteine entfernt werden, bevor die Prazipitation der

Bernsteinsdure/des Succinats mittels Calciumionen stattfindet (Li et al., 2016).

Insgesamt zeigte sich, dass die Wahl von PYG als Kulturmedium fiir die Beobachtungen aus
Kapitel 4.4.1 und 4.4.2 verantwortlich war. Der Wechsel zu einem Medium mit geringerem
Proteinanteil oder der Einsatz eines Minimalmediums konnte somit eine erfolgsversprechende
Alternative sein, um bei sonst gleichem Versuchsaufbau die Produktion von Succinat in

Serumflaschen oder im Kleinfermenter deutlich zu steigern.

Um zu tberpriifen, ob das in dieser Arbeit bereits fiir P. copri etablierte DMMG (siehe auch
Kapitel 4.1) sich als potenzielles Fermentationsmedium fiir die Produktion von Succinat unter
Ausfallung mit Ca(OH); eignet, wurden auch diese Bestandteile wie bereits fir PYG aufgefiihrt
untersucht. Die Medienbestandteile von DMMG zeigten dabei kaum Verdnderung im
Verteilungsmuster des Succinats nach Neutralisierung und Ausfillung mit Ca(OH), (Abb. 42).
So befanden sich grundsitzlich etwa 50 % des urspriinglichen Succinats im Iéslichen Uberstand
der neutralisierten Proben, wahrend der Rest im ausgefallten Calciumprazipitat zu finden war.
Tatsdchlich lag der Anteil an ausgefdlltem Succinat im Vergleich zur Kontrolle sogar zwischen
51 % und 55 %, was die gewlinschte Entfernung des Endprodukts aus der Losung entsprechend

begiinstigen wiirde.
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Abb. 42: Prozentuale Verteilung von Succinat nach Neutralisierung von Bernsteinsdure mit Ca(OH); unter
Anwesenheit verschiedener DMMG-Medienbestandteile. Weif3e Balken stellen die Proben der Uberstinde,
schwarze Balken die Proben der Calciumprazipitate dar. CTRL H20 = Kontrolle mit Wasser, NaHCO3 = NaHCOs.

Da die einzelnen Bestandteile des Mediums somit keine nachteiligen Auswirkungen auf die
Verteilung der Bernsteinsdure in den zwei erzeugten Phasen hatten, stellt DMMG somit
vermutlich eine geeignete Alternative zu PYG dar, um Succinat unter Einsatz von Ca(OH)2 mit
P. copri herzustellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dies jedoch nicht mehr tiberpriift, und
zukiinftige Experimente werden zeigen, inwiefern die natiirliche Succinatproduktion von P.

copri mit DMMG und dem Einsatz von Ca(OH). gesteigert werden kann.
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5 Diskussion

Der menschliche Gastrointestinaltrakt zdhlt zu den komplexesten mikrobiellen Habitaten, die
in der Natur vorkommen. Die Komplexitdt des Habitats ergibt sich dabei nicht nur durch die
Vielzahl von verschiedenen Arten, sondern auch durch die grofe Anzahl an wechselseitigen
Beziehungen, die zwischen den einzelnen Spezies und ihrem Wirt existieren (Quigley, 2013).
Zusatzlich beeinflussen tibergeordnete Faktoren, wie Genetik, Alter, Lebensstil, Erndhrung und
Medikamenteneinnahme die Organismen der Darmmikrobiota und ihren Wirt. Und selbst
weniger offensichtliche Faktoren wie die psychische Verfassung und der circadiane Rhythmus
spielen bei der Formung der Darmflora eine bemerkenswerte Rolle (Yatsunenko et al., 2012;
Foster and McVey Neufeld, 2013; Deaver et al., 2018; Parkar et al, 2019). Die Mikrobiota kann
sich dabei aus tiber 1000 (uns bekannten) Spezies zusammensetzen, die allerdings vornehmlich
aus den vier groflen Phyla der Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria und Proteobacteria
stammen (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Die Verteilung der Spezies auf die
einzelnen Phyla und deren jeweiliger Anteil an der Darmflora ist bei jeder Person
unterschiedlich. Innerhalb einer Familie oder eines gemeinsamen Haushalts kann sich die
phylogenetische Zusammensetzung jedoch durchaus dhneln (Dill-McFarland et al, 2019).
Gleichzeitig ist die intestinale Mikrobiota nicht konstant und passt sich bei veranderten
Lebensumstanden und Bedingungen an neue Situationen an (Lozupone et al., 2012). Nichts-
destotrotz gibt es universelle Muster, die es ermoglichen die Komplexitit dieser mikrobiellen
Gemeinschaft auf ihre wesentlichen Aspekte zu reduzieren und entsprechend zu vereinfachen.
So spiegelt das Konzept distinkter Enterotypen die Prddominanz von einer durchaus
iiberschaubaren Menge an Organismen wider, die der Darm des Menschen als eine Art
,<Kernmikrobiota“ beheimatet (Arumugam et al, 2011). Dabei tiberwiegen in jedem Enterotypen
verschiedene Leitorganismen, die phylogenetisch entweder zu verschiedenen Gattungen
innerhalb der Firmicutes oder zu der Gattung Bacteroides bzw. Prevotella aus dem Phylum
Bacteroidetes gehoren (Arumugam et al., 2011). Diese Gruppen machen den gréfiten Masseanteil
an Mikroben im Darmtrakt des Menschen aus und gewdhrleisten unter anderem mit einer
Vielzahl an primdren und sekundaren Polysaccharidverwertern basale Funktionen des Colons
(Flint et al, 2008; Flint et al, 2015; Cockburn and Koropatkin, 2016). Da sich diese
iiberschaubare Menge an Organismen gegen unzdhlige andere Mikroben behaupten muss, stellt
sich die Frage, welche Faktoren und Eigenschaften letztlich fiir den Erfolg dieser Spezies
verantwortlich sind. Insbesondere ist auch die gegenseitige Konkurrenz von Bedeutung, da in
der Regel immer nur eine dieser phylogenetischen Gruppen die Dominanz tiber das Habitat

Dickdarm besitzt (Arumugam et al., 2011).
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Aufgrund der multifaktoriellen Natur dieses Habitats, herrschen im Darm sehr wandelbare
Bedingungen vor, die sich selbst bei einem konstanten Lebensstil z.B. aufgrund von Erndhrung
und Tagesrhythmus regelmaflig verandern (Lozupone et al., 2012; Voigt et al., 2016; David et al.,
2014a). Die Fahigkeit, sich z.B. mit Hilfe eines breit aufgestellten Metabolismus an veranderte
Situationen anzupassen, kann hier genauso iiber den Erfolg einer Spezies entscheiden wie die
optimale Spezialisierung auf eine einzelne Okologische Nische. In diesem Kontext ist die
Physiologie prddominanter Darmbewohner aufgrund ihrer universellen Verbreitung und
Relevanz fiir die gesamte Darmflora ein entscheidender Schliissel fiir die Erforschung solcher

zentralen Mechanismen innerhalb des Colons.

Wahrend in den 1970er und 1980er Jahren bereits einige physiologische Daten zu intestinalen
Bacteroides spp. generiert wurden (Varel and Bryant, 1974; Macy et al., 1975; Macy et al.,, 1978;
Macy and Probst, 1979; Lindner et al., 1979; Chen and Wolin, 1981; Caspari and Macy, 1983;
Salyers, 1984; Eley et al., 1985), fehlen diese bisher in hinreichender Form fiir viele andere
Vertreter der dominanten Spezies des Darms. So ist aufgrund massiver Fortschritte in der
Sequenzierungstechnologie schon relativ gut bekannt, wer den Dickdarm des Menschen
besiedelt, jedoch nicht, welche physiologischen Eigenschaften diese Organismen besitzen. Mit
dem Zugang zu immer mehr Genomsequenzen miissen nun also noch biochemische Daten

erhoben werden, um die entstandene Liicke zu schliefSen.

Als der wohl wichtigste Vertreter der Gattung Prevotella im Intestinaltrakt des Menschen stellte
P. copri am Anfang dieser Arbeit einen besonders gut geeigneten Kandidaten dar, um mit dem
Schliefen dieser Liicke zu beginnen. Zielsetzung dieser Arbeit war es also zundchst den
zentralen Kohlenstoff- und Energiemetabolismus des Organismus zu entschliisseln,
Wachstumsparameter zu bestimmen und physiologische Eigenheiten auszuarbeiten, die die
Stellung von P. copri innerhalb der Darmmikrobiota verdeutlichen. Zusdtzlich sollten diese
Daten mit denen von zwei weiteren wichtigen Vertretern der intestinalen Bacteroidales
verglichen werden, wozu die zentralen Stoffwechsel von B. vulgatus und P. johnsonii ebenfalls
analysiert wurden. Des Weiteren sollte die Fragestellung untersucht werden, ob sich P. copri
aufgrund seines Stoffwechsels und den Wachstumsparametern zur biotechnologischen
Produktion der vielseitigen Plattformchemikalie Succinat eignet. Hierfiir wurden Versuche in

einem anaeroben Fermentersystem durchgefiihrt.

51 Die Wachstumsparameter von P. copri und CO2/HCOs als Modulator der
menschlichen Darmflora

Betrachtet man die genetische Ausstattung von P. copri, wird klar, dass sich dieses Bakterium

deutlich von den meisten anderen human-assoziierten Spezies der Gattung Prevotella
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unterscheidet. Besonders deutlich ist dieser Unterschied in der Substratspezialisierung des
Organismus. Die vornehmlich in der Mundhohle des Menschen vorkommenden Prevotella-
Arten (z.B. P. intermedia und P. nigrescens) sind hauptsachlich an die Verstoffwechselung
stickstoffhaltiger Substrate angepasst, was sowohl Proteine, Peptide und Aminosduren als auch
Aminozuckerverbindungen miteinschlief3t (Takahashi and Yamada, 2000). P. copri hingegen ist
auf den Abbau von verschiedenen Polysacchariden spezialisiert, die in grofen Mengen den
Dickdarm des Menschen erreichen. Mit einem immensen Repertoire an Enzymen, die
pflanzliche Ballaststoffe wie Starke, Xylan und Pectin zerkleinern, dhnelt die Spezies somit eher
intestinalen Bacteroides spp. oder Pansen-assoziierten Prevotella spp. (Sonnenburg et al., 2010;
Flint et al., 2008; Accetto and Avgustin, 2018). Diese Spezialisierung auf Saccharide lieR sich
auch im Wachstumsexperiment zeigen, da P. copri selbst in Komplexmedium auf Glucose als
Substrat angewiesen war und nicht alleine auf den Proteinen, Peptiden und Aminosduren des
Mediums wachsen konnte (Abb. 4). Gleichzeitig zeichnete sich das Bakterium auf3erdem durch
ein duflerst konkurrenzfahiges, anaerobes Wachstum aus, das es P. copri ermoglicht, sich gegen
die Vielzahl von anderen Darmbewohnern durchzusetzen: So war es dem Organismus unter
Laborbedingungen moglich, beachtliche Zelldichten mit relativ kurzen Verdopplungszeiten zu
erreichen (Siehe Kapitel 4.1; td=40 min und ODs00=2,6 in PYG bzw. td=2,5 h und ODs00=1,5 in
DMMG), die als Parameter zwar nicht zwangsldufig die natiirliche Situation innerhalb des
Darms widerspiegeln miissen, aber gute Indizien hierfiir darstellen. Untermauert werden diese
Ergebnisse durch den hohen Masseanteil, den P. copri innerhalb der intestinalen Mikrobiota
annehmen kann, sowie der Vergleichbarkeit dieser Daten mit Ergebnissen zu anderen
dominanten Darmspezies (Human Microbiome Project Consortium, 2012; Eley et al., 1985;
Hamilton et al,, 1989). Auflerdem ist die Darmflorazusammensetzung durchaus gréfderen
Schwankungen ausgesetzt ist, sodass z.B. selbst eine Bacteroides-dominierte Darmflora durch
temporare Ernahrungsumstellung kurzzeitig von der Gattung Prevotella dominiert werden kann
(Wu et al., 2015; Cheng and Ning, 2019; David et al., 2014b). Ein effektives Wachstum ist somit
gerade bei den am hdufigsten vorkommenden Darmorganismen eine wichtige Eigenschaft, um

sich die Pradominanz tiber das Habitat zu sichern.

Hierbei hilft es P. copri Glycogen als Speicherpolysaccharid einzulagern (siehe Kapitel 4.2.5).
Da der Mensch in der Regel seine Nahrung in Intervallen zu sich nimmt, wird auch die
Darmflora nur unregelmdfdig mit frischen Substraten versorgt, die anschliefend bis zur
nachsten Nahrungszufuhr kontinuierlich abgebaut werden (Parkar et al., 2019; Kaczmarek et al.,
2017). Die Moglichkeit einen Vorrat anzulegen, um die Zeit bis zur ndchsten Substratzufuhr zu
tiberbriicken, ist dementsprechend eine praktische Anpassung, um den regelmafiigen

Substratmangel zu kompensieren. Die Fdhigkeit Glycogen zu synthetisieren ist unter
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intestinalen Bakterien sogar ubiquitdr verbreitet und gilt als essenziell notwendig, um sich
dauerhaft und konkurrenzfahig im Gastrointestinaltrakt von Sdugetieren anzusiedeln (Goh and
Klaenhammer, 2014). Es ist also nicht verwunderlich, dass ein so erfolgreiches Darmbakterium
wie P. copri, das beim Prevotella-Enterotyp bis zu 80 % der menschlichen Intestinalmikrobiota
ausmachen kann, tiber diese Fahigkeit verfiigt. Die in dieser Arbeit ermittelte Glycogenmenge
von P. copri war interessanterweise stark abhangig von der Wachstumsphase. So war insgesamt
die Menge an eingelagertem Glycogen in der stationdren Phase am hochsten, wahrend von der
lag-Phase ausgehend die Glycogenmenge in der exponentiellen Wachstumsphase kontinuierlich
abnahm (siehe Kapitel 4.2.5). Da die stationdre Phase Bedingungen mit Nahstoffknappheit oder
anderweitigen Einschrinkungen widerspiegelt, und die lag-Phase sozusagen den Ubergang in
einen substratreichen Zustand, lassen sich die Ergebnisse gut mit den oben bereits erwdhnten,
natlirlichen  Gegebenheiten des menschlichen Darms in Verbindung bringen.
Bemerkenswerterweise lag die Glycogenmenge in PYG-Medium insgesamt niedriger als in
DMMG und zeigte keinen Wachstumsphasen-abhédngigen Verlauf. Da die Substratverfiigbarkeit
in PYG eigentlich auch noch bei den hohen ODgoo der stationdren Phase gegeben war (vergleiche
mit Ergebnissen aus Kapitel 4.2.6), kann man davon ausgehen, dass hier eher die Akkumulation
der Stoffwechselendprodukte (schwache organische Sduren) das Wachstum limitierte als die
Substratverfiigbarkeit. Dadurch war die Glycogenbildung hier vermutlich weniger an die
Wachstumsphase gekoppelt als es in DMMG der Fall gewesen war, in dem eine
Substratknappheit neben der Endproduktinhibierung insgesamt schneller eintreten konnte
(vergleiche hierzu auch die Ergebnisse aus Kapitel 4.2.6). Mit einem ermittelten Maximalwert
von 13 % der Zelltrockenmasse lag der Glycogengehalt in P. copri deutlich niedriger als z.B. bei
der artverwandten Spezies Prevotella ruminicola, bei der bis zu 60 % der Zelltrockenmasse aus
eingelagertem Glycogen bestehen kann (Lou et al, 1997). Allerdings wurden in diesem Fall
deutlich andere Bedingungen untersucht als in der vorliegenden Arbeit, sodass unter anderen
Umstdanden auch P. copri zu einer hoheren Glycogenmenge fdhig sein konnte. Dies ist vor allem
deshalb moglich, da der Glycogenstoffwechsel von Bakterien stark reguliert wird und
intrazellular mit einer Vielzahl anderer Stoffwechselwege vernetzt ist (Wilson et al., 2010).
Welche Faktoren den Glycogenstoffwechsel von P. copri also genau regulieren, und inwiefern
hierdurch die Fitness des Bakteriums bei der Besiedelung des menschlichen Darms beeinflusst

wird, werden zukiinftige Experimente klaren.

Neben dem effektiven Wachstum und der Moglichkeit einen Glycogenspeicher anzulegen,
besitzt P. copri zusdtzlich nur relativ geringe Wachstumsanspriiche. So konnte der Organismus
mit einem einfach zusammengesetzten Minimalmedium (DMMG) kultiviert werden, welches

im Wesentlichen aus einer iiberschaubaren Menge an verschiedenen Salzen und Glucose
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besteht. Als essenziell fiir das Bakterium stellten sich hier Vitamin K1 und Hamin heraus, die als
Zusdtze zum Medium hinzugefiigt werden mussten und auch nicht in dem verwendeten
Komplexmedium (PYG) ausgespart werden konnten. Beide Zusdtze supplementieren zentrale
Biosynthesewege, die in P. copri nicht vollstandig vorliegen. Vitamin K1 dient als Vorstufe von
Menachinon, wahrend Hamin vor allem fiir die Produktion von Him b benétigt wird. Da sowohl
Menachinon als auch Him b unabdingbare Bestandteile der anaeroben Atmungskette von P.
copri sind, ist der Organismus also darauf angewiesen zumindest Vorstufen aus einer externen
Quelle zu beziehen. Im Kontext darmmikrobieller Konkurrenz spielt dieser Fakt jedoch kaum
eine Rolle. Zum einen sind die meisten anderen Darmorganismen ebenfalls nicht in der Lage
Menachinone oder Hime de novo zu synthetisieren, und zum anderen gelangen sowohl Vitamin
K1 als auch Hamin durch Nahrungsmittel in grofderen Mengen in den Dickdarm des Menschen,
sodass in der Regel beide Substanzen als Ressource ausreichend zur Verfiigung stehen (Shearer

et al., 2012; Hooda et al., 2014; Yilmaz and Li, 2018).

