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1. Einleitung |

1. Einleitung
1.1 Prabiotika — Definition und Bedeutung

Vor mehr als einem Jahrhundert, im Jahr 1907, verdffentlichte der russische Bakteriologe und
Immunologe Elias Metchnikoff sein Buch ,,The Prolongation of Life (Metchnikoff 1907). In diesem
Werk beschrieb er eine interessante Beobachtung, mit der er, wie sich spater herausstellte, den
Grundstein fiir das probiotische Konzept legte. Metchnikoff verkniipfte die iberdurchschnittlich hohe
Lebenserwartung bulgarischer Bauern mit dem regelméfRigen Verzehr von Milchsdurebakterien in Form
von fermentierten Milchprodukten. Aufbauend auf der Entdeckung des ,,bulgarischen Bazillus* durch
den bulgarischen Arzt Stamen Grigorov untersuchte Metchnikoff, wie bestimmte Mikroorganismen zu
einer Verbesserung der Verdauung und des Immunsystems beitragen. Er postulierte: "The dependence
of the intestinal microbes on the food makes it possible to adopt measures to modify the flora in our
bodies and to replace the harmful microbes by useful microbes" (Metchnikoff 1907). Bis zum heutigen
Tag konnte sich das probiotische Konzept bewahren und wurde durch zahlreiche Studien untermauert
(Fuller 1991; Williams 2010; Hill et al. 2014), was dazu fuhrte, dass sich ein rapide wachsender Markt
fiir Probiotika entwickelte, der im Jahr 2016 auf 35,9 Milliarden US$ geschétzt wurde.

Fast 90 Jahre nach der Veroffentlichung von ,,The Prolongation of Life fiilhrten die Forscher Glenn R.
Gibson und Marcel B. Roberfroid in der Publikation ,,Dietary Modulation of the Human Colonic
Microbiota: Introducing the Concept of Prebiotics das prabiotische Konzept ein (Gibson & Roberfroid
1995). Prabiotika sind definiert als Substrate, die selektiv von Wirtsmikroorganismen genutzt werden
und einen gesundheitlichen Nutzen bringen (Gibson et al. 2017). Bei diesen Substraten handelt es sich
in der Regel um unverdauliche Lebensmittelbestandteile, die durch eine Modulation der humanen Darm-
Mikrobiota positive physiologische Effekte vermitteln und aktiv zur Bek&mpfung Darm-assoziierter
Krankheiten eingesetzt werden konnen (Ewaschuk & Dieleman 2006; Sanders et al. 2019). Das
prabiotische Konzept von Gibson und Roberfroid erweitert das probiotische Konzept von Metchnikoff
zu einem ganzheitlichen Konzept, das die enge Wechselwirkung zwischen Substrat und Organismus
aufgreift. Wie Abbildung 1 verdeutlicht, wird die humane Mikrobiota durch eine Vielzahl von
Verbindungen aus verschiedensten Stoffklassen beeinflusst. Das kritische Merkmal der selektiven
Verwertung konnte nur fir einen Teil dieser Verbindungen nachgewiesen werden, weshalb die Gruppe
der akzeptierten Prabiotika bis dato Giberschaubar ist. Aktuell erfiillen lediglich folgende Substanzen die
fir die Einstufung als Prabiotikum notwendigen Kriterien: Galaktooligosaccharide (GOS),
Fruktooligosaccharide (FOS), Inulin und Lactulose (Scott et al. 2020). Andere fermentierbare
Kohlenhydrate wie Xylooligosaccharide (XOS), Maltooligosaccharide (MOQOS), Lactosucrose und
Palatinose sind vielversprechende prébiotische Kandidaten (Joshi et al. 2018). Die Selektivitat
prabiotischer Verbindungen bezog sich lange Zeit ausschlieflich auf Vertreter der Gattungen
Lactobacillus und Bifidobacterium. Durch moderne, molekularbiologische Methoden konnte die

Zusammensetzung der mikrobiellen Darmgemeinschaft besser beleuchtet werden
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Selektive Fermentation durch Substanzen, die die
Wirtsmikroorganismen Mikrobiota beeinflussen
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Abbildung 1: Graphische Ubersicht von prébiotischen und nicht-prabiotischen, Darm-assoziierten Verbindungen.
Die Abbildung zeigt sowohl akzeptierte Prabiotika als auch prabiotische Kandidaten. KLS, konjugierte
Linolséuren; PUFS, poly-ungesattigte Fettsauren; FOS, Fruktooligosaccharide; GOS, Galactooligosaccharide;
MOS, Mannanoligosaccharide; XOS, Xylooligosaccharide. Entnommen aus Gibson et. al 2017, modifiziert nach
Hovels.

Dies fuhrte zur Identifizierung zahlreicher bakterieller Gattungen, die ebenfalls selektiv in ihrem