Als Mitglied des Phylums Bacteroidetes benétigte P. copri auf3erdem entweder Vitamin B12 oder
L-Methionin, um den Mangel eines fehlenden Vitamin B12 Biosynthesewegs auszugleichen
(Varel and Bryant, 1974; Bacic and Smith, 2008; Rakoff-Nahoum et al, 2014). Cobalamin
(Vitamin BI2) wird dhnlich wie Vitamin K oder Himin vom Menschen iiber die Nahrung
aufgenommen. Grundsatzlich ist die Biosynthese von Vitamin BI2 allerdings ausschlief3lich auf
die Domdnen Bacteria und Archaea beschrankt, sodass samtliches verfiigbares Vitamin BI2 aus
mikrobieller Fermentation stammt (Fang et al., 2017). Dies hat zur Folge, dass Cobalamin in
nennenswerten Mengen fast ausschlief3lich in tierischen Lebensmitteln zu finden ist, da das
Vitamin im Verlauf der Nahrungskette in Tieren akkumuliert (Gille and Schmid, 2015).
Aufderdem produzieren eine Vielzahl von Pansen-assoziierten Mikroorganismen Vitamin BI2,
sodass gerade Produkte von und aus Wiederkduern besonders hohe Konzentrationen des
Vitamins aufweisen (Gille and Schmid, 2015; Fang et al., 2017). Zusatzlich findet sich Vitamin
BI2 wenn auch in sehr niedrigen Konzentrationen in einigen fermentierten pflanzlichen
Lebensmitteln wie z.B. Sojasofle oder Tempeh (Gille and Schmid, 2015). Aufgrund der
Exklusivitat von Vitamin BI2 in tierischen Lebensmitteln kann es bei einer rein pflanzlichen
Erndhrung ohne ausreichende Supplementierung langerfristig zu einem Mangel an Vitamin B12
kommen, der neben dem Wirt auch die Darmflora betrifft. Zwar gibt es innerhalb der Darmflora
durchaus Organismen, die Cobalamin produzieren, allerdings machen diese nur 25 % der
Mikroflora aus, wdhrend aber die Mehrzahl der im Darm lebenden Mikroorganismen
Cobalamin-abhdngige Enzyme besitzen, sodass in den meisten Fallen der mikrobielle Bedarf an
Vitamin BI2 endogen nicht gedeckt werden kann (Rowley and Kendall, 2019). Hinzu kommt,

dass Vitamin B12 vom Menschen im Diinndarm absorbiert wird, wodurch nur der Uberschuss
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an nicht-absorbiertem Cobalamin aus dem Ileum in das Colon gelangt (Nielsen et al.,, 2012;
Kozyraki and Cases, 2013). Entsprechend ist die Versorgung der Darmflora mit Vitamin BI2
durchaus abhdngig von der Erndhrungsweise des Wirts, die jedoch in den meisten Fallen bei
einer ausgewogenen Erndhrung (omnivor, ovo-lacto vegetarisch und supplementiert vegan) zu
einer ausreichenden Zufuhr des Vitamins fiihrt (Gille and Schmid, 2015; Zeuschner et al., 2013;
Obeid et al., 2019; Green et al., 2017). Vitamin BI2 spielt somit als Modulator der Darmflora in

vielen Fallen wahrscheinlich eher eine untergeordnete Rolle.

Ein weiterer Faktor, der allerdings einen sehr grofden Einfluss auf die Pradominanz von P. copri
haben diirfte, ist die CO,/HCOs™-Konzentration innerhalb des Darms. Zwar gibt es kaum Daten
zur intestinalen CO.-Konzentration beim Menschen, jedoch legen die Ergebnisse der
Stuhlprobenanalysen in dieser Arbeit (siehe Kapitel 4.1.1) nahe, dass die CO2-Konzentration im
Colon insgesamt starken Schwankungen ausgesetzt ist. Dies war sowohl zwischen den
Probanden als auch innerhalb der unterschiedlichen Proben eines Individuums der Fall. So
schwankten die Proben insgesamt in einem Bereich von 10 mM bis 40 mM CO»/HCOs™ und
konnten innerhalb eines Individuums Differenzen von tiber 20 mM besitzen. Gleichzeitig war
das Wachstum von P. copri stark CO2/HCOs-abhédngig und der Organismus benétigte rund 20
mM HCOs fiir ein nicht-limitiertes Wachstum in DMMG (Abb. 6). Entsprechend lagen bei
einigen Probanden intestinale Bedingungen des menschlichen Darms vor, bei denen P. copri
vermutlich nur eingeschrankt wachsen kann. Im Gegensatz hierzu konnte die fiir die Gattung
Bacteroides reprasentative Spezies B. vulgatus auch mit deutlich niedrigeren CO2/HCOs™-
Konzentrationen wachsen, sodass der Organismus im Falle einer direkten Konkurrenz einen
entscheidenden Vorteil gegentiber P. copri hitte. Unter der Annahme, dass die diversen anderen
Spezies der Darmmikrobiota ebenfalls unterschiedlich auf die CO2/HCOs-Konzentration des
Darms reagieren, hat dieser Faktor vermutlich weitreichende Konsequenzen fiir die allgemeine
Darmflorazusammensetzung. CO2/HCOs gelangt primar iber zwei Wege in den
Gastrointestinaltrakt des Menschen. Zum einen tiber das Kohlensaure-Bicarbonat-System des
Bluts, das Bicarbonat zur pH-Regulierung in die gastrische Mucosa abgibt. Zum anderen durch
die Darmflora selbst, die CO,/HCOs durch Fermentation freisetzt (Rowland et al., 2018).
Mikrobielle Fermentation erzeugt den Grofdteil des intestinalen CO2/HCOs™ und ist direkt
abhdngig von der Verfiigbarkeit decarboxylierbarer Substrate (Rowland et al, 2018).
Entsprechend der zyklischen Nahrungsaufnahme des Wirts verlauft auch die Zu- und Abnahme
der CO,/HCOs5-Konzentration in Intervallen, wobei die Dauer und Intensitit der fermentativen
Phase bzw. die CO.-Erzeugung von der Art des Substrats und von der Darmflora-
zusammensetzung abhdngt (Jensen and Jorgensen, 1994; Kalantar-Zadeh et al., 2018; Kalantar-

Zadeh et al, 2019; Marthinsen and Fleming, 1982). Substanzen, die ein grofdes Potenzial
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besitzen, die CO2/HCOs-Konzentration im Dickdarm in die Héhe zu schrauben, sind vor allem
pflanzliche Polysaccharide, die allgemein unter dem Begriff ,Ballaststoffe zusammengefasst
werden und vom Menschen selbst nicht verstoffwechselt werden kénnen. Diese Verbindungen
gelangen weitestgehend unverdaut in den Dickdarm, wo die entsprechenden Oligo- und
Monosaccharide der Darmflora als Hauptnahrungsquelle dienen. Da viele dieser Polysaccharide,
wie bspw. Pectin stark verzweigte und komplexe Polymere darstellen, wird fiir deren jeweiligen
Abbau eine Reihe von sehr unterschiedlichen Enzymen bendtigt, um die verschiedenen
Bindungstypen innerhalb des Molekiils zu spalten (Rakoff-Nahoum et al, 2014; Flint et al,
2008). Das dabei notwendige Netzwerk an Enzymen kann nur durch das interspezifische
Zusammenspiel verschiedener Organismen innerhalb der Darmflora gewahrleistet werden,
sodass die Darmflorazusammensetzung auch dariiber entscheidet, in welchem Maf} und in
welche Endprodukte (so auch CO,) die Polysaccharide verstoffwechselt werden (Zmora et al.,
2019; Kalantar-Zadeh et al., 2019). Umgekehrt moduliert auch eine langerfristige Anpassung der
Diat mit Ballaststoffen die Darmflorazusammensetzung und somit die Effektivitat und die Art
des mikrobiellen Abbaus der Polysaccharide (Cockburn and Koropatkin, 2016; Flint et al., 2008;
David et al, 2014b; Sonnenburg et al, 2010; Martens et al., 2014). Neben den pflanzlichen
Polysacchariden werden im Dickdarm prinzipiell auch Proteine und Aminosduren von der
Darmflora verstoffwechselt und kdnnen daher zur CO»-Bildung beitragen (Rowland et al., 2018;
Scott et al., 2013). Hierbei werden im Besonderen das proteindse Riickgrat des Mucins, Proteine
abgestorbener Zellen und im Gastrointestinaltrakt gebildete Exoenzyme abgebaut (Rowland et
al, 2018). Auch eine sehr proteinreiche Erndhrung kann dazu fithren, dass Proteine und
Aminosduren tiber den Diinndarm hinaus in das Colon gelangen und dort verstoffwechselt
werden konnen (Rowland et al, 2018). Insgesamt haben Proteine im Vergleich zu
Polysacchariden jedoch aufgrund der saccharolytischen Natur der Dickdarmflora ein geringeres
Potenzial durch intestinale Fermentation CO freizusetzen (Rowland et al, 2018). Eine
proteinreiche und eher ballaststoffarme Diat fithrt in der Regel also zu niedrigeren CO>/HCO5™-
Konzentrationen, woran man erkennen kann, wie sehr die Erndhrungsweise des Wirts einen
Einfluss auf diesen Faktor hat (Kalantar-Zadeh et al., 2019). Fiir P. copri bedeutet dies, dass eine
ballaststoffreiche Erndhrung des Wirts die Pridominanz des Bakteriums in den meisten Fallen
begiinstigt, da eine erhohte CO»-Produktion eine der Bedingungen fiir das Wachstum von P.
copri schafft. Interessanterweise korreliert der Prevotella-Enterotyp tatsichlich mit einer
ballaststoffreichen, pflanzlichen Erndhrung (Ley, 2016; Yatsunenko et al., 2012; Cheng and Ning,
2019; Wu et al, 2015). Die COz-Abhéngigkeit von P. copri kdnnte somit eine der Triebfedern
darstellen, die fiir diese Korrelation verantwortlich sind. Im Gegensatz hierzu sind vermutlich

viele intestinale Bacteroides spp. in der Lage, sich auch bei niedrigeren CO,-Konzentrationen
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innerhalb der Darmflora durchzusetzen (Abb. 6), wie es z.B. in der Regel bei einer
proteinreichen und ballaststoffarmen Erndhrung der Fall sein diirfte. Auch hier gibt es dhnlich
wie beim Prevotella-Enterotyp bereits Korrelationen, die den Bacteroides-Enterotyp in der Tat
mit einer westlichen und somit eher proteinreichen und ballaststoffarmen Didt in Verbindung

bringen (Wu et al.,, 2015; Cheng and Ning, 2019).

5.2  Der zentrale Energie- und Kohlenstoffmetabolismus von P. copri

53 Der cytoplasmatische Zentralstoffwechsel von P. copri

Als eine der dominanten Spezies der intestinalen Mikrobiota des Menschen benétigt P. copri
einen effektiven anaeroben Zentralstoffwechsel, der es dem Organismus ermoglicht, sich gegen
eine Vielzahl bakterieller Konkurrenten durchzusetzen. Dabei ist P. copri auf den Abbau und
die Verstoffwechselung von Polysacchariden spezialisiert und nutzt sein breitgefachertes
Repertoire an hierfiir notwendigen hydrolytischen Enzymen, um den cytoplasmatischen
Zentralstoffwechsel mit energiereichen Monosacchariden zu versorgen (Accetto and Avgustin,
2015; Accetto and Avgustin, 2018). P. copri verstoffwechselt die Monosaccharide im Verlauf'von
drei funktionellen Abschnitten des Zentralstoffwechsels, die sich um das zentrale Intermediat
PEP verteilen: (1) der glykolytische Abbau der Monosaccharide, (2) der respiratorische Abschnitt
zur Generierung von Fumarat und (3) der fermentative Abschnitt zur Generierung von
Reduktionsdquivalenten. Im ersten Abschnitt werden die Monosaccharide, hier beispielhaft
Glucose, zunichst iiber den EMP-Weg bis hin zu PEP bzw. Pyruvat verstoffwechselt.
Interessanterweise besitzt P. copri in der Phosphorylierungsphase des EMP-Wegs zwei
unterschiedliche Phosphofructokinasen (ATP- bzw. PPi-abhdngig), die unter den getesteten
Bedingungen gleichzeitig exprimiert vorlagen und deren enzymatische Aktivititen mit
Fructose-6-Phosphat in der Cytoplasmafraktion des Organismus gemessen werden konnten
(siehe Kapitel 4.2.2-4.2.3). Dabei zeigte sich, dass das Gen der PPi-PFK starker transkribiert
vorlag und die Aktivitdt des entsprechenden Enzyms im Cytoplasma von P. copri deutlich hohere
Werte erreichte als die ATP-abhdngige Variante. Entsprechend spielt die PPi-PFK in vivo
wahrscheinlich die wichtigere Rolle innerhalb des Zuckerstoffwechsels. Eine PPi-abhdngige
Phosphofructokinase wurde erstmalig in dem einzelligen Parasiten Entamoeba histolytica
entdeckt und seit dem in verschiedenen Bacteria, Archaea und Pflanzen nachgewiesen (Mertens,
1991). Bis heute ist die physiologische Funktion dieser Enzymklasse nicht vollstandig verstanden,
allerdings werden PPi-PFKs bereits mit Glykolyse und Anaerobiose assoziiert (Mertens, 1991).
Da die PPi-PFK Pyrophosphat statt ATP zur Phosphorylierung von Fructose-6-phosphat nutzt,
kann so innerhalb des EMP-Wegs ein ATP fiir die zweite Phosphorylierung des Zuckers
eingespart werden. Da PPi vor allem als Nebenprodukt von verschiedenen, vor allem

konzentrationsabhdngigen Gleichgewichtsreaktionen, wie z.B. der DNA- und RNA-Synthese,
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entsteht, muss es im Normalfall von der Zelle abgebaut werden, um die Reversibilitat der
Reaktionen zu unterbinden bzw. das Reaktionsgleichgewicht in Richtung der Polymerisierung
zu verschieben (Kukko and Heinonen, 1982; Heinonen, 2013a; Heinonen, 2013b). Dies geschieht
vor allem tber Pyrophosphatasen, die PPi teilweise in anorganisches Phosphat umwandeln
(Baykov et al, 2013). Die Nutzung von PPi zur Phosphorylierung von Fructose-6-Phosphat stellt
somit eine sehr effiziente und ressourcenschonende Energieeinsparung fiir die Zelle dar.
Grundvoraussetzung hierfiir ist allerdings eine durch die Biosynthese von Makromolekiilen
gedeckte intrazelluldire PPi-Bildungsrate, die den glykolytischen Fluss des EMP-Wegs
ausreichend mit dem Diphosphat versorgt. Zwar wurde dies fiir P. copri zum jetzigen Zeitpunkt
noch nicht bestimmt, allerdings liegt die intrazellulare PPi-Konzentration von Prokaryoten in
der Regel im Bereich von 1 bis 10 mM (Mijakovic et al.,, 2002; Heinonen, 1974; Keltjens et al,
1988). Da der Km-Wert der PPi-PFK (PREVCOP_03899) fiir PPi bei 0,08 mM liegt (personliche
Mitteilung Laura Garschagen, IfMB, Universitat Bonn 2016), befindet sich die intrazellulare PPi-
Konzentration durch die Bildung von Makromolekiilen (vor allem in der exponentiellen
Wachstumsphase) vermutlich auch bei P. copri im Sattigungsbereich des Enzyms. Dies
gewdhrleistet, dass die grundsdtzlich reversible Reaktion aufgrund des chemischen
Gleichgewichts in die glykolytische Richtung verlauft (Mertens, 1991). In diesem Zusammenhang
ist moglicherweise auch das Vorhandensein einer zusdatzlichen ATP-PFK von Bedeutung. Je
nachdem wieviel PPi tatsichlich fiir die Phosphorylierung von Fructose-6-Phosphat zur
Verfiigung steht, kann die Zelle also auch iiber die ATP-PFK den EMP-Weg aufrechterhalten
und kompensiert somit eventuelle Schwankungen in der Substratverfiigbarkeit der PPi-PFK. Der
hybride Einsatz von zwei unterschiedlichen PFKs hat also womoglich eine regulatorische
Funktion innerhalb des Stoffwechselwegs und ermoglicht gleichzeitig eine nennenswerte

Einsparung an ATP.

Zusatzlich existiert wahrscheinlich eine weitere Funktion der PPi-PFK, die mit dem
glykolytischen Abbau von Pentosen zusammenhdangt und im Folgenden naher betrachtet wird.
Wie bereits in Kapitel 4.2 erwahnt, besitzt P. copri keinen vollstandigen oxidativen PPP, da dem
Bakterium die Gene der notwendigen Schliisselenzyme Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase fehlen. Auflerdem besitzt P. copri das Gen der
Transaldolase nicht, sodass der nicht-oxidative Teil des klassischen PPP ebenfalls unvollstandig
vorliegt. Da der Organismus allerdings auf den Abbau von pflanzlichen Polysacchariden
spezialisiert ist, und ein beachtlicher Teil an Ballaststoffen aus C5-Korpern und Pentose-haltigen
Seitenketten aufgebaut ist (z.B. Xylan und Pectin), muss P. copri eine Moglichkeit besitzen
Pentosen zu verstoffwechseln. Interessanterweise existiert ein dhnliches Phdnomen in E.

histolytica, in dem urspriinglich auch die PPi-PFK entdeckt wurde (Mertens, 1991). In diesem
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Organismus umgeht die Zelle die Reaktion der Transaldolase, indem die PPi-PFK
Seduheptulose-7-phosphat zu Seduheptulose-1,7-bisphosphat  phosphoryliert, welches
anschlieflend {ber die Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase des EMP-Wegs zu Erythrose-4-
Phosphat und DHAP umgewandelt wird (Stincone et al., 2015). Diese alternativen Schritte
stellen Reaktionen dar, die normalerweise innerhalb des Calvin-Zyklus revers ablaufen und dort
Teil des sogenannten reduktiven Pentosephosphatwegs zur Regenerierung von Ribulose-5-
phosphat sind. Aufgrund der dhnlichen Situation in E. histolytica ist es sehr wahrscheinlich, dass
P. copri lber eine solche alternative Form des PPP verfiigt und die fehlende Reaktion der
Transaldolase mit Hilfe der PPi-PFK auf gleiche Weise umgangen wird. Erste Ergebnisse deuten
darauf hin, dass dies tatsiachlich der Fall ist (personliche Mitteilung Laura Garschagen, IfMB,
Universitat Bonn, 2019). Bemerkenswerterweise besitzen viele Spezies der Darmflora (vor allem
Bacteroidetes) ebenfalls eine PPi-PFK aber simultan keine Transaldolase. Die alternative Form
des PPP konnte somit innerhalb des Gastrointestinaltrakts einen weitverbreiteten
Stoffwechselweg darstellen, der die Verstoffwechselung von Pentosen durch die Darmflora

gewdhrleistet.

Fiir P. copri bedeutet ein funktionierender, wenn auch leicht abgewandelter PPP, dass Pentosen
intrazellular phosphoryliert und anschlieffend bis hin zu Fructose-6-phosphat und
Glyceraldehyd-3-phosphat umgelagert werden. Beide Substanzen koénnen dann wie auch
Hexosen iiber den EMP-Weg abgebaut werden. Als Dreh- und Angelpunkt des zentralen
Metabolismus von P. copri werden so sdmtliche Monosaccharide letztendlich zu PEP
umgewandelt, von dem aus sich der Zentralstoffwechsel nach dem glykolytischen Abbau
aufsplittet. Der respiratorische Bereich des Stoffwechsels beginnt hier mit der Carboxylierung
von PEP zu OAA. Dieser Schritt ist aus zwei Griinden besonders wichtig fiir das Bakterium:
Erstens leitet dieser Schritt die Bildung des einzigen Elektronenakzeptors der anaeroben
Atmungskette von P. copri ein und zweitens generiert der Organismus an dieser Stelle ein ATP
pro PEP. Wiirde der Organismus OAA erst vom Pyruvat ausgehend mit Hilfe einer Pyruvat-
Carboxylase bilden, so ware dieser ATP-Nettogewinn nicht gegeben, da eine Pyruvat-
Carboxylase fiir die Katalyse dieser Reaktion ATP benétigen wiirde (Sauer and Eikmanns, 2005).
Fiir den strikt anaeroben Organismus bedeutet jedoch jeder Zugewinn an ATP einen enormen
Unterschied im Energiehaushalt, weil die Limitierung auf Fumarat als Elektronenakzeptor
verhdltnismaf3ig wenig Energie tliber die Elektronentransportphosphorylierung zur Verfiigung
stellt. Zum Vergleich hat das Paar Fumarat/Succinat ein deutlich negativeres Redoxpotenzial
(E=+30 mV) als z.B. O2/H20 (E*=+0,82 V), wodurch die Kombination mit NAD*/NADH (E%‘=-
0,32 V) oder Fdox/Fdyed (E=-0,42 V) nur einer Anderung der freien Energie (Gl. 10) von AG%=-
67,55 bzw. -86,85 k] mol™ entspricht (Kroger et al., 1992).
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n := Anzahl der Elektronen
GL 10 AG® = —n* F x AE® F := Faraday-Konstante

AE’* := Differenz der Redoxpotentiale

Da sowohl NADH als auch Fd;eq in der Atmungskette verwendet werden (siehe auch Kapitel
4.2), stehen also durchschnittlich AG*= -77,2 k] mol fiir die Bildung von ATP zur Verfliigung.
Weil Zellen unter anaeroben Bedingungen aber in der Regel nur maximal 50 % der freien
Energie zur Phosphorylierung von ADP verwenden konnen, erzeugt die Fumaratatmung von P.
copri je nach intrazellulirem Zustand der Zelle und einem Energiebedarf von etwa 44 k] mol™
ATP vermutlich weniger als 0,44 ATP pro Elektron (Thauer et al., 1977; Kroger et al., 1992; Kroger
et al., 2002). Mit Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor ware es mehr als doppelt so viel
(Kroger et al, 2002). Entsprechend wichtig sind Reaktionen der Substratketten-
phosphorylierung wie die der PEP-Carboxykinase fiir den gesamten Energiehaushalt von P.

copri.

Nebenbei stellt die Carboxylierungsreaktion an dieser Stelle den gesamten CO-Bedarf des
Zentralstoffwechsels dar. Die CO»-Fixierung ist notwendig, um den C4-Korper des terminalen
Elektronenakzeptors aufzubauen und somit essenziell fiir die anaerobe Fumaratatmung (Kréger
et al., 1992). Die anschlieRenden Reaktionen dienen dann nur noch der Umwandlung von OAA
zu Fumarat, sind jedoch aufgrund der Reversibilitit der Reaktion der PEP-Carboxykinase auch
fir die Ausrichtung des chemischen Gleichgewichts entscheidend. Schlussendlich wird
innerhalb der Atmungskette von P. copri das gebildete Fumarat zu Succinat reduziert, welches
in das umliegende Medium abgegeben wird und so das Ende des respiratorischen Abschnitts
markiert. Im Vergleich zur Konkurrenz-Gattung Bacteroides stellt dies einen grofden
Unterschied dar, denn in Bacteroides spp. existiert noch die Moglichkeit, Succinat durch die
Aktivierung zu Succinyl-CoA und wenigen Folgereaktionen in Propionat umzuwandeln
(Reichardt et al., 2014). Dabei wird zum einen der zuvor aufgebaute C4-Korper des Succinats
wieder decarboxyliert, wodurch der CO-Verbrauch des respiratorischen Abschnitts
ausgeglichen wird, und zum anderen wird die Energie der Decarboxylierung in Form eines tiber
die Cytoplasmamembran verlaufenden elektrochemischen Natriumionengradienten
konserviert (Reichardt et al, 2014). P. copri fehlt dieser Stoffwechselweg und das Bakterium
schopft somit das energetische Potenzial seines Endprodukts Succinat nicht weiter aus. Im
Zusammenhang mit Pradominanz und Konkurrenz von intestinalen Bakterien kénnen solche

feinen Unterschiede wahrscheinlich durchaus grofde Auswirkungen haben.

Der fermentative Bereich des Zentralstoffwechsels von P. copri beginnt ebenfalls beim PEP und

wird durch die Dephosphorylierungsreaktion der Pyruvatkinase gestartet. Hierbei wird die
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Energie des PEP genutzt, um ATP zu generieren und es entsteht Pyruvat als zweite
Schliisselsubstanz des Stoffwechsels. Von hier aus wird tber eine Verkettung von
Enzymreaktionen Acetat gebildet, in deren Verlaufiiber die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase
Fdea entsteht. Da die Menge an im EMP-Weg gebildetem NADH ausreicht, um sowohl die
Bildung von Fumarat als auch den Antrieb der Atmungskette mit anschlief3ender
Succinatbildung zu gewdhrleisten, dienen die im fermentativen Abschnitt gebildeten
Reduktionsdaquivalente in Form von Fd,.q theoretisch exklusiv den Biosynthesen im Zuge des
Anabolismus von P. copri. Das bei der Decarboxylierungsreaktion der Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase freigesetzte CO> vermindert zudem den CO:-Bedarf des Zentralstoffwechsels.
Bei einer eins-zu-eins Verteilung des metabolischen Flusses auf den respiratorischen und
fermentativen Abschnitt des Zentralstoffwechsel und bei einem gleichzeitig perfekt
ausgeglichenen Redox-Haushalt der Zelle, liefe sich theoretisch der CO,-Bedarf der PEP-
Carboxykinase mit Hilfe der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase sogar stochiometrisch exakt
decken. Tatsachlich sorgt jedoch vermutlich gerade der Redox-Haushalt dafiir, das eben dies
nicht geschieht (siehe Kapitel 4.2.6). Erkennbar ist dieser Effekt auch anhand der Anwesenheit
eines zweiten wichtigen Enzyms des fermentativen Abschnitts: Der Pyruvat-Formiat-Lyase.
Dieses Enzym erzeugt Acetyl-CoA aus Pyruvat und bildet zusdtzlich Formiat als eines der
metabolischen Endprodukte von P. copri. Die Pyruvat-Formiat-Lyase erzeugt weder CO> noch
Reduktionsdquivalente, was entscheidend fiir den gesamten Metabolismus des Bakteriums ist.
Denn Formiat dient dem Organismus durch die Bildung von Acetyl-CoA ohne Fd.a als
indirekter redox sink, der einen Uberschuss an Reduktionsiquivalenten verhindert und so die
Aufrechterhaltung des Metabolismus gewahrleistet. Die Produktion von Formiat ist somit direkt
an die Ausbalancierung des Redox-Haushalts gekoppelt, sorgt aber gleichzeitig dafiir, dass die
CO»-Bilanz des Zentralstoffwechsels einen negativen Wert erhalt (siehe hierfiir auch Kapitel
4.2.6). Im Gesamtbild des Zentralstoffwechsels wird somit klar, dass der Nettobedarf an CO> in
P. copri vor allem durch den CO,-Bedarf des respiratorischen Abschnitts und die notwendige

Ausbalancierung des Redox-Haushalts durch die Bildung von Formiat entsteht.

Insgesamt dhnelt das Grundgeriist des cytoplasmatischen Zentralstoffwechsels von P. copri
denen von Bacteroides spp. Im Vergleich weist P. copri jedoch eine fast schon minimalistische
enzymatische Ausstattung auf, die im Grunde nur auf die nétigsten Elemente des Bacteroides-
Zentralstoffwechsels reduziert ist (siehe auch Kapitel 4.2). Der zentrale Metabolismus von P.
copri ist somit ein fein abgestimmtes System, das wahrscheinlich im Gegenzug wenig Flexibilitat
ermdglicht. Im Kontext darmmikrobiotischer Konkurrenz konnte dies bedeutet, dass P. copri
nur unter eng definierten Bedingungen den Dickdarm besiedeln kann, dies jedoch dann sehr

erfolgreich tut. P. copri als dominante Spezies, spezialisiert auf bestimmte Bedingungen des
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Colons, kann damit als eine Art Sichtfenster genutzt werden, um die Entstehung der distinkten
Enterotypen und deren Darmflorazusammensetzung innerhalb des menschlichen Colons besser

zu verstehen.

54  Die Atmungskette von P. copri

Neben dem cytoplasmatischen Teil des Zentralstoffwechsels besitzt P. copri eine anaerobe
Atmungskette, die aus insgesamt 6 Transmembrankomplexen besteht: (1) Nqr, (2) ,kopflose®
NDHI, (3) Fumaratreduktase, (4) Rnf, (5) Cytochrom-bd-chinoloxidase und (6) FiFo-ATP-
Synthase. Die Elektronen der im Cytoplasma fixierten Reduktionsdquivalente werden tiber die
Ngr und den ,kopflosen NDHI-Komplex in die Atmungskette geschleust und auf Menachinon
tibertragen, womit sie fiir die Fumaratreduktase zur Verfiigung stehen. Letztere tibertragt die
Elektronen terminal auf Fumarat als Elektronenakzeptor und es entsteht Succinat, das als
Endprodukt in das umliegende Medium der Zelle abgegeben wird. Durch die Ubertragung der
Elektronen von den Reduktionsdquivalenten auf Fumarat wird auf3erdem Energie konserviert,
indem die Nqr Natriumionen und der ,kopflose®* NDHI-Komplex Protonen {ber die
Cytoplasmamembran translozieren. Der elektrochemische Ionengradient aus Na* und H* wird
anschlief3end von der FiFo-ATP-Synthase genutzt, um ADP zu phosphorylieren. Zuvor miissen
hierfiir jedoch die translozierten Na* gegen H* ausgetauscht werden, da die FiFo-ATP-Synthase
von P. copri protonenabhdngig ist (siehe Kapitel 4.2.4). Hierfiir benutzt P. copri vermutlich
einen Na*/H*-Antiporter. Der wahrscheinlichste Kandidat hierfiir ist ein NhaD-Typ Antiporter,
der von dem Gen PREVCOP_04139 codiert wird, welches wiederum im Genom von P. copri
unmittelbar neben dem Gencluster der FiFo-ATP-Synthase liegt. In der Transkriptomanalyse des
Organismus besaf$ die zugehorige RNA dieses Gens zudem einen dhnlich hohen RPKM-Wert
wie die Transkripte der Atmungskettengene. Dabei stellt die zusdtzliche Nutzung von
Natriumionen bei der Energiekonservierung moglicherweise eine Anpassung an den
Lebensraum ,Colon“ dar, in welchem z.B. leicht erh6hte pH-Werte und Gallensalze als
natiirliche Protonophore den Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten erschweren
konnen (Dibrov et al., 2017; Carey, 1984; Mulkidjanian et al., 2008). Insgesamt sind solche
Natriumionen-Kreislaufe in Darmorganismen allerdings noch nicht verstanden, sodass auch bei
P. copri die genaue 6kologische Funktion der Ngr nicht klar ist (Deusch et al., 2019; Dibrov et
al., 2017).

Die Na*-translozierende NADH:Chinon-Oxidoreduktase (Ngr) besteht aus den sechs
Untereinheiten NqrABCDEF (Abb. 43)(Steuber et al., 2015). Wahrend NqrBDE integrale
Membranproteine darstellen und NqrF und NqrC mit Membranankern in der

Cytoplasmamembran befestigt sind, besitzt NqrA als einzige Untereinheit des Komplexes keine
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Transmembranhelix und ist nur tiber NqrB mit der Membran assoziiert (Steuber et al, 2015).
Katalysiert wird die Oxidation von NADH an NqrF und die Elektronen werden iiber insgesamt
sechs Redox-Co-Faktoren (Flavine und Eisen-Schwefel-Cluster) an NqrA auf Menachinon
iibertragen, wobei die exergone Reaktion genutzt wird, um durch NqrB 2Na*/2e" iiber die
Cytoplasmamembran in das Periplasma zu translozieren (Steuber et al., 2015). Damit besitzt die
Ngr einen grundsatzlich anderen Aufbau als z.B. die NDHI (als ebenfalls NADH-oxidierendes
Pendant) und dhnelt strukturell eher dem Rnf-Komplex (Steuber, 2001; Steuber et al., 2015;
Westphal et al., 2018). Tatsachlich geht man sogar davon aus, dass sich die Nqr aus dem Rnf-
Komplex als urspriinglichem Vorlaufer entwickelt hat (Reyes-Prieto et al., 2014). Die Nqr kommt
in vielen Gram-negativen Prokaryoten vor, insbesondere in marinen Organismen (Steuber,
2001). Doch auch in einer Vielzahl von Sdugetier-assoziierten Darmbewohnern ldsst sich dieser
Membrankomplex finden (Deusch et al, 2019). In P. copri ist die Nqr von essenzieller
Bedeutung, da der Membrankomplex die einzige Moglichkeit zur Einspeisung von Elektronen
aus NADH in die anaerobe Atmungskette darstellt. Somit ist die Nqr ein wesentlicher

Bestandteil der Energiekonservierung des Bakteriums.

Nat

Periplasma

Cytoplasma

NAD?

NADH

Abb. 43: Aufbau der Na*-translozierenden NADH:Chinon-Oxidoreduktase (Nqr). A-F markieren die
Untereinheiten NqrA-F, Rf = Riboflavin, FMN = Flavinmononukleotid, FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid, Fe = Eisen,
[2Fe-2S] = 2-Eisen-2-Schwefel-Cluster, MQ = Menachinon, MQH> = Menachinol. Der gestrichelte Pfad zeigt den
schematischen Elektronenfluss im Enzymkomplex. Der graue Pfeil stellt die Na+-Translokation dar.

Interessanterweise besitzt P. copri einen nicht-kanonischen NDHI-Komplex, welcher aus nur 11
Untereinheiten besteht. In Mitochondrien und vielen Prokaryoten existiert die Protonen-

translozierende NADH:Chinon-oxidoreduktase (NDHI; Komplex I) aus den insgesamt 14
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Untereinheiten NuoABCDEFGHIJKLMN, die drei Module ausbilden (Friedrich and Scheide,
2000; Berrisford et al., 2016). Der erste Teil des Enzymkomplexes wird als N-Modul, oder auch
,Kopf* bezeichnet und besteht aus den drei Untereinheiten NuoE, NuoF und NuoG. Dieser Teil
des Enzyms ist tiber das Q-Modul, bestehend aus NuoBCDI, mit dem P-Modul verbunden, das
aus den restlichen Untereinheiten aufgebaut ist (Berrisford et al., 2016). Das N-Modul dient als
Elektroneneinspeisungsmodul und besitzt die Dehydrogenasefunktion, die im kanonischen
Enzymkomplex NADH zu NAD* oxidiert (Berrisford et al, 2016). Uber ein FMN und
verschiedene Eisen-Schwefel-Cluster werden die so freigesetzten Elektronen auf die Eisen-
Schwefel-Cluster des Q-Moduls tbertragen, die anschlieffend ein Chinon in der
Cytoplasmamembran reduzieren (Berrisford et al., 2016). Das P-Modul wiederum dient als
Membrananker des Proteinkomplexes und transloziert durch Konformationsanderungen, die
wahrend der Katalyse des Enzyms erfolgen, Protonen tiber die Membran (Berrisford et al., 2016).
Da P. copri NuoEFG nicht besitzt, fehlt dem NDHI-Komplex das Elektroneneinspeisungsmodul
und der Organismus kann an dieser Stelle NADH nicht zu NAD* oxidieren (Abb. 44).

H+

H+

Periplasma

160
S

Fdred Fdox

%

Cytoplasma

Abb. 44: Aufbau der ,kopflosen“ H*-translozierenden NADH:Chinon-Oxidoreduktase (NDHI). A-N
markieren die Untereinheiten NuoA-N. NuoEFG fehlen in der ,kopflosen“ Variante des Enzymkomplexes. Fded/Fdox
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= reduziertes bzw. oxidiertes Ferredoxin, [4Fe-4S] = 4-Eisen-4-Schwefel-Cluster, [2Fe-2S] = 2-Eisen-2-Schwefel-
Cluster, MQ = Menachinon, MQH> = Menachinol. Der gestrichelte Pfad zeigt den schematischen Elektronenfluss im
Enzymkomplex. Der graue Pfeil symbolisiert die H*-Translokation.

Tatsachlich existieren in der Natur zwei weitere Formen des Komplex I, die innerhalb
verschiedener Organismengruppen weit verbreitet sind (Moparthi and Hagerhall, 2011; Efremov
and Sazanov, 2012). Die erste Version besteht in der Regel aus nur 12 Untereinheiten, wobei das
Q- und das P-Modul konserviert sind, aber das N-Modul durch ein alternatives
Elektroneneinspeisungsmodul ersetzt ist. Ein Beispiel hierfiir ist der Fpo-Komplex, der
innerhalb der Archaea existiert und mit Hilfe der alternativen ,Kopf‘-Untereinheit FpoF den
Elektronendonor FsoH> statt NADH oxidiert. So z.B. in dem methanogenen Archaeon
Methanosarcina mazei (Welte and Deppenmeier, 201lb). Alternative Elektronen-
einspeisungsmodule gibt es jedoch auch in z.B. e-Proteobakterien wie Campylobacter jejuni.
Diesem Bakterium fehlen die Gene fir NuoE und NuoF, wobei die beiden Untereinheiten durch
zwei neue, funktionell andersartige Proteine, NuoX und NuoY, ersetzt sind (Weerakoon and
Olson, 2008). Auch wenn hier die physiologische Funktion des alternativen Komplex I noch
nicht geklart werden konnte, zeigen neuere Erkenntnisse, dass NuoX und NuoY vermutlich mit
FADH (bzw. einem FAD-haltigen Elektronendonor) interagieren (Calderon-Gomez et al., 2017).
Da im zentralen Energiestoffwechsel von C. jejuni NADH kaum eine Rolle spielt (Weerakoon
and Olson, 2008), ist das alternative , Kopf“-Modul eine entsprechende Anpassung und zeigt die
Flexibilitit des modularen Aufbaus vom Komplex I. Abgesehen von alternativen
Elektroneneinspeisungsmodulen gibt es noch eine weitere Variante von Komplex I, die nur 11
Untereinheiten besitzt, und zu denen auch der Enzymkomplex von P. copri zdhlt. Hier besteht
der Komplex I ebenfalls aus dem Q- und P-Modul, wohingegen NuoEFG fehlt. Allerdings lasst
sich in diesem Fall kein alternativer , Kopf" finden, der das N-Modul funktionell ersetzt (Efremov
and Sazanov, 2012). Diese ,kopflose“ Variante stellt vermutlich den urspriinglichen Vorldufer
des kanonischen NDHI-Komplexes dar, welcher erst nachtraglich im Laufe der Evolution und in
zwei Schritten die Untereinheiten NuoG und anschliefdend NuoEF als N-Modul akquirierte
(Moparthi and Hagerhall, 2011). Komplex I-Derivate ohne , Kopf“ existieren in vielen Bakterien,
Archaeen und den Thylakoidmembranen von Chloroplasten (Efremov and Sazanov, 2012;
Moparthi and Hagerhall, 2011). Es wird generell angenommen, dass diese Komplex [-Varianten
den Elektronendonor Ferredoxin oxidieren, was bspw. fiir Cyanobakterien jlingst bestdtigt
werden konnte (Schuller et al, 2019). Auch bei den methanogenen Archaeen Methanosaeta
thermoacetophila und Methanomasiliicoccus luminyensis konnte eine Oxidation von Fd;eq durch
den Fpo-Komplex ohne FpoF gezeigt werden (Welte and Deppenmeier, 201la; Kréninger et al.,
2019). Aufgrund der Homologien ist es sehr wahrscheinlich, dass auch der ,kopflose“ NDHI-

Komplex von P. copri Fd:.q als Elektronendonor verwendet. Entsprechend miisste der Komplex
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korrekterweise als ,Protonen-translozierende Ferredoxin:Chinon-Oxidoreduktase“ bezeichnet

werden.

Insgesamt sind solche ,kopflosen® Komplex I-Derivate innerhalb des menschlichen
Gastrointestinaltrakts vermutlich bemerkenswert haufig anzutreffen, da die Gene fiir NuoEFG
z.B. innerhalb der Bacteroidetes und auch Firmicutes bis jetzt nicht gefunden werden konnten
(Moparthi and Hagerhall, 2011). Da P. copri und eben auch viele andere Darmbewohner
innerhalb des Zentralstoffwechsels Fd.q generieren, ist die Verwendung dieses
Elektronentibertragers in der anaeroben Atmungskette eine logische Konsequenz. Dariiber
hinaus entspricht der Unterschied in den Redoxpotentialen von NAD*/NADH (E%= -0,32 V)
und Fdox/Fdred (E%= -0,42 V) ungefdhr -19,3 kJ/mol (Biegel et al., 2011), wodurch die Verwendung
von Ferredoxin theoretisch mehr Energie fiir die anaerobe Atmungskette liefert. Ob ,kopflose®
Komplex I-Derivate jedoch auch entsprechend mehr Energie in Form von translozierten
Protonen konservieren, ist bisher nicht bekannt und nach aktuellem Stand eher
unwahrscheinlich, da hierfiir ein weiterer funktionaler Protonenkanal im P-Modul notwendig
ware. Zwar gibt es Hinweise darauf, dass es Komplex I-Varianten ohne das kanonische N-Modul
gibt, die ein zweites NuoM und eine verlangerte amphipathische, transversale Helix von NuoL
(notwendig fiir die konformationsabhdngige Protonen-Translokation) im P-Modul besitzen,
und somit theoretisch Protonen mit einer Stochiometrie von 5 statt 4H*/2e" translozieren
konnen, allerdings wurde die Funktionalitit dieser Modifikation experimentell noch nicht
bestatigt (Chadwick et al., 2018). Zudem lief3 sich die hier beschriebene typische Dopplung von
nuoM und die Sequenzverlangerung der transversalen Helix von nuoL im Gencluster des NDHI-
Komplexes bei P. copri nicht wiederfinden. Da es bei der theoretischen Translokations-
stochiometrie aufderdem auch auf das Redoxpotential des genutzten Menachinons ankommt,
ist es denkbar, dass P. copri durch die Nutzung von Ferredoxin lediglich das notwendige
Energieniveau fiir 4H*/2e" einhadlt. Dennoch stellt der , kopflose“ Komplex I damit insgesamt den
effizientesten Membrankomplex der anaeroben Atmungskette von P. copri dar. Zum Vergleich
transloziert die Nqr als zweites elektroneneinspeisendes Enzym lediglich die Halfte an Ionen

pro zwei Elektronen tiber die Cytoplasmamembran (Steuber, 2001).

Ubertragen werden die Elektronen in der anaeroben Atmungskette von P. copri letztlich auf
Fumarat. Die Reduktion von Fumarat zu Succinat geschieht dabei an der Fumaratreduktase des
Organismus. Der Enzymkomplex besteht insgesamt aus drei Untereinheiten, wobei
Untereinheit C den Komplex in der Membran verankert (Abb. 45)(Lancaster et al., 1999). In
Untereinheit C befinden sich aufderdem zwei Ham b, die die Elektronen von Menachinol
entgegennehmen, die dann wiederum iiber mehrere Eisen-Schwefel-Cluster der Untereinheit B

zum Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) des katalytischen Kopfes (Untereinheit A) des Enzyms
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transportiert werden (Iverson et al, 1999; Lancaster et al., 1999; Kroger et al, 2002).
Untereinheit A tibertragt anschlieflend die Elektronen auf Fumarat, wodurch Succinat entsteht.
Die Fumaratreduktase stellt in P. copri den terminalen Enzymkomplex der anaeroben
Atmungskette dar und ist damit essenziell fiir den Organismus. Aufgrund des relativ
ungeschiitzten Flavins in der Untereinheit A ist die Fumaratreduktase in Bacteroides spp. bei
Kontakt mit O auflerdem ein wursichlicher Grund fiir die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), weswegen der Enzymkomplex zusammen mit z.B. der sehr ROS-
empfindlichen Fumarase oder Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase hauptverantwortlich fiir die

strikte Anaerobiose des Phylums ist (Meehan and Malamy, 2012; Pan and Imlay, 2001).

©

Periplasma

Cytoplasma

Fumarat Succinat

Abb. 45: Aufbau der Fumaratreduktase. A, B und C markieren die Untereinheiten A bis C des Enzymkomplexes.
[4Fe-4S] = 4-Eisen-4-Schwefel-Cluster, [3Fe-4S] = 3-Eisen-4-Schwefel-Cluster, [2Fe-2S] = 2-Eisen-2-Schwefel-Cluster,
MQ = Menachinon, MQH> = Menachinol, FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid. Der gestrichelte Pfad zeigt den
schematischen Elektronenfluss im Enzymkomplex.

Neben der funktionellen Einheit aus ,kopflosem“ NDHI-Komplex, Nqr, Fumaratreduktase und
FiFo-ATPsynthase besitzt P. copri zwei weitere Enzymkomplexe, die Teil der Atmungskette sind.
Der Rnf-Komplex und die Cytochrom-bd-Chinoloxidase. Der Rnf-Komplex weifdt evolutiv
gesehen ein nahes Verwandtschaftsverhdltnis zur Nqr auf und besteht ebenso wie dieser
Enzymkomplex aus 6 Untereinheiten (Reyes-Prieto et al., 2014; Hess et al., 2013). Der Komplex
tibertragt Elektronen von Fdq auf NAD* und nutzt die Differenz der Redoxpotentiale, um
Natriumionen tber die cytoplasmatische Membran zu translozieren. Er stellt z.B. in dem
acetogenen Bakterium Acetobacterium woodii den einzigen energiekonservierenden
Transmembrankomplex in der sehr minimalistischen Atmungskette dieses Organismus dar
(Schuchmann and Miiller, 2014). In P. copri tragt der Komplex somit theoretisch ebenso zur
Energiekonservierung bei. Tatsichlich waren in P. copri die Transkriptionslevel aller
zugehorigen Gene jedoch bei den in dieser Arbeit untersuchten Bedingungen so niedrig, dass

hier eine zentrale Funktion in der Atmungskette des Bakteriums ausgeschlossen werden kann.

- 111 -



5 | Diskussion

Prinzipiell ist die vom Rnf-Komplex katalysierte Reaktion jedoch reversibel, sodass unter
Energieverbrauch Ferredoxin auch mit Hilfe von NADH reduziert werden kann (Hess et al,
2013). In A. woodii spielt diese Tatsache sogar unter physiologischen Bedingungen eine Rolle, da
der Organismus bei Substraten mit niedrigem Energiegehalt die reverse Reaktion katalysieren
muss, um seinen Redoxhaushalt zu regulieren und Fd,.q fiir bspw. Biosynthesen zur Verfiigung
stellen zu kénnen (Westphal et al., 2018). Es ist folglich denkbar, dass P. copri den Rnf-Komplex
als Redoxregulator verwendet, um, je nachdem welche Form von Reduktionsdquivalenten fiir

zellinterne Prozesse benétigt wird, NADH und Fd;eq ineinander umwandeln zu kdnnen.

Der letzte Enzymkomplex der Atmungskette von P. copri ist die Cytochrom-bd-Chinoloxidase.
Grundsitzlich besteht dieses Enzym aus zwei transmembranen Untereinheiten, die insgesamt
zwei b-Typ Hame und ein d-Typ Ham enthalten (Borisov et al.,, 2011). Die Oxidase tibertragt
Elektronen von einem Chinol (hier Menachinol) auf molekularen Sauerstoff, wodurch
zusammen mit Protonen Wasser entsteht. Obwohl der Transmembrankomplex keine Protonen
pumpt, erzeugen die skalaren Reaktionen von Chinol-Oxidation und Sauerstoff-Reduktion
gleichzeitig einen Protonengradienten tiber der cytoplasmatischen Membran, wodurch sich das
Enzym auch an dem Aufbau des elektrochemischen Protonengradienten beteiligt und somit
einen direkten Beitrag zur ATP-Bildung leistet (Giuffré et al.,, 2014; Borisov et al., 2011). Die
Cytochrom-bd-Chinoloxidase bietet P. copri damit theoretisch die Moglichkeit Sauerstoff als
alternativen Elektronenakzeptor in der Atmungskette zu verwenden, der theoretisch auch noch
mehr ATP liefert als Fumarat. Zwar konnte das Enzym in P. copri in der vorliegenden Arbeit
weder auf Transkript- noch auf Proteinebene detektiert werden, allerdings wurden die
entsprechenden Experimente auch unter strikt anoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Es ist
also denkbar, dass P. copri in einem Milieu mit nanomolaren Sauerstoffkonzentrationen die
Gene der Cytochrom-bd-Chinoloxidase transkribiert und das Enzym als Ersatz fiir die
Fumaratreduktase nutzt. In diesem Fall wiirde P. copri tatsachlich zu der von Baughn and

Malamy, (2004) definierten Gruppe der ,nanoaerophilen“ Bakterien zahlen.

Obwohl die Verwendung von Sauerstoff bei einem ansonsten obligaten Anaerobier zundchst
paradox erscheint, gibt es jedoch entscheidende Vorteile, die z.B. bereits bei der artverwandten
Gattung Bacteroides gezeigt werden konnten (Baughn and Malamy, 2004). Zum einen existiert
im Gegensatz zur allgemeinen Wahrnehmung tatsachlich Sauerstoff im Dickdarm des
Menschen, der als niedrigkonzentrierter Diffusionsgradient vom durchbluteten Gewebe der
Peripherie bis hin zum vollstandig anoxischen Darmlumen reicht (Poceviciute and Ismagilov,
2019; Albenberg et al., 2014). Die Nutzung von nanomolaren Konzentrationen an Sauerstoff, vor
allem im Bereich der Mucusschicht, bietet somit wahrscheinlich einen bemerkenswerten

Wachstumsvorteil gegeniiber Organismen ohne Chinoloxidase (Baughn and Malamy, 2004).
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Besonders relevant ist diese Eigenschaft vermutlich in langeren Hungerphasen, in denen die
Mucusschicht selbst als letzte verbleibende Nahrungsquelle der Darmflora dient und
entsprechend starker besiedelt wird (Albenberg et al., 2014; Tailford et al., 2015). Des Weiteren
besitzt die Cytochrom-bd-Chinoloxidase nicht nur eine hohe Affinitat gegentiber O, sondern
auch gegentiber H>O;, und zeigt auferdem , Catalase/Peroxidase“-Aktivitat (Giuffre et al., 2014;
Al-Attar et al,, 2016). Vermutlich ist der Abbau von H>O: allerdings auf die chemische Reaktion
mit den Him-Gruppen des Enzyms zuriickzufithren und nicht durch aktive Katalyse (Giuffre et
al., 2014). Dennoch dient die Oxidase damit prinzipiell auch der Entgiftung von ROS (Giuffré et
al.,, 2014). Man kann daher davon ausgehen, dass die Cytochrom-bd-Chinoloxidase generell die
Resilienz des Organismus gegentiber kurzfristiger Sauerstoff-Exposition erhoht. Bedeutend ist
dies z.B. bei der Neubesiedelung eines Wirts, um die Situation bis zur vollstaindigen Anaerobiose
zu Uberbriicken. Ebenso spielen ROS bei der intestinalen Abwehr von pathogenen
Mikroorganismen eine Rolle, sodass durch das Immunsystem des Wirts durchaus
bemerkenswerte ROS-Konzentrationen im Bereich der Mucose freigesetzt werden kénnen
(Craig and Slauch, 2009; Slauch, 2011; Miller and Britigan, 1997). In diesem Zusammenhang gilt
die Cytochrom-bd-Chinoloxidase in manchen Fallen sogar als Pathogenitatsfaktor (Borisov et
al.,, 2011; Giuffre et al, 2014). Um nicht Opfer eines immunologischen Kollateralschadens zu
werden, kann es daher auch fiir kommensale Mikroorganismen (wozu P. copri gezdhlt wird)
erforderlich sein, selbst bei sonst anoxischen Standardbedingungen tiber ROS-abwehrende
Enzyme zu verfiigen. Der Besitz einer Cytochrom-bd-Chinoloxidase stellt damit vermutlich eine
Anpassung vieler Darmbewohner dar, um mit den Herausforderungen des wechselhaften

Habitats , Colon“ zurechtzukommen.

Damit besitzt P. copri theoretisch zwei Varianten seiner Atmungskette, die sich prinzipiell nur
in der terminalen Reduktase unterscheiden miissen. Als funktionelle Einheit besteht die erste
Variante aus Nqr, ,kopflosem“ NDHI-Komplex und der Fumaratreduktase. Unter der Annahme,
dass bei P. copri die Ngr Natriumionen im Verhdltnis von Na*/e=1 und der ,kopflose“ NDHI
Protonen im Verhaltnis von H*/e’=2 pumpen (Steuber et al., 2000; Dibrov et al., 2017; Efremov
and Sazanov, 2012), werden bei einer theoretischen 1:1-Umsetzung von NADH und Fd;q formal
durchschnittlich 3 Tonen pro Fumaratreduktion (benétigt 2 Elektronen) transloziert. Da fiir die
Phosphorylierung von ADP tiiber die FiFo-ATP-Synthase wiederum 3-5 Protonen bendtigt
werden (Steigmiller et al., 2008; Watt et al., 2010; Stahlberg et al., 2001), erzeugt die Reduktion
von Fumarat in der anaeroben Atmungskette von P. copri insgesamt 0,6-1 ATP, was ungefdahr
dem aus den Redoxpotentialen berechneten, theoretischen Wert von 0,44 ATP/e (0,88 ATP pro
Fumaratreduktion; siehe Kapitel 5.3) entspricht. Zum Vergleich bewirkt der Austausch der

Fumaratreduktase gegen die Cytochrom-bd-Chinoloxidase in der zweiten Variante der
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Atmungskette einen Anstieg der Effizienz der Ionentranslokation. Genauer, werden aufgrund
der skalaren Reaktionen 2 zusdtzliche Protonen pro 20, in den periplasmatischen Raum
transportiert (Borisov et al., 2011). Diese werden zu den 6 translozierten lonen der Nqr und des
,2kopflosen“ NDHI-Komplexes hinzuaddiert, was bei insgesamt 8 translozierten lonen ~2 ATP
entspricht. Berechnet man die gebildete ATP-Menge {iiber die Redoxpotentiale von
NAD*/NADH, Fdox/Fdieda und %202/H>0 ergibt sich ein dhnlicher Wert: So fiihrt die Reaktion
von NADH und %0 zu einer Anderung der freien Energie von AG%= -220 kJ mol! und die
Reaktion von Fd;eq und %:0; zu einem AG® von -347 k] mol”, weswegen im Durchschnitt eine
Energie von AG%= -283,5 k] mol"! bei der Reduktion von % O freigesetzt wird. Unter der
Annahme, dass diese freie Energie nur zu etwa 50% genutzt werden kann, wiirde die Reduktion
von %0, entsprechend zur Phosphorylierung von maximal 3,2 ADP fiihren (Thauer et al., 1977).
Da die Cytochrom-bd-Chinoloxidase allerdings im Gegensatz zu vielen anderen terminalen
Oxidasen nur zwei statt vier Protonen pro %20; transloziert und damit die freie Energie dieser
Reaktion ineffizienter nutzt, werden effektiv wahrscheinlich nur ~2 ATP durch diese
Elektronentransportphosphorylierung generiert (Borisov et al., 2011). Damit liegt in P. copri der
direkte Unterschied zwischen Fumarat und %20; als Elektronenakzeptor bei 1-2 ATP in Bezug
auf die terminale Reduktion. Somit ist es zwar tatsachlich denkbar, dass P. copri einen Netto-
Gewinn an ATP durch die Nutzung von nanomolarem Sauerstoff generiert, allerdings ist die
Substratverfiigbarkeit fiir die Cytochrom-bd-Chinoloxidase generell deutlich seltener gegeben
als bei der Fumaratreduktase, sodass der alternative Elektronenakzeptor vermutlich nur selten
und situationsabhangig genutzt wird. Damit verbleiben Ngr, ,kopfloser* NDHI-Komplex und
die Fumaratreduktase als die zentrale funktionelle Einheit der anaeroben Atmungskette

innerhalb des zentralen Energiemetabolismus von P. copri.

5.5 Kohlenstoff- wund Redoxbilanzen im zentralen Energie- und
Kohlenstoffmetabolismus von P. copri

Das Leben auf der Erde folgt naturgemafd den gleichen thermodynamischen Prinzipien,
weswegen die kleinste Einheit von Biomasse bei allen Organismen sehr dhnlich gestaltet ist und
hauptsachlich aus den vier Elementen Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff und Wasserstoff
besteht (Stockar and Liu, 1999). Aufgrund der relativ gleichbleibenden elementaren
Zusammensetzung ergibt sich fiir Bakterien folgende durchschnittliche Einheit als universeller
Baustein der Biomasse: CiHi660041No21 (Stockar and Liu, 1999; Popovic, 2019). Auch die
ermittelte Biomasseeinheit von P. copri besitzt sehr dhnliche Verhaltnisse, die nur tber
geringfligig mehr Wasserstoff verfligt: CiH17900,43No23. Um diese universellen Bausteine zu
erhalten, miissen Organismen Substrate der Umgebung umwandeln. Im Falle von P. copri als

chemoorganoheterotrophes Bakterium und Spezialist im Abbau von Polysacchariden sind dies
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hauptsiachlich Monosaccharide. Die Umwandlung von Substraten in Zellmaterial reduziert
grundsatzlich die Entropie des Systems, weswegen Biomasse im Umkehrschluss auch eine hohe
Gibbs-Energie besitzt (Stockar et al, 2006). Das bedeutet, dass die biosynthetischen
Stoffwechselwege des Anabolismus mit Energie versorgt werden miissen, um Biomasse entgegen
des Entropiegefdlles aufbauen zu konnen. Die hierfiir notwendige Energie stammt aus den
exergonen Prozessen des Katabolismus, weswegen P. copri auch einen Teil der aufgenommenen
Substrate katabol metabolisieren muss. Das Zusammenspiel von Anabolismus und
Katabolismus ist somit auch ein Maf} firr die Effizienz des Wachstums. Je negativer die
energetische Differenz von Anabolismus und Katabolismus, desto schneller aber ineffizienter
verlauft der gesamte Prozess und desto kleiner ist der resultierende Wachstumsertrag. Im
Umbkehrschluss existiert das theoretisch effizienteste Wachstum am thermodynamischen
Aquilibrium, was jedoch gleichzeitig mit einer unendlichen Langsamkeit verbunden wire und
somit in der Natur nicht existiert (Stockar et al, 2006). Organismen miissen sich folglich
irgendwo zwischen diesen Extrema bewegen und zwischen Effizienz und Geschwindigkeit
wahlen. Die Bilanzierung des zentralen Kohlenstoff-, Redox- und Energiehaushaltes hilft

entsprechend dabei, den Metabolismus eines Organismus besser einordnen zu kénnen.

P. copri produzierte unabhdngig vom verwendeten Medium eine Zelltrockenmasse von ungefahr
0,4 g pro | pro ODsoo=1. Der Wachstumsertrag unterschied sich jedoch bei PYG mit 59,6 g pro
Mol Glucose deutlich von den Ergebnissen im DMMG-Medium mit nur 34,4 g mol™. Vergleicht
man den intrazelluliren Kohlenstofffluss beider Ansitze, wird klar, dass dieser Unterschied
durch das jeweilige Zusammenspiel von Anabolismus und Katabolismus zu Stande kam. PYG-
Kulturen von P. copri konsumierten deutlich weniger Glucose als Kulturen in DMMG und
nutzten nur etwa 9,8 % der Glucose fiir anabole Prozesse aus, was den C-Bedarf der Biomasse
gerade einmal zu 24,5 % abdeckte. Zum Vergleich nutzten die Zellen in DMMG 22,7 % der
konsumierten Glucose, um den C-Bedarf des Anabolismus zu 96 % abzudecken. Da PYG ein
reichhaltiges Komplexmedium darstellt, kann man davon ausgehen, dass der restliche und
damit grofiere Anteil des C-Bedarfs in diesem Medium vor allem durch Aminosduren und andere
kohlenstofthaltige Substanzen des Komplexmediums abgedeckt wurde. Obwohl damit etwa
90 % der konsumierten Glucose fiir den Katabolismus der PYG-Kulturen zur Verfiigung stand,
wurden aufgrund des insgesamt geringeren Glucose-Verbrauchs trotzdem weniger Endprodukte
gebildet als in DMMG. Bemerkenswerterweise stellte dabei Formiat die Ausnahme dar, das im
Gegensatz zu Succinat und Acetat in PYG-Medium sogar in verhéltnismaf3ig grofleren Mengen
produziert wurde. Anhand der Gesamtmenge und den Verhdltnissen der Endprodukte lief3en
sich nun drei Dinge ablesen: Erstens wurde in PYG-Medium weniger ATP durch die

Verstoffwechselung von Glucose generiert, da die Menge an gebildetem Succinat ein direkter
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Marker fiir die Aktivitit der anaeroben Atmungskette von P. copri ist. Eine verminderte
Succinat-Bildung ist somit mit einer geringeren ATP-Synthese gleichzusetzen. Zweitens wurden
insgesamt weniger Reduktionsaquivalente aus dem katabolen Abbau von Glucose gewonnen, da
Formiat dem Organismus als indirekter redox sink diente. Eine vermehrte Bildung von Formiat
entspricht also weniger Reduktionsdquivalenten, die durch den Katabolismus zur Verfiigung
stehen. Drittens bendtigten die PYG-Kulturen fiir die Verstoffwechselung von Glucose mehr
CO,, da Formiat die Aktivitit der Pyruvat-Formiat-Lyase widerspiegelte, die in direkter
Konkurrenz zur Decarboxylierungsreaktion der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase steht. Die
vermehrte Bildung von Formiat fiihrt also auch zu einem geringeren Ausgleich des katabolen
COs-Bedarfs. Insgesamt benétigte P. copriin PYG zur Produktion von Biomasse deutlich weniger
ATP und Reduktionsdquivalente aus dem glykolytischen Abbau von Glucose. Dies lag
wahrscheinlich zum einen daran, dass P. copri bereits viele Biomasse-relevante Substanzen aus
den komplexen Bestandteilen des PYG-Mediums aufnehmen konnte, wodurch weniger de novo
Biosynthesen erforderlich waren. Zum anderen d&hneln die Grundbausteine vieler
kohlenstofthaltiger Substanzen aus komplexen Medienbestandteilen, z.B. Aminosduren, bereits
dem vereinfachten Grundbaustein der Biomasse von P. copri, sodass weniger

Reduktionsdquivalente benétigt werden, um die Substanzen entsprechend umzuwandeln.

Damit zeigt der beispielhafte Vergleich von PYG- und DMMG Kulturen, wie der zentrale
Kohlenstoff- und Energiemetabolismus von P. copri im Wesentlichen iiber zwei katabole
Stellschrauben reguliert wird, um die situativen Bediirfnisse des Anabolismus auszugleichen.
Waihrend die Umsetzung von PEP in OAA oder Pyruvat mafgeblich die ATP-Bildung reguliert,
modifiziert die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA durch zwei unterschiedliche Enzyme
den Redox-Haushalt der Zelle. Der Katabolismus ist demnach sehr vereinfacht in zwei Bereiche
zu unterteilen: Der EMP-Weg und der respiratorische Abschnitt bis einschlief3lich Succinat
dienen zusammen exklusiv der Bildung von ATP, was man auch daran erkennen kann, dass die
gebildeten Reduktionsdquivalente des EMP-Wegs vollstindig fiir den respiratorischen
Abschnitt des Stoffwechsels verwendet werden. Der fermentative Abschnitt ab Pyruvat bildet
den zweiten Bereich des Katabolismus, der wiederum Reduktionsaquivalente exklusiv fiir die
Umwandlung von Substraten in Biomasse bereitstellt. Diese Zusammenhdnge liefden sich auch
mit den Ergebnissen der Redox-Bilanz zeigen, da hier die gebildete Menge an Fd.q in DMMG-
Kulturen exakt der Reduktionskraft entsprach, die fiir die Umwandlung der anabol
konsumierten Glucose (CiH>O) in die tatsachlich erzeugte Biomasse (CiHi790044) bendtigt

wurde.

Um den rekapitulierten Fluss der Intermediate und das aufgestellte Stoffwechselmodell

zusdtzlich auch von einem energetischen Standpunkt aus zu bestatigen und zu bewerten, wird
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im Folgenden berechnet wieviel ATP P. copri in DMMG durch den katabolen Abbau von Glucose
gewinnen konnte. Dabei musste der Organismus fiir den Transport des Substrats in die Zelle
hinein zundchst Energie aufwenden. In P. copri existiert wie in allen Prevotellaceae kein
vollstandiges PTS, sodass Glucose vermutlich iiber einen anderen Mechanismus in die Zelle
geschleust wird (Fields and Russell, 2000). Eine moglicher Mechanismus verlauft {iber einen
Protonen- oder Natriumionen-abhdngigen Symport von Glucose, der den elektrochemischen
Gradienten an der Cytoplasmamembran nutzt (Strobel, 1993). Zum Vergleich besitzt ein in
Prevotella bryantii gefundener Pentosen:Na*-Symporter vermutlich eine Stochiometrie von 1
(Strobel, 1993), weswegen hier fiir Glucose ein dhnlicher Symport angenommen wird, der 1 bis
maximal 2 Ionen fiir den Transport eines Zuckermolekiils verwendet, was etwa 0,5 ATP-
Aquivalenten entspricht. Intrazellulir erfolgt anschlieRend die Phosphorylierung des Zuckers
durch die Hexokinase, wobei erneut 1 Mol ATP pro Mol Glucose verbraucht wird. Da die zweite
Phosphorylierung von Fructose-6-Phosphat zu Fructose-1,6-Bisphosphat auch durch die PPi-
abhangige PFK katalysiert werden kann, wurde anhand der -cytoplasmatischen
Enzymaktivititen der beiden PFK-Varianten (siehe Tab. 20 und Abb. 8) ein ndherungsweiser
Anteil von 23 % berechnet, der durch die ATP-abhdngige PFK katalysiert wird. Entsprechend
werden an dieser Stelle ungefdahr 0,23 Mol ATP pro Mol Glucose zur Phosphorylierung von
Fructose-6-Phosphat verwendet. Nach der letzten Aktivierung des Zuckers folgen in P. copri die
ATP-generierenden Schritte des EMP-Wegs und der anaeroben Atmung, die aufgrund des
intrazelluldren Flusses der Intermediate folgenden Beitrag leisten: Pro Mol Glucose erzeugt die
Phosphoglyceratkinase 2 Mol ATP, die PEP-Carboxykinase 1 Mol ATP, die Pyruvatkinase 1 Mol
ATP und die Acetatkinase ebenfalls 1 Mol ATP. Aus der Analyse der Atmungskette wurde
ersichtlich, dass im Zuge der Elektronentransportphosphorylierung ~0,88 ATP-Aquivalente pro
Mol Succinat entstehen, wodurch aufgrund der 1 zu 1 Stochiometrie von Glucose und Succinat
0,88 Mol ATP pro Mol Glucose generiert werden. Zusammengefasst entstehen so durch den

katabolen Abbau von Glucose 4,15 Mol ATP pro Mol Glucose.

Anhand der vereinfachten Elementarformel der Biomasse von P. copri (CiHi7900,43No,23) lassen
sich ndherungsweise einige grundlegende thermodynamische Werte berechnen, die mit dem
dargestellten Energiehaushalt abgeglichen werden kénnen (Popovic, 2019). Hierfiir bendétigt
man zunichst die Verbrennungsenthalpie fg, die bei der theoretischen Verbrennung der
Biomasse von P. copri freigesetzt und aufgrund der prozentualen Verteilung der Elemente
hauptsachlich CO,, H>O und N; hinterlassen wiirde. Die verbleibenden Elemente wie S oder P
sind aufgrund ihres geringeren Anteils fiir eine niherungsweise Berechnung von A2 nicht
erforderlich. Nach Patel and Erickson, (1981) lasst sich diese Verbrennungsenthalpie anhand der

Elektronenzahl E berechnen, die bei der Verbrennung der Biomasse auf Sauerstoff {ibertragen
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werden. Hieraus ergibt sich folgende Formel fiir E, wobei nc, ny, no und nn die Anzahl der C-,

H-, O- und N-Atome in der Biomasseformel darstellen:

GlL.11 E = 4nc + nH - zno - OnN

Entsprechend ist die Anzahl der Elektronen, die bei der theoretischen Verbrennung der
Biomasse CiHi7000,43No,23 von P. copri auf Sauerstoff tibertragen werden E = 4,92. Anschliefend
wird diese Zahl in die Patel-Erickson-Gleichung (Gl. 12) eingefiigt, die das proportionale
Verhiltnis von E und 2 beschreibt (Patel and Erickson, 1981; Popovic, 2019).

K
a2 R =114 || <5

Damit besitzt die Biomasse von P. copri eine Verbrennungsenthalpie ig von -546,55 kJ mol”,
woraus sich nun die molare Standardbildungsenthalpie der Biomasse aus Elementen (E}))bio
berechnen lisst. Hierfir wird A2 auf die bekannten Standardbildungsenthalpien der
Verbrennungsedukte und -produkte (ﬁ?)x bezogen (Hess sches Gesetz) und die vereinfachte
Gleichung (Gl. 13) nach der noch unbekannten Standardbildungsenthalpie der Biomasse

aufgelost, wobei zu bedenken ist, dass (h’? )N und (E?)O 0 kJ mol™ entsprechen und deswegen
2 2

nicht in der Gleichung auftauchen (Popovic, 2019).

. 1
GlL. 1B ﬁg = nc(ﬁ}))coz + EnH(EJQ)HZO - (E}))bio

1
(ﬁ]g)bio = nC(E}))COZ + EnH(E?)HZO - Eg

Hieraus ergibt sich eine molare Standardbildungsenthalpie (E}))bio von -102,37 k] mol™ fiir die
auf den Kohlenstoffanteil normalisierte Biomasse von P. copri. Der nachste notwendige
Parameter ist die molare Standardentropie der Biomasse 35;, des Bakteriums, die nach Battley,
(1999) in einem proportionalen Verhdltnis zur molaren Standardentropie der einzelnen
Elemente innerhalb der Biomasse steht und sich fiir P. copri durch die nachfolgende Gleichung
(G. 14) berechnen lasst, wobei 5¢ = 5,51 ] mol™ K, 57, =130,68 ] mol™ K7, 59, = 205,15 ] mol K"
und 5y, = 191,61 ] mol K" entsprechen (Popovic, 2019).

<0 0 <0

5 S 5

GL 14 Spio = 0,187 (nc§8 + ny % + ng % + ny %)

Hieraus ergibt sich eine molare Standardentropie der Biomasse 5j;, = 35,40 ] mol™ K, die man

nun zusammen mit (h’? )bio fiir die weiteren Berechnungen bendétigt.
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Das Hess 'sche Gesetz beschreibt die Enthalpiednderung des Gesamtprozesses A(h’g) als Summe
der Enthalpiednderungen der Einzelprozesse und kann in analoger Form auch zur Berechnung
der Entropieinderung des Gesamtprozesses A(5%) genutzt werden (Gl. 18) (Popovic, 2019). Im
Falle der auf Glucose angezogenen Kulturen von P. copri ist der Gesamtprozess mit dem
vollstindigen Metabolismus der Zelle gleichzusetzen, der letztlich als Kombination von
Anabolismus und Katabolismus betrachtet werden kann. Hierfiir lasst sich zundchst die
vereinfachte chemische Formel des Katabolismus aus dem Fluss der Intermediate
rekapitulieren, wobei sich die in der Formel vorkommende Anzahl an Elektronen auf die

gebildete Menge an Fd,.q bezieht:

GlL.15 1 Glucose + 0,26 COz = 1 Succinat + 1 Acetat + 0,27 Formiat + 1,48 e-
1 C1H,01 4+ 0,04 CO; = 0,17 Succinat + 0,17 Acetat + 0,05 Formiat + 0,25 e

Des Weiteren muss fiir die chemische Gleichung des Anabolismus beriicksichtigt werden, dass
der Hauptteil der Biomasse aus Glucose (Kohlenstoffquelle) und NH4* (Stickstoffquelle) gebildet
wurde und dass sich die Reduktion von Glucose zu Biomasse ultimativ in der Zufuhr von

Elektronen und der Abspaltung von Wasser duflert. Es ergibt sich folgende Gleichung:

Gl. 16 1 Glucose + 1,38 NH4+* + 1,38 e- 2 6 C1H1,790043No,23 + 3,42 H20
1 C{H;01 + 0,23 NHs+* + 0,23 e- > C1H1,7900,43No23 + 0,57 H,0

Fasst man nun Gl. 15 und GIl. 16 bei angeglichener Anzahl an e” zusammen, ergibt sich die

chemische Gleichung des Metabolismus von P. copri bei Wachstum auf Glucose:

Gl.17 1,93 C1H201 + 0,04 CO2 + 0,23 NH4+ > C1H1,7900,43No23 + 0,15 Succinat +
0,16 Acetat + 0,04 Formiat + 0,57 H»0

Anhand dieser Formel und den molaren Standardbildungsenthalpien und molaren

Standardentropien der Reaktanden und Produkte lassen sich nun A(ﬁ%) und A(§g) des

Metabolismus mit Hilfe des Hess 'schen Gesetzes berechnen, wofiir auch die zuvor ermittelten

Werte von (ﬁ}))bio und 5);, benétigt werden:

Gl.18 A(ﬁg)x = (Z(ﬁfe)produkte) - (Z(ﬁfO)Reaktanden)
A(ﬁg) _ ((ﬁfg)bio + nSuCC(ﬁJe)succ + nAC(E}))Ac + nFor(ﬁfO)For + nHZO(E}))HZO )

- (nGluC(ﬁ]e)GluC + ncoz(ﬁfo)coz + nNH4+(EfO)NH4+ )

Bzw.

A(§%) = (Z §Igrodukte) - (Z §?2eaktanden)
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20 _ (<0 =0 =0 =0 0
A(SR) = (Shio + NsyuccSgyce T MacS g T MForSper T MH20S 20 )

_ -0 -0 -0
(nGluCSGluc T Nco2Scop T MNHA+S a4 )

(7). = -9%40,26 k] mol1; 8, cc:= 167,30 ] mol1 K1
(R?),, i=-484,93 k] mol'; 5].:= 158,00 ] mol-1 K-
(E}))For 1= -424,82 k] mol*; §?’or:: 129,00 ] mol1 Kt

()1, = -285,83 K mol1; 559:= 69,95 ] mol1 K1

(ﬁ}))muc := (-1271/6) k] mol ; 52;,.:= (209,20/6) ] mol-1 K-1

(Efg)coz :=-393,51 k] mol?; S¢pp:= 213,79 J mol K

(F2), 4, = 133,08 k] Mol ; §§744:= 113,00 ] molt K1

Hieraus ergeben sich A(h’g) = -4829 k] mol! und A(SR) = 29,13 ] mol! K! fiir die
Verstoffwechselung von Glucose und der Bildung des C-normalisierten Biomassebausteins

CiH1,7000,43No,23. Diese kdnnen nun in die Gibbs-Gleichung eingesetzt werden, um die Standard

Gibbs-Energie des Metabolismus G?,,em von P. copri zu berechnen, wobei T := 298,15 K unter

Standardbedingungen entspricht:
GL.19 GI(\)/Ieta = A(E??) - TA(§?3)

Es berechnet sich Gyetq = -56,97 k] mol™ oder -2,37 k] g (bezogen auf das Molekulargewicht
von CiHj7900,43N0,23), welche theoretisch als freie Energie das System ,Zelle“ in Form von z.B.
Warme verlasst oder im Erhaltungsstoffwechsel oder bei Transportprozessen investiert wird.
Bezieht man die spezifische freie Gibbs-Energie des Metabolismus auf die Zelltrockenmasse von
34,36 g pro Mol konsumierter Glucose, lag die freie Energie hier bei -81,44 k]. Unter der

Annahme, dass die gesamte verfiigbare, chemische Energie des Katabolismus durch ATP
reprasentiert wird, standen (_},(\),,eta etwa -155,77 kJ gegentiber, die aus der Hydrolyse von 4,15 Mol
ATP pro Mol konsumierter Glucose (bei -36,57 k] mol™) stammten. Da sich (_},?,,em letztlich aus
(_}ng des Katabolismus und dem Energiebedarf des Anabolismus zusammensetzt, stellt die

Differenz von (_}STP und (_},?,,eta den Wert des anabolen Energiebedarfs dar, welcher 70,32 kJ
entsprach. Um den Energiebedarf des Anabolismus zur Produktion von Biomasse zu decken,
wurden also etwa 46,33 % des gebildeten ATP verwendet, was grundsitzlich einem
erfahrungsgemadfden Wert von <50 % fiir anaerobe, chemoorganoheterotrophe Bakterien
entspricht (Thauer et al, 1977). Die geringe Effizienz chemoorganoheterotropher Anaerobier

lasst sich zum Teil durch vermehrte Energiekosten erklaren, die durch Transportprozesse
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entstehen, da die Organismen in der Regel Garungsendprodukte aus der Zelle schleusen miissen
(Russell, 2007). Auflerdem wertet die vergleichsweise grofde Entropieinderung durch das
Ausschleusen von Endprodukten die freie Gibbs-Energie der Metabolismus-Reaktion
ykinstlich® auf, wodurch der prozentuale Anteil der fiir den Anabolismus zur Verfiigung
stehenden Energie sinkt (siehe auch weiter oben) (Stockar and Liu, 1999). Die Kombination aus
hoheren Kosten des Erhaltungsstoffwechsels und der vergleichsweise grofden Entropieanderung
durch den Gesamtmetabolismus fiihrte somit vermutlich auch bei P. copri dazu, dass der
Organismus nur weniger als die Halfte des gebildeten ATP effektiv zur Produktion von Biomasse
nutzen konnte. Hierdurch lag der molare Wachstumsertrag Yarp mit 8,3 g pro Mol ATP auch in

einem eher niedrigen Bereich typischer Wachstumsertrage von Bakterien (Russell, 2007).

Auch die thermodynamischen Werte von P. copri folgen logischerweise den grundlegenden
Prinzipien mikrobiellen Wachstums: So weist die Standardbildungsenthalpie von Biomasse aus
Elementen grundsétzlich einen negativen Wert auf, der sich dadurch erkléren lésst, dass bei der
hypothetischen Bildung der Biomasseeinheit aus Elementen weniger elektronegative Elemente
durch Sauerstoff und Stickstoff (teil-)oxidiert werden (Popovic, 2019). Da oxidative Reaktionen
grundsatzlich exotherm verlaufen, ist auch die Bildung von Biomasse exotherm (Popovic, 2019).
Des Weiteren besitzt Biomasse selbst zwar eine positive Entropie, die hypothetische Reaktion
zur Bildung der Biomasse aus Elementen jedoch eine negative Entropiednderung, da Biomasse
bzw. Zellen hoch organisierte Strukturen darstellen und daher die Entropie allgemein
vermindern (Popovic, 2019; Stockar and Liu, 1999). Dem gegentiber steht, dass der fermentative
Metabolismus von P. copri insgesamt die Entropie in Bezug zur Umgebung erhoht, weil Glucose
formal in mehrere Molekiile zerlegt wird. Die Erh6hung der Entropie durch die Abgabe von
Stoffwechselendprodukten stellt hierbei eine wichtige Triebfeder dar, die von vielen
Anaerobiern genutzt wird, um die im Vergleich zu aerober Atmung geringere Enthalpie des
Metabolismus auszugleichen (Stockar and Liu, 1999). Und obwohl P. copri durch die anaerobe
Fumaratatmung und die Substratkettenphosphorylierung nur verhdltnismafiig wenig
verfigbare Energie generiert, nutzt der Organismus das vollstindige Potenzial seines
Stoffwechsels nicht aus, um moglichst effizient Biomasse aufzubauen. Diese Beobachtung lasst
sich auch bei vielen anderen Mikroben feststellen und wird allgemein unter dem Begriff energy
spilling zusammengefasst (Russell, 2007). Hierbei ,verschwendet” die Zelle Energie in scheinbar
zwecklosen Reaktionen wie bspw. in Substratzyklen (gegenldufige Stoffwechselwege; engl.: futile
cycles) oder beim Ausschleusen von Metaboliten im Uberfluss-Metabolismus (engl.: overflow
metabolism). Auch die Entkopplung des elektrochemischen Protonengradienten von der ATP-
Synthese spielt hierbei eine Rolle, was entweder chemisch durch bspw. schwache Sduren und

einer pH-Differenz von Cytoplasma und Umgebung passieren kann, oder kontrolliert durch den
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Einsatz von sogenannten uncoupling proteins (UCPs), die als selektive Anionen-Kanale Protonen
tiber die Cytoplasmamembran transportieren ohne chemische Energie zu generieren (Russell,
2007; Demirel, 2014; Lipson, 2015). Diese ,energieverschwendenden“ Reaktionen sind jedoch
vermutlich weniger nachteilig fiir die Zelle als es nach intuitiver Wahrnehmung den Anschein
hat. Denn hierdurch wird die energetische Differenz von Anabolismus und Katabolismus
kiinstlich vergrofdert, wodurch sich die Gesamtreaktion des Metabolismus vom effizientesten
Zustand einer Reaktion, dem Aquilibrium, entfernt. Im Umkehrschluss wird hierdurch jedoch
die beobachtete Reaktionsrate des Metabolismus proportional beschleunigt, was unter
bestimmten Bedingungen ein sinnvolles Tauschgeschaift fiir die Mikroben sein kann, wenn die
Geschwindigkeit den niitzlicheren Faktor fiir die eigene Uberlebensstrategie darstellt als der
Ertrag (Lipson, 2015; Russell, 2007; Stockar et al., 2006). So kann man generell davon sprechen,
dass schnell wachsende Organismen in ressourcenreichen Habitaten eher niedrige molare
Wachstumsertrage besitzen, wohingegen Organismen in ressourcenlimitierten Lebensraumen
haufig zu langsamem aber effizientem Wachstum tendieren (Lipson, 2015; Molenaar et al,
2009). Bezogen auf das Habitat ,,Colon®, in dem zyklisch gréf3ere Mengen an Ressourcen fiir die
Mikroben der Darmflora zur Verfiigung stehen, stellt vermutlich ,Zeit“ eine relevantere
Limitierung dar als die Substratverfiigbarkeit. Schnelle Wachstumsraten versprechen hier eine
erfolgreiche Eigenschaft zu sein, mit denen dominante Spezies sich vermutlich ihren Platz
innerhalb der Mikrobiota gegen die vielzdahligen Konkurrenten sichern. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass auch bei P. copri ein effizienteres Wachstum gegen kurze Verdopplungs-
zeiten eingetauscht wurde. Hinzu kommt, dass die meisten Organismen des Darmlumens ihre
Proteine vollstindig de novo aus Monosacchariden synthetisieren miissen, da Ballaststoffe die
primdre Kohlenstoffquelle des Habitats darstellen und nur verhdltnismaflig wenige
Aminosduren bzw. Proteinvorstufen durch die Nahrung in das Lumen des Dickdarms gelangen
(Rowland et al.,, 2018). Proteinbiosynthesen sind energetisch sehr kostenintensiv, sodass die von
Zuckern ausgehende Produktion von Biomasse verhdltnismafig viel ATP konsumiert.

Entsprechend senken diese de novo Biosynthesen zusatzlich den molaren Wachstumsertrag.

Insgesamt zeigte die Rekonstruktion des zentralen Stoffwechsels von P. copri, dass das
aufgestellte Modell inklusive des Flusses der Intermediate ein stimmiges Abbild der
biochemischen und -energetischen Prozesse des Organismus bei Wachstum auf Glucose liefert.
Der Metabolismus von P. copri ist dabei auf das Wachstum im Darmlumen optimiert, in dem
Polysaccharide das Hauptsubstrat der Mikroorganismen darstellt. Obwohl der anaerobe
Garungsstoffwechsel des Bakteriums in Kombination mit der Fumaratatmung nur

verhaltnismaflig wenig Energie liefert, ermoglicht das fein abgestimmte Stoffwechselsystem ein
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bemerkenswert schnelles Wachstum, das dem Organismus unter bestimmten Bedingungen die

Pradominanz tiber das Habitat ,,Colon“ sichert.

5.6 Der Zentralstoffwechsel der wichtigen Darmorganismen B. vulgatus und
P. johnsonii

Im Konkurrenzkampf um die Vorherrschaft iiber die menschliche Darmmikrobiota ist vor allem
die phylogenetische Ordnung der Bacteroidales zu nennen, die im Colon durch einige {iberaus
erfolgreiche Gattungen vertreten wird (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Hierzu
zahlt nicht nur die Gattung Prevotella, sondern vor allem auch die Gattung Bacteroides, die in
Metagenomanalysen regelmaflig einen zweistelligen Prozentbereich der Darmflora ausmacht
und zusammen mit der Gattung Parabacteroides zu der am ausfiihrlichsten untersuchten
Gruppe der Bacteroidales gezahlt werden kann (Coyne et al., 2019; Human Microbiome Project

Consortium, 2012; Wexler et al., 2018).

Interessanterweise erfiillen viele Spezies dieser erfolgreichen Gattungen sehr dhnliche
Funktionen innerhalb der menschlichen Darmmikrobiota, wo sie als primdre Polysaccharid-
verwerter die komplexen Zuckerstrukturen der aus der Nahrung gewonnenen Ballaststoffe
zerkleinern und die Oligo- bis Monosaccharide auch fiir andere Spezies des Darms bereitstellen
(Wexler et al., 2018; Wexler, 2007; Flint et al., 2007; Flint et al., 2008). Zusatzlich verfiigen diese
Organismen allesamt tiiber einen sehr dhnlichen Zentralstoffwechsel, der sich in den
wesentlichen Punkten kaum voneinander unterscheidet. Der in dieser Arbeit analysierte
zentrale Kohlenstoff- und Energiemetabolismus von P. copri kann hierbei als eine Art
,2Minimalausstattung“ betrachtet werden, der bei den meisten, anaeroben Vertretern der
genannten Gattungen durch weitere Merkmale erganzt wird. So zeigte auch die Analyse der
Zentralstoffwechsel von B. vulgatus und P. johnsonii als reprasentative Spezies ihrer jeweiligen
Gattung, dass beide Organismen Monosaccharide hauptsachlich tiber den EMP-Weg
verstoffwechseln, prinzipiell aber auch die Gene des oxidativen Teils des PPP besitzen und daher
wahrscheinlich vor allem Pentosen tiber den zuletzt genannten Stoffwechselweg abbauen. Zwar
konnte auch in diesen Organismen kein Gen fiir eine Transaldolase gefunden werden, allerdings
besitzen beide Bakterien wie P. copri oder E. histolytica eine PPi-abhdngige PFK, die vermutlich
zusammen mit der Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase den enzymatischen Schritt der
Transaldolase im PPP umgeht (siehe auch Kapitel 4.2 und 4.3). Man kann daher annehmen,
dass der PPP sowohl in B. vulgatus als auch in P. johnsonii als vollstandiger Stoffwechselweg

vorliegt.

Die weitere Verstoffwechselung der C-Korper verlauft ansonsten wie in P. copri, wobei B.

vulgatus noch die Moglichkeit besitzt, Pyruvat mit Hilfe einer Lactatdehydrogenase zu Lactat

-123 -



5 | Diskussion

zu reduzieren, was dem Organismus neben der Bildung von Formiat eine weitere Moglichkeit
bietet, iiberschiissige Reduktionsdquivalente abzubauen. Gleiches ist bereits fiir die
artverwandte Spezies B. fragilis bekannt (Narikawa et al., 1991). Des Weiteren sind sowohl B.
vulgatus als auch P. johnsonii in der Lage, Succinat noch bis hin zu Propionat zu
verstoffwechseln, was im Vergleich zu P. copri den wohl grofdten Unterschied innerhalb des
Zentralstoffwechsels darstellt (Abb. 8, Abb. 26 und Abb. 27). Gerade die dabei durchgefiihrte
Freisetzung von CO; durch die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase ist vermutlich von grof3erer
Bedeutung fiir die Organismen, da hierdurch der CO-Bedarf der Succinatproduktion
stochiometrisch ausgeglichen wird. Ein mogliches Resultat dieser Tatsache konnte bereits in
den Wachstumsexperimenten beziiglich der CO»-Abhdngigkeit von P. copri beobachtet werden
(siehe Kapitel 4.1.1), in dem der Vergleichsorganismus B. vulgatus mit deutlich geringeren
HCOs-Konzentrationen wachsen konnte als P. copri. Da bei der Decarboxylasereaktion
zusatzlich auch Natriumionen tiber die Cytoplasmamembran transloziert werden, bietet dieser
Stoffwechselweg auflerdem noch einen energetischen Vorteil. Interessanterweise produzierten
B. vulgatus und P. johnsonii jedoch unter den genutzten Bedingungen in dieser Arbeit nur relativ
wenig Propionat und hinterliefden in den Kulturiiberstanden vor allem Succinat als Endprodukt
des respiratorischen Teils des Zentralstoffwechsels. Es ist bekannt, dass die Propionatbildung in
Bacteroides spp. vor allem durch niedrige CO>-Konzentrationen und einer ausreichenden
Verfligbarkeit an Vitamin B12 stimuliert wird (Caspari and Macy, 1983; Chen and Wolin, 1981).
Vitamin BI2 fungiert als Cofaktor der Methylmalonyl-CoA-Mutase, sodass der Succinyl-CoA-
Weg zur Produktion von Propionat entsprechend nur in Anwesenheit dieses Vitamins
stattfinden kann. Da Vitamin Bl2 in dem verwendeten Medium mit 0,6 pM zwar in einer
vermutlich ausreichenden Konzentration vorlag (Varel and Bryant, 1974), die Verfiigbarkeit von
COzjedoch aufgrund der verwendeten Gasatmosphare sehr hoch war, fehlte zur Produktion von
Propionat wahrscheinlich der CO-abhéangige Stimulus. Es ist denkbar, dass der Succinyl-CoA-
Weg aufgrund der vier notwendigen Enzyme, von denen zwei auch noch aus mehreren
Untereinheiten bestehen, einen eher aufwandigen und energieintensiven Vorgang darstellt, der
sich fiir die Organismen bspw. nur unter den beschriebenen Bedingungen lohnt. In beiden
Bakterien reichte die gebildete Menge an Propionat jedoch trotzdem aus, um eine im Vergleich
zu P. copri geringere CO>-Abhangigkeit des Zentralstoffwechsels zu erzeugen. Dies zeigt sich
direkt an den jeweiligen Fermentationsgleichungen, in denen pro 1 Mol Glucose nur 0,09 Mol
COz (B. vulgatus) bzw. 0,11 Mol CO; (P. johnsonii) konsumiert wurden, was weniger als die Halfte
bis ein Drittel des CO,-Bedarfs des Zentralstoffwechsels von P. copri entsprach (siehe auch
Kapitel 4.3.2).

-124 -



5 | Diskussion

Die Rekapitulation der Intermediatfliisse zeigte, dass B. vulgatus etwas mehr Glucose iiber den
Katabolismus bzw. respektiv weniger tiber den Anabolismus verstoffwechselte als P. copri, was
sich unter anderem auch in einer niedrigeren Zelltrockenmasse pro Liter Kultur pro ODgoo von
1 duflerte. Im Gegensatz hierzu lag die Zelltrockenmasse von P. johnsonii bei einem zu P. copri
vergleichbaren Wert. Bemerkenswerterweise liefs sich der Zentralstoffwechsel von P. johnsonii
jedoch anhand des erstellten Modells nicht ausgleichend bilanzieren, da der Bedarf des
Anabolismus an Reduktionsdquivalenten nur zu etwa 41 % abgedeckt werden konnte (siehe
Kapitel 4.3.2). Es ist denkbar, dass P. johnsonii die vorhandene Glucose nur anteilig tiber den
EMP-Weg verstoffwechselte und stattdessen zum Teil den oxidativen PPP verwendete.
Hierdurch hatte der Organismus die Moglichkeit, einen Teil der Glucose vollstandig zu CO; zu
oxidieren, wodurch gleichzeitig deutlich mehr Reduktionsdquivalente gebildet worden waren.
Da hierdurch auflerdem ein groflerer Teil der konsumierten Glucose dem Katabolismus
zugeordnet werden miisste, wiirde sich neben der zu niedrigen Redox-Bilanz auch die zu hohe
C-Bilanz relativieren. Zwar ldsst sich der theoretisch notwendige Anteil an vollstandig oxidierter
Glucose anhand der unausgeglichenen [H]-Bilanz ndherungsweise auf nur etwa 1,3 mmol/g TG
bestimmen, allerdings kann anhand des Substratverbrauchs/der Produktbildung der genaue
Anteil an totaloxidierter Glucose nicht genau berechnet werden. Das Schicksal der Glucose im
Zentralstoffwechsel von P. johnsonii miisste also in zukiinftigen Experimenten auf andere Weise,
wie z.B. mit Hilfe einer Isotopenmarkierung, analysiert werden, um eine genauere Aussage tiber

den intrazelluldren Zuckerabbau von P. johnsonii treffen zu konnen.

Neben dem cytoplasmatischen Teil des Zentralstoffwechsels lassen sich auch die anaeroben
Atmungsketten von B. vulgatus und P. johnsonii mit den Ergebnissen von P. copri vergleichen:
So ist die Atmungskette von B. vulgatus wie bei P. copri aufgebaut und wird vor allem durch die
funktionelle Einheit aus ,kopflosem“ NDHI, Nqr und Fumaratreduktase reprasentiert. Auch in
diesem Organismus lief3 sich ansonsten der Rnf-Komplex und eine Cytochrom-bd-
Chinoloxidase auffinden. Interessanterweise besitzt P. johnsonii im Gegensatz hierzu keinen
,kopflosen“ NDHI, sodass samtliche Elektronen tiber die Ngr in die Atmungskette geschleust
werden miissen. Damit bleibt auferdem nur noch der Rnf-Komplex, um das im Katabolismus
gebildete Fd..q zur Energiekonservierung zu nutzen, was prinzipiell auch bedeutet, dass die
Atmungskette von P. johnsonii simtliche Energie in Form eines reinen, elektrochemischen
Natriumionengradienten konserviert. Trotz dieser Form der Energiekonservierung ist es sehr
wahrscheinlich, dass P. johnsonii keine Na*-abhdngige FiFo-ATP-Synthase besitzt, da die
Sequenzanalyse der Untereinheit C (AtpE) wie auch bei B. vulgatus oder P. copri auf eine
eindeutige H*-Abhangigkeit hindeutet (siehe Kapitel 4.3.1). Es ist daher sehr wahrscheinlich,

dass P. johnsonii (und natiirlich auch B. vulgatus und P. copri) iiber einen oder mehrere
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Antiporter in der Membran verfiigt, um Na* gegen H* auszutauschen (siehe auch Kapitel 4.2.4).
Von einem energetischen Standpunkt aus betrachtet, hat die Abwesenheit des ,kopflosen®
NDHI auflerdem noch eine weitere Konsequenz: Da sich das Verhadltnis der translozierten lonen
pro transportiertem Elektron dndert, erzeugt die Atmungskette (bestehend aus Ngr und
Fumaratreduktase) in P. johnsonii unter ansonsten gleichen Bedingungen theoretisch etwas
weniger ATP pro Fumaratreduktion als bspw. in P. copri oder B. vulgatus, die iiber einen
y<kopflosen“ NDHI-Komplex verfiigen. Um diese energetische Differenz auszugleichen, ware es
moglich, dass P. johnsonii tatsachlich den Rnf-Komplex zur zusatzlichen Energiekonservierung
nutzt, da hierdurch die nétigen lonen transloziert werden konnen, um die Energiekonservierung

der Elektronenkettenphosphorylierung auf etwa 1 ATP pro Fumaratreduktion anzuheben.

Die bioinformatischen Daten zeigten aufderdem einen weiteren grofien Unterschied zwischen
den Organismen: So besitzen B. vulgatus sowie P. johnsonii im Gegensatz zu P. copri
Hydrogenasen, mit denen die Organismen grundsdtzlich Reduktionsdquivalente in Form von
H, abgeben konnen. Zwar ist die physiologische Funktion dieser Hydrogenasen in beiden
Gattungen noch nicht geklart, allerdings wird deutlich, dass B. vulgatus und P. johnsonii
insgesamt deutlich mehr und flexiblere Moglichkeiten besitzen, um Reduktionsdquivalente zu
recyceln. Dies ist unter Umstanden fiir die Organismen notwendig, wenn das Habitat vor allem
Substrate mit reduzierterem Zustand bereitstellt, wie z.B. Aminosauren oder Zuckeralkohole.
Da in diesem Fall weniger Reduktionsidquivalente benotigt werden, um die jeweiligen
Substanzen in Biomasse umzuwandeln, kann es theoretisch dazu fithren, dass der Katabolismus
mehr [H] bereitstellt, als ben6tigt wird, und die Organismen dann Stoffwechselwege bendtigen,

um die tiberschiissigen [H] zu entfernen.

Zusammenfassend zeigte die Analyse der drei wichtigen Vertreter der human-assoziierten
Bacteroidales B. vulgatus, P. johnsonii und P. copri, dass vor allem letzterer Organismus einen
relativ minimalistischen Kohlenstoff- und Energiestoffwechsel besitzt, der sich als Grundschema
fir viele erfolgreiche Spezies (Bacteroidales) der menschlichen Intestinalflora anwenden lasst.
Dieses Grundgertst ist in B. vulgatus und P. johnsonii deutlich flexibler gestaltet und die
Bakterien besitzen mehrere metabolische Stellschrauben, die es ihnen erlauben, den
Zentralstoffwechsel an unterschiedliche Bedingungen anzupassen. Hierbei kristallisierten sich
vor allem zwei Parameter heraus, die den Stoffwechsel der Organismen vermutlich starker
beeinflussen: Die CO-Konzentration der Umgebung und die Mdglichkeit zur Ausbalancierung
des internen Redoxhaushalts. Ersterer Parameter hat vermutlich durchaus signifikante
Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Darmmikrobiota, da die haufig pradominante
Spezies P. copri aufgrund des begrenzten Stoffwechsels nur unter CO;-reichen Bedingungen

optimal wachsen kann. B. vulgatus und P. johnsonii als Vertreter wichtiger Gattungen der
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menschlichen Darmflora besitzen hingegen einen weit weniger CO:-abhdngigen
Zentralstoffwechsel und sind wahrscheinlich auch bei sehr CO»-limitierten Bedingungen in der
Lage, den Colon mit hohen Zellzahlen zu besiedeln. Die Moglichkeit tiiberschiissige
Reduktionsaquivalente zu entfernen, liefert auf3erdem vermutlich die Grundlage, um Substrate
abseits der im Colon hdufig vorkommenden (Poly-)Saccharide zu verstoffwechseln, die
ansonsten aufgrund eines reduzierteren Zustands den Redoxhaushalt aus dem Gleichgewicht
bringen konnten. Relevant ist dies bspw. bei der Besiedelung der Mucinschicht oder bei einer
ballaststoffarmen bzw. proteinreichen Erndhrung, wodurch reduziertere Substrate wie z.B.

Aminosduren gehauft zur Verfligung stehen.

5.7 Biotechnologische Succinatproduktion mit Hilfe des Darmbakteriums P.
copri

Allein aufgrund der grofen Biodiversitat stellt die Darmmikrobiota einen potenziellen Fundus
an biotechnologisch interessanten Mikroorganismen dar, welche bereits von Natur aus in der
Lage sind, eine Vielzahl von (vor allem pflanzlichen) Polysacchariden als giinstige und
nachwachsende Rohstoffe zu verwerten. Zu diesen potenziell interessanten Organismen zahlt
auch P. copri, da das Bakterium mit einem extensiven Repertoire an Polysaccharid-abbauenden
Enzymen, fiir z.B. die Degradation von Xylan und Pectin, ausgestattet ist (Accetto and Avgustin,
2015; Accetto and Avgustin, 2018; Fehlner-Peach et al, 2019). Zusitzlich zeigten die
Wachstumsexperimente, dass P. copri als eine der dominanten Spezies der menschlichen
Intestinalflora auch in einem Minimalmedium zu hohen Zelldichten heranwachst die mit
kurzen Verdopplungszeiten erreicht werden. Hierdurch bietet das Bakterium bereits
wiinschenswerte Eigenschaften, die in der Industrie haufig fiir die Wirtschaftlichkeit eines
biotechnologischen Prozesses verantwortlich sind (Okafor, 2016). Gleichzeitig erzeugt P. copri
Succinat als eine biotechnologisch relevante Substanz, die im zentralen Kohlenstoff- und
Energiemetabolismus des Organismus als notwendiges Endprodukt anfillt und in das
umliegende Medium abgeben wird. Succinat als C4-Dicarboxylat wird schon jetzt in
verschiedenen Industriezweigen eingesetzt und fungiert bspw. als Sduerungsmittel und
Geschmacksverstarker in Lebensmitteln oder als Zusatzstoff in der Formulierung von Zementen
(Nghiem et al, 2017). AuRerdem dient Succinat als eine der weltweit wichtigsten
Plattformchemikalien fiir die Herstellung von Pigmenten, Detergenzien, Kosmetika sowie
zukunftstrachtigen Polymeren wie z.B. Polybutylensuccinat (Nghiem et al., 2017; Dessie et al.,

2018; Mancini et al., 2019).

Klassischerweise wird Bernsteinsaure bzw. Succinat als Salz dieser Sdure iiber die Verarbeitung

von raffiniertem Erdol produziert (Pinazo et al., 2015). Hierbei erfolgt die Synthese in der Regel
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iiber Maleinsdaureanhydrid, welches zunachst mit Hilfe von Nickel- oder Palladiumkatalysatoren
und molekularem Wasserstoff bei 120 °C - 180 °C und moderaten Driicken zu
Bernsteinsdaureanhydrid hydrogeniert wird. Anschliefdend wird das Anhydrid zu Bernsteinsdure
durch das Losen in heiflem Wasser hydrolysiert (Pinazo et al, 2015). Aufgrund der stetig
ansteigenden Olpreise, besseren Fermentationstechnologien und dem allgemeinen Wunsch
nach nachhaltigeren Prozessen, wird mittlerweile jedoch statt der konventionellen Methode
verstarkt auf biotechnologische Verfahren gesetzt, um Succinat aus nachwachsenden
Rohstoffen zu gewinnen (Pinazo et al, 2015; Dessie et al, 2018). Aktuell werden
unterschiedliche Strategien gefahren, um biobasiertes Succinat zu produzieren, wobei als
Ausgangsstoff in der Regel eine glucosehaltige Ressource genutzt wird (Nghiem et al., 2017). Zur
Umwandlung werden fast ausschlieflich Mikroorganismen eingesetzt, die den Zucker entweder
(meist aerob) durch einen gentechnisch modifizierten Citratzyklus oder durch anaerobe
Fumaratatmung verstoffwechseln (Nghiem et al., 2017). Zu den erfolgreichsten Systemen zdhlen
der Einsatz von rekombinanten E. coli- und Saccharomyces-Stimmen sowie natiirlich
selektierten Succinatproduzenten wie z.B. Basfia succiniciproducens und Actinobacillus
succinogenes (Mancini et al., 2019). Als Ausgangsmaterialien werden vor allem agrar- und
forstwirtschaftliche Erzeugnisse genutzt, wobei hauptsachlich starke- oder lignocellulosehaltige
Substrate in die Succinatproduktion eingehen (Mancini et al, 2019). Als primadrer
Polysaccharidverwerter der Darmmikrobiota wdre P. copri entsprechend ein geeigneter

Kandidat, um aus pflanzlichen Rohstoffen biobasiertes Succinat herzustellen.

P. copri produzierte in den ersten Wachstumsexperimenten unter nur schwachgepufferten
Bedingungen bereits 16 mM Succinat aus 22 mM Glucose, was einem Ertrag von 0,45 g Succinat
pro g Glucose entsprach (siehe Kapitel 4.2.6). Durch Pufferung des pH-Werts mit Hilfe von
CaHCOs oder Ca(OH); und hoheren Substratkonzentrationen konnte dieser Wert aufRerdem
ohne weitere Optimierung auf etwa 0,5 - 0,7 g Succinat pro g Glucose gesteigert werden, wobei
ein maximaler Succinat-Titer von ~25 g 1! erreicht wurde. Damit konnten &hnlich
vielversprechende Produktionsparameter fiir P. copri ermittelt werden, wie einst bei den
mittlerweile etablierten Succinatproduzenten A. succinogenes oder B. succiniciproducens
(McKinlay et al., 2007; Mancini et al., 2019; Scholten and Dagele, 2008). Tatsachlich verlaufen
sogar einige aktuelle Produktionsverfahren immer noch bei &dhnlichen Ertragen und

vergleichbaren bis nur leicht héheren Produkt-Titern (Mancini et al., 2019).
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Tab. 27: Ubersicht iiber ausgewihlte biotechnologische Produktionsverfahren zur Herstellung von Succinat mit Hilfe von verschiedenen Mikroorganismen und
Substraten. Sortiert nach den maximal erreichten Succinat-Titern. GVO = gentechnisch veranderter Organismus, WT = Wildtyp.

Succinat-Titer [

Organismus Substrat Ertrag* [g g'] 1] J Nebenprodukte Bedingungen Anmerkung Quelle
E. coli AFP111 (Tangl528) Glucose 0,83 89,4 Acetat, Ethanol Fed-Batch GVO Yu et al., 2016
E. coli KJ134 Glucose 1 71,5 Acetat, Formiat, Pyruvat, Batch GVO Jantama et al., 2008
Malat
E. coli KJ134 Glucose 0,94 6l Acetat, Formiat, Malat Batch GVO van Heerden and Nicol,
2013
A. succinogenes Glycerol 0,64 49,6 Acetat, Formiat Fed-Batch WT Carvalho et al.,, 2016
A. succinogenes Glucose 0,79 394 Acetat, Formiat Batch WT Liu et al., 2008
A. succinogenes Xylose 0,77 32,6 Acetat, Formiat Batch WT Liu et al., 2008
P. copri DSM 18205 Glucose 0,7 25 Acetat, Formiat Batch/ Fed-Batch WT Diese Arbeit
A. succinogenes Glycerol 0,95 24,4 Acetat, Formiat Batch WT Carvalho et al.,, 2016
A. succiniciproducens Molket 0,72 24 Acetat Fed-Batch WT Samuelov et al., 1991
A. succinogenes GAX+ 0,56 20,5 Acetat, Formiat kontinuierlich immobilisierte Ferone et al., 2018
Fermentation Zellen
B. succiniciproducens BPP7 Arundo donax 0,54 17 Acetat, Formiat, Lactat Batch WT Cimini et al., 2016
Hydrolysatt
Mannheimia succiniciproducen  Glucose 0,68 13,5 Acetat, Formiat, Lactat Batch WT Lee et al., 2002
s MBEL55E
B. succiniciproducens DD1 Glucose/ 0,6 5,8 Acetat, Formiat Batch WT Scholten and Dadgele,
Saccharose 2008
S. cerevisiae Glucose 0,07 3,62 Acetat, Glycerol, Ethanol Batch GVO Raab et al.,, 2010

H22ura3Asdh2AsdhlAidhlAidpl
*Succinat pro Substrat, Thauptséchlich Lactose, *Gemisch aus Glucose, Arabinose und Xylose, thauptsédchlich Glucose und Xylose
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Vergleicht man die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Produktionsparameter von P. copri
mit denen von bereits beschriebenen Verfahren, fdllt auf, dass vor allem gentechnisch
verdnderte E. coli-Stimme zu den effektivsten Succinatproduzenten gezdhlt werden (Tab. 27).
In solchen Féllen wurde der Metabolismus der Stamme ausfiihrlich gentechnisch modifiziert,
um Ertrage um 1 g Succinat pro g Substrat und Produkttiter jenseits der 50 g 1! zu erhalten
(Mancini et al., 2019; Yu et al., 2016; Jantama et al., 2008; van Heerden and Nicol, 2013). Hierbei
gibt es jedoch zwei grofe Nachteile, die die Effektivitat dieser Verfahren zum Teil relativieren:
Erstens sind aus industrieller Sicht fast nur genomische Modifikationen interessant, da so die
Stammerhaltung auch wéahrend einer Hochzelldichtenfermentation gewéhrleistet werden kann.
Plasmid-basierte Verfahren, die auf Selektionsmarker angewiesen sind, lassen sich daher
industriell nur bedingt einsetzen, sodass einige veroffentlichte Methoden eher nicht zur
Anwendung kommen werden (Yu et al, 2016). Zusatzlich sind Produkte aus Verfahren mit
gentechnisch verdnderten Organismen (GVOs) je nach Absatzmarkt schwieriger zu verkaufen,
und daher nur fiir bestimmte Bereiche wirtschaftlich. Zweitens kommt es bei
biotechnologischen Produktionsverfahren mit E. coli hdufig zu einem sogenannten overflow
metabolism, wodurch es zur Ansammlung von Stoffwechselintermediaten wie Pyruvat oder
Malat in der Fermentationsbrithe kommt (Basan et al., 2015). Es akkumulieren also neben den
sonstigen Endprodukten weitere Substanzen, die den Ertrag senken und die Aufreinigung des
Succinats erschweren (Jantama et al.,, 2008; van Heerden and Nicol, 2013; Mancini et al., 2019).
Nichtsdestotrotz werden aktuell E. coli-Stamme in wirtschaftlichen Anlagen, z.B. von BioAmber
(Pomacle, Frankreich) oder Myriant (Luisiana, USA), eingesetzt (Mancini et al, 2019).
Ansonsten werden hauptsdchlich A. succinogenes- und B. succiniciproducens-Wildtypen zur
Produktion von Succinat verwendet (Carvalho et al., 2016; Liu et al., 2008; Ferone et al., 2018;
Cimini et al., 2016; Lee et al., 2002; Scholten and Dégele, 2008). Da hier haufig auf Gentechnik
verzichtet wird, sucht man zur Prozessoptimierung stattdessen gezielt nach Stammen, deren
Stoffwechsel die Bildung von Succinat natiirlicherweise begiinstigen (Scholten and Dégele,
2008; Lee et al, 2002; Mancini et al, 2019). Auflerdem steigern die kontrollierten
Fermentationsbedingungen die Ertrage (zwischen 0,5 und 0,8 g g") und die Produkttiter (bis zu
50 g 1) der Verfahren (Carvalho et al., 2016; Mancini et al., 2019). Wie auch P. copri produzieren
A. succinogenes und B. succiniciproducens neben Succinat vor allem Acetat und Formiat als
Endprodukte des Zentralstoffwechsels, welche in Aufreinigungsschritten vom Succinat
abgetrennt werden miissen (Tab. 27). Da beide Bakterien aufferdem aus dem Pansen von
Wiederkdauern stammen, ldsst sich P. copri insgesamt am besten mit diesen
Succinatproduzenten vergleichen. Die Ahnlichkeit zu den bereits verwendeten Organismen und

die vergleichbaren Produktionsparameter sprechen dafiir, dass sich P. copri sehr wahrscheinlich
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auch zu einem erfolgreichen Succinatproduzenten etablieren lief3e. Vor allem auch, da aktuell
vermehrt auf nachwachsende Rohstoffe als Ausgangssubstrate zur Herstellung der
Plattformchemikalie gesetzt wird (Tab. 27)(Mancini et al., 2019). Da P. copri bereits iiber eine
Vielzahl von Enzymen zur Hydrolyse von pflanzlichen Polysacchariden (z.B. Xylan) verfiigt, ist

der Organismus ein nahezu idealer Kandidat fiir die nachhaltige Produktion von Succinat.

Um die bis jetzt mit P. copri erreichten Ergebnisse zur Produktion von Succinat noch weiter zu
optimieren, miissten ein paar Herausforderungen tiberwunden werden, die sich bereits in den
experimentellen Vorarbeiten herauskristallisierten: So miisste z.B. fiir eine Ertragsmaximierung
das Produktspektrum von P. copri durch Manipulation des Zentralstoffwechsels angepasst
werden, da die zusdtzliche Produktion der Endprodukte Acetat und Formiat aus der gleichen
Kohlenstoffquelle die Menge des gewiinschten Endprodukts verringert und die Aufreinigung
desselben zusétzlich erschwert (Mancini et al, 2019). Diese Anpassung muss jedoch bei fast
allen Succinat-produzierenden Organismen durchgefiihrt werden, da die entsprechenden
Stoffwechselwege wie bei P. copri hauptsachlich auf der reduktiven Produktion von Succinat
(Fumaratatmung) basieren. AufSerdem benétigen die Organismen grundsatzlich hierfiir und fir
den Aufbau von Biomasse Reduktionsdquivalente, die aus einem anderen Teil des Stoffwechsels
stammen und in der Regel Stoffwechselendprodukte erzeugen: Da Fumaratatmer haufig keinen
geschlossenen Citratzyklus besitzen, erfolgt die Bereitstellung von [H] meist nur iber die
glykolytischen Prozesse wie EMP-Weg oder oxidativer PPP, und tber die unvollstindige
Oxidation von Pyruvat zu Acetyl-CoA bzw. ultimativ zu Acetat. Gleichzeitig fiihrt die
notwendige Regulation des Redoxhaushalts in vielen dieser Organismen zu einem
Garungsstoffwechsel, welcher zusatzliche Endprodukte wie z.B. Lactat oder Ethanol erzeugt.
Eine vollstindige Unterbindung der Synthese dieser Endprodukte ldsst sich allerdings aufgrund
der Notwendigkeit fiir den Gesamtstoffwechsel nur in seltenen Fallen bewerkstelligen, sodass
viele Produktionssysteme die Nebenprodukte, wenn auch in moglichst geringen Mengen, in
Kauf nehmen; oder diesen Umstand moglicherweise sogar gewinnbringend nutzen (Mancini et
al., 2019). Ein Beispiel hierfiir ist die Produktion von Succinat mit gentechnisch veranderten S.
cerevisiae-Stammen, die das eingesetzte Substrat gleichzeitig sowohl {iber Fumaratatmung als
auch einen unterbrochenen Citratzyklus zu Succinat verstoffwechseln, also den Citratzyklus im
Prinzip sowohl reduktiv als auch oxidativ durchlaufen (Abb. 46)(Mancini et al., 2019; Raab et
al., 2010). Da der Produktionsstamm durch den modifizierten Stoffwechsel zusatzlich grofiere
Mengen Ethanol akkumuliert, kann aus einem Fermentationsansatz sowohl Succinat als auch

Bioethanol vermarktet werden (Mancini et al., 2019; Raab et al., 2010).
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P. copri, A. succinogenes, Glucose
B. succiniciproducens
B. succiniciproducens > DHAP — GcheroI-3P 5 GlycerOI
E. coli*
S. cerevisiae*
PEP

— —
“f OAA \ Pyruvat — Lactat

Isocitrat
Malat
Citrat > Formiat
Acetyl-CoA
Fumarat a-KG 1
\ / l*
. Succinyl-CoA Acetyl-P Acetaldehyd
Suednat "7 W ¢
Acetat EtOH

Abb. 46: Schematischer Vergleich der Succinat-Produktion in P. copri und den wichtigsten etablierten
Produktionsstimmen. DHAP = Dihydroxyacetonphopsphat. Glycerol-3P = Glycerol-3-phosphat, PEP =
Phosphoenolpyruvat, OAA = Oxalacetat, «-KG = a-Ketoglutarat, Acetyl-P = Acetylphosphat. Die mit ,*“-versehenen
Organismen reprasentieren gentechnisch verdnderte Staimme der jeweiligen Spezies. Gestrichelte Pfeile stellen
Stoffwechselwege dar, die nicht in allen Succinat-Produktionsstaimmen einer Spezies eine Rolle spielen.

P. copri erzeugt durch seinen zentralen Energie- und Kohlenstoffmetabolismus neben Succinat
nur zwei weitere Endprodukte, sodass genetische Modifikationen zur Steigerung des
prozentualen Succinat-Anteils vermutlich nur in geringen Maféen erforderlich sind. Ein
sinnvoller Eingriff ware in diesem Zusammenhang sicherlich die Deletion des Gens der Pyruvat-
Formiat-Lyase, die in P. copri ,nur“ dazu dient, tiberschiissige Reduktionsaquivalente abzugeben
(siehe auch Kapitel 4.2.6 und 5.5). Durch die Deletion ware der Organismus gezwungen die
tiberschiissigen Reduktionsdquivalente anderweitig zu entfernen, was in P. copri dann
wahrscheinlich nur noch tiber vermehrte Atmungsaktivitit passieren kann. So wiirde
gleichzeitig nicht nur der Anteil an Formiat verschwinden und vermutlich zusatzlich die Menge
an gebildetem Acetat vermindert, sondern auch die Succinatproduktion grundsatzlich
gesteigert. Im Gegensatz hierzu lief3e sich eine vollstandige Unterbindung der Acetatproduktion
aus Pyruvat in P. copri wahrscheinlich nicht realisieren, da der Organismus das tiber die
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase produzierte Fd.q fiir den eigenen Anabolismus benétigt.
Zusatzlich wiirde sich das fehlende ATP aus der Reaktion der Acetatkinase auch im
Energiehaushalt bemerkbar machen, sodass dieser Stoffwechselweg vermutlich essentiell fiir

wachsende P. copri-Kulturen ist.
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Vorteilhaft war in diesem Zusammenhang, dass die puffernden Bedingungen, und die hoheren
CO2/HCOs-Konzentrationen bereits zu einer Verschiebung der Endproduktverhaltnisse fiihrte,
die sich zu Gunsten des Succinats auswirkten. Der beobachtete Effekt beruhte dabei vermutlich
auf drei sich erginzenden Faktoren: Erstens konnte der respiratorische Bereich des
Stoffwechsels von P. copri durch die erhohten CO,/HCOs-Konzentrationen stimuliert worden
sein, was bereits fiir andere Fumaratatmer gezeigt werden konnte (Samuelov et al., 1991; Caspari
and Macy, 1983). Hierbei ist vor allem die PEP-Carboxykinase relevant, welche HCOs als Co-
Substrat fiir die Carboxylierung von PEP zu OAA verwendet, und daher direkt von hoheren
CO,/HCOs-Konzentrationen profitiert bzw. stimuliert wird (Podkovyrov and Zeikus, 1993).
Interessanterweise spielte moglicherweise auch das zusitzliche Ca?* eine Rolle, da fiir den
Reaktionsmechanismus des Enzyms zweiwertige lonen benétigt werden, und Ca?* z.B. in E. coli
als Aktivator der PEP-Carboxykinase fungiert (Sudom et al, 2003). Wahrscheinlich lagen so
insgesamt Bedingungen vor, die die katalysierte Reaktion der PEP-Carboxykinase begiinstigten,
sodass auch die weiterfiihrende Produktion von Succinat ausgehend von OAA verstarkt wurde.
Zweitens sorgte die pH-Pufferung dafiir, dass die schwachsauren Endprodukte Succinat, Acetat
und Formiat in hohen Konzentrationen im Medium akkumulierten und aufgrund ihrer pKs-
Werte trotz der gepufferten Bedingungen anteilig in ihren protonierten Formen vorlagen. Als
protonierte Sduren konnen die Endprodukte die Cytoplasmamembran des Bakteriums
passieren, wobei die freien Sduren Protonen aus dem umliegenden Millieu mit in die Zelle hinein
transportieren. Durch anschliefende Deprotonierung im Cytoplasma werden so Protonen
entgegen dem elektrochemischen Protonengradienten iiber die Cytoplasmamembran gefiihrt,
wodurch es zur Entkopplung der Atmungskette kommt. So muss das Bakterium Energie
investieren, um den elektrochemischen Ionengradienten aufrecht zu erhalten (Skulachev, 1998).
Drittens fiihrte die Akkumulation der Endprodukte zusaitzlich zu einem Anstieg der Anionen-
Konzentration in der Umgebung, wodurch auch der intrazellulare Ionenhaushalt der Zellen
verandert wiirde (Russell and Diez-Gonzalez, 1997; Pinhal et al., 2019; Carpenter and Broadbent,
2009). Die osmochemische Veranderung des Ionenhaushalts fithrte wahrscheinlich dazu, dass
die Zellen die Anionen durch bspw. den Einstrom von K*, oder den aktiven Ausstrom von
Anionen (z.B. Glutamat) konterten (Carpenter and Broadbent, 2009; Pinhal et al, 2019). In
jedem Fall musste (teilweise) Energie, die ansonsten fiir den Anabolismus zur Verfiigung
gestanden hatte, fiir den notwendigen lonen-Transport investiert werden. So hétte schon allein
die Anionen-Akkumulation abseits der entkoppelnden Wirkung den Energiehaushalt der Zelle
verandert, und damit das Spektrum der Endprodukte beeinflusst. Da es sich bei den intrazellular
akkumulierten Anionen zum Teil auch um die Endprodukte des Stoffwechsels selbst gehandelt

haben konnte, sind auf3erdem Riickkopplungen und regulatorische Effekte in Betracht zu
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ziehen, die den Zentralstoffwechsel direkt beeinflusst haben konnten (Pinhal et al., 2019). So ist
z.B. bekannt, dass erhohte intrazellulare Acetat-Konzentrationen in E. coli zu einer Zunahme
des Acetyl-Phosphat-Spiegels fithren. Acetyl-Phosphat dient hierbei nicht nur als Vorldaufer der
Acetat-Synthese sondern fungiert vor allem auch als globales Signalmolekiil, das als Phosphoryl-
Donor in der Lage ist, Regulatoren von Zweikomponentensystemen zu phosphorylieren (Wolfe,
2010). Hierdurch konnen eine Vielzahl von Antwort-Kaskaden ausgel6st werden, wodurch z.B.
in E. coli die Begeifelung der Zelle inhibiert und die Kapselbildung stimuliert wird (Wolfe,
2010). Aufderdem inhibieren erhéhte Acetat-Konzentrationen im Cytoplasma von E. coli dessen
Methionin-Synthese, da die Methionin-Synthase MetE und vermutlich weitere Enzyme dieses
Biosynthesewegs durch Acetat inaktiviert werden (Mordukhova and Pan, 2013; Roe et al., 2002;
Pinhal et al, 2019). Ahnliche Effekte auf zentrale Stoffwechsel- und Biosynthesewege wiren
deshalb auch in P. copri denkbar. Die Akkumulation von anionischen Endprodukten (vor allem
Acetat) konnte also auf verschiedenen Ebenen Auswirkungen auf den Metabolismus von P. copri
gehabt haben, wodurch sich das beobachtete Wachstumsverhalten und das verdanderte

Endprodukt-Spektrum erkldren lief3e.

Da die Auswirkungen von schwachsauren Stoffwechselendprodukten normalerweise vor allem
bei einem pH-Gefille von intra- zu extrazellulirem Raum zu beobachten sind, nutzen
Organismen, die in sauren Umgebung leben z.B. die Strategie, den pH-Wert des Cytoplasmas
dem der Umgebung anzupassen (Pinhal et al, 2019; Russell and Diez-Gonzalez, 1997; Ricke,
2003). Da P. copri diese Moglichkeit nicht besitzt, fand mit zunehmender Konzentration an
Endprodukten wahrscheinlich auch eine zunehmende Veranderung des Metabolismus (durch
Stimulierung der PEP-Carboxykinase, Entkopplung der Atmungskette und allgemeine
Beeinflussung des Stoffwechsels durch Endprodukte) statt. Die Entkopplung der Atmungskette
hitte in P. copri dazu gefiihrt, dass der Organismus verstarkt Reduktionsdquivalente in die
Produktion von Succinat investieren musste, um dem Abbau des Afin+ entgegenzuwirken,
wodurch insgesamt weniger Reduktionsaquivalente fiir den Aufbau von Biomasse zur Verfiigung
gestanden hatten. Vor allem aber nahm die Menge an gebildetem Formiat (und anteilig Acetat)
ab, da P. copri keine tiberschiissigen [H] tiber die Pyruvat-Formiat-Lyase entfernen musste. So
erhohte sich insgesamt der prozentuale Anteil an Succinat im Vergleich zu Acetat und vor allem
Formiat. Ahnlich zur Entkopplung hétte auch der inhibitorische Effekt der steigenden Anionen-
Konzentration gewirkt. Da die Zellen den zunehmenden osmotischen Stress ausgleichen
mussten, wurde sehr wahrscheinlich Energie fiir den aktiven Export von Anionen investiert,
wodurch insgesamt weniger Energie fiir den Anabolismus der Zelle zur Verfiigung stand bzw.
prozentual mehr Katabolismus betrieben wurde. Formiat (und anteilig Acetat) als Marker fiir

die Aktivitat des Anabolismus von P. copri (siehe auch Kapitel 4.2) wére damit entsprechend in
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geringeren Mengen produziert worden, was ebenfalls zur Verschiebung des Produktspektrums
gefiihrt hatte. Zudem hatten erhohte intrazellulire Acetat-Konzentrationen den
Zentralstoffwechsel des Organismus zusatzlich auf mehreren Ebenen beeinflusst. So veranderte
sich das Produktspektrum von P. copri aufgrund verschiedener Effekte zu Gunsten von Succinat.
Aus industrieller Sicht ware ein gezielter Einsatz solcher Succinat-fordernder Bedingungen
durchaus interessant, da die natiirliche Succinatproduktion von P. copri wahrscheinlich ohne
grofden technischen oder finanziellen Aufwand gesteigert werden konnte. Hierfiir konnte man
z.B. mit hohen Produktionstitern bei gleichzeitiger pH-Kontrolle arbeiten. Auch die
Verwendung von Atmungskettenentkopplern konnte erfolgsversprechend sein, um gezielt und
kontrolliert einen optimalen Grad an Entkopplung zu erzeugen, bei dem der Organismus

moglichst ertragreich das eingesetzte Substrat zu Succinat umsetzt.

Die Fermentationsversuche zeigten zusammen mit den Untersuchungen zur Ausfillung von
Bernsteinsaure unter Anwesenheit von Medienbestandteilen, dass der Einsatz von Ca?* im
Kultivierungsmedium nicht zu der gewiinschten Ausfallung der Endprodukte fiithrte. Zwar wird
Ca?* in der Industrie tatsdchlich genutzt, um Succinat aus der Fermentationsbriihe abzutrennen,
allerdings wird hierfiir in der Regel Kalkmilch in grofleren Mengen eingeleitet, ohne den pH-
Wert neutral halten zu missen, da die Bakterienzellen zu diesem Zeitpunkt bereits aus der
Briithe entfernt wurden (Thakker et al., 2012; Kurzrock and Weuster-Botz, 2010; Mancini et al.,
2019). Mit Hilfe des Ca*-Uberschusses ist es dann auch méglich trotz komplexer
Medienbestandteile =~ Succinat  vollstindig abzutrennen. In modernen  Succinat-
Produktionsanlagen wird auf3erdem vermehrt mit immobilisierten Zellen gearbeitet, sodass
Succinat in einem kontinuierlichen Prozess in separaten Reaktoren ausgefdllt werden kann
(Mancini et al., 2019). Hierdurch ist es moglich, mit zellschonenderen Produkttitern zu arbeiten
und das eingesetzte Medium unter Umstdnden mehrfach zu recyceln. Fiir die labormaf3stabliche
Nachempfindung einer solchen kontinuierlichen Entfernung der Endprodukte bedarf es also
mehr als den bloflen Einsatz von Calciumsalzen. Zwar war es mit der in dieser Arbeit
verwendeten Methode nicht moglich, mehr als knapp 300 mM Glucose zu etwa 215 mM Succinat
(plus ~150 mM Acetat und ~80 mM Formiat) umzusetzen, allerdings zeigt dies im

Umbkehrschluss, dass P. copri prinzipiell hohe Produktkonzentrationen gut ertragt.

So konnte mit Hilfe des menschlichen Darmbakteriums P. copri erstmalig gezielt das C4-
Dicarboxylat Succinat produziert werden. Der Organismus brachte dabei natiirlicherweise
wichtige FEigenschaften zur Herstellung dieser Plattformchemikalie mit, wodurch unter
einfachen Bedingungen und ohne grofartige Optimierungsschritte bereits konkurrenzfahige

Produktionsparameter erreicht werden konnten.
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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der zentrale Energie- und Kohlenstoffmetabolismus

des wichtigen Darmbakteriums P. copri rekonstruiert, seine grundlegenden Wachstums-

eigenschaften erfasst und die gewonnenen Daten mit zwei weiteren zentralen Bakterien der

menschlichen Intestinalflora (B. vulgatus und P. johnsonii) verglichen. Zusatzlich wurde

tiberpriift, ob sich P. copri aufgrund seiner metabolischen Eigenschaften zur biotechnologischen

Produktion der zukunftstrachtigen Plattformchemikalie Succinat einsetzen lasst. Es wurden

folgende Ergebnisse erzielt:

L)

3.)

Es konnte ein Komplex- (PYG) und ein Minimalmedium (DMMG) identifiziert werden, um
P. copri erfolgreich zu kultivieren. Das Bakterium benétigt Vitamin K, Himin und Vitamin
BI2 und erreichte in den genannten Medien mit Verdopplungszeiten von 40 min (in PYG)
bzw. 2,5 h (DMMG) finale ODg¢po von 2,6 bzw. 1,5. Dabei wurde eine Zelltrockenmasse von
0,43+0,08 bzw. 0,40+0,06 g 1" pro ODsoo von 1 produziert. Im Zuge der Experimente konnte
auflerdem festgestellt werden, dass P. copri etwa 20 mM HCOs;™ benétigt, um optimal zu
wachsen. Zum Vergleich benoétigte B. vulgatus, als Vertreter der mit P. copri
konkurrierenden Gattung Bacteroides, hierfiir nur etwa 10 mM HCOs". Analysen zum HCOs5
-Gehalt von menschlichen Feces zeigten, dass diese CO>/HCOs-Abhangigkeit
bemerkenswerte Implikationen fiir die Darmflorazusammensetzung haben kann, da im
Colon von einigen Menschen Bedingungen vorherrschten, bei denen das Wachstum von P.
copri eingeschrankt gewesen ware.

Es wurde die Elementarzusammensetzung von P. copri bestimmt, wodurch eine
vereinfachte, C-normalisierte Biomasseeinheit von CiH;790043No23 errechnet werden
konnte. Auflerdem wurde festgestellt, dass der Organismus Glycogen als Speicherstoff
einlagert.

Anhand von bioinformatischen, transkriptionellen und enzymatischen Untersuchungen
konnte ein zentrales Stoffwechselmodell von P. copri fiir die Verstoffwechselung von
Glucose erstellt werden. Das Bakterium baut Glucose im Katabolismus tiber den EMP-Weg
ab, wobei PEP und Pyruvat die zentralen Stoffwechselintermediate darstellen. PEP wird zum
einen zu Fumarat verstoffwechselt, das in der anaeroben Atmungskette von P. copri als
terminaler Elektronenakzeptor fungiert und zu Succinat reduziert wird. Zum anderen wird
PEP zu Pyruvat umgewandelt. Pyruvat wiederum wird entweder iiber eine Pyruvat-Formiat-
Lyase oder eine Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA umgesetzt, wobei das
erste Enzym zusatzlich Formiat und das letzte Enzym zusatzlich Fd;ea und CO; freisetzt.

Acetyl-CoA wird anschliefSend zu Acetat verstoffwechselt. Die funktionelle Einheit der
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Atmungskette von P. copri besteht aus den Enzymen Nqr, einer ,kopflosen“ NDHI-Variante
und der Fumaratreduktase. Elektronen fiir die Reduktion von Fumarat werden tiber NADH
und Fdiq bereitgestellt und es wird ein elektrochemischer lonengradient mit den
Kopplungsionen H* und Na* erzeugt. Zusatzlich sind die Gene fiir einen Rnf-Komplex, sowie
eine Cytochrom-bd-Chinoloxidase codiert, die allerdings unter den getesteten Bedingungen

nicht transkribiert vorlagen.

4.) Versuche mit ruhenden Zellen zeigten, dass die ATP-Bildung der Atmungskette in P. copri

5.)

protonenabhangig verlduft. Eine bioinformatische Analyse zur Untereinheit C der FiFo-ATP-
Synthase bestdtigte auflerdem, dass der Enzymkomplex keine Na* zur Phosphorylierung von
ATP nutzen kann, weswegen die durch die Ngr translozierten Na* vermutlich tiber einen
H*/Na*-Antiporter gegen H* eingetauscht werden.

Durch Bestimmung des Trockengewichts, des Substratverbrauchs und der Produktbildung
von Kulturen in unterschiedlichen Wachstumsphasen konnte der Fluss der Intermediate im
zentralen Energie- und Kohlenstoffmetabolismus von P. copri rekonstruiert werden.
Wahrend Glucose von Kulturen in Komplexmedium fast vollstandig im Katabolismus
verwertet wurde, investierten Kulturen in Minimalmedium 22,7 % der Glucose in den
Aufbau von Biomasse. Der Fluss der Intermediate zeigte auflerdem, dass die CO--
Abhangigkeit von P. copri durch das Ungleichgewicht im CO;-Bedarf der PEP-
Carboxykinase und der CO»-Freisetzung der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase zustande
kam, was direkt mit der gebildeten Menge an Formiat korrelierte. Zusatzlich wurde der
Redox-Haushalt des Metabolismus bilanziert. Es zeigte sich, dass die im Katabolismus netto
gewonnenen Reduktionsdquivalente den Bedarf an [H] fiir die Bildung der Biomasse aus
Glucose zu 97,2 % abdeckten, sodass hiermit die aufgestellte Rekonstruktion bestatigt

werden konnte.

6.) Auch der Zentralstoffwechsel von B. vulgatus und P. johnsonii wurde wie oben beschrieben

analysiert. Die beiden Organismen zeigten einen dhnlichen Grundaufbau wie P. copri, wobei
sich im Detail bemerkenswerte Unterschiede feststellen lief3en: So waren B. vulgatus und P.
johnsonii z.B. in der Lage, Propionat aus Succinat zu produzieren, was den CO»-Bedarf der
Fumaratatmung stochiometrisch ausgleicht. Aufderdem produzierte B. vulgatus Lactat aus
Pyruvat. P. johnsonii besaf hingegen keine Gene des ,kopflosen“ NDHI, dafiir aber die Gene
der Schliisselenzyme des oxidativen PPP. Fiir beide Organismen wurden die
Zelltrockenmassen, der Substratverbrauch und die Produktbildung bestimmt. Die
Wachstumsertrage lagen bei 26,7 bzw. 43 g pro Mol Glucose. Die C- und [H]-Bilanzen
gingen bei B. vulgatus zu 94 % und 95,21 % auf, wohingegen die Bilanzierung des C- und

[H]-Haushalts von P. johnsonii nicht anndhernd 100 % erreichte. Es wurde die Hypothese

-137 -



6 | Zusammenfassung

aufgestellt, dass P. johnsonii einen Teil der konsumierten Glucose vollstindig iiber den
oxidativen PPP zu CO. oxidiert, was die Diskrepanz zwischen Messdaten und
Stoffwechselmodell erklaren wiirde.

7.) Es wurden Versuche unternommen, um die Plattformchemikalie Succinat mit Hilfe von P.
copri zu produzieren. Unter CaHCOs- und Ca(OH),-gepufferten Bedingungen konnten 0,5-
0,7 g Succinat pro g Glucose umgesetzt werden mit einem maximalen Produkttiter von 25 g
I (=215 mM). Dabei zeigte sich, dass die komplexen Bestandteile von PYG die Ausfillung
der Stoffwechselendprodukte durch Ca** bei neutralem pH-Wert verhinderten. Dennoch
sorgten die Bedingungen fiir eine Steigerung der natiirlichen Succinatproduktion von P.
copri, sodass ohne weitere Optimierung bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt werden

konnten.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die grundlegenden Eigenschaften
von wichtigen Bakterien der menschlichen Intestinalflora detailliert untersucht. Es konnten
Riickschliisse gezogen werden, die zum allgemeinen Verstandnis tiber die Formung und
Funktion der Darmmikrobiota beitragen, und die P. copri als einen potenziell biotechnologisch

nutzbaren Organismus identifizieren.
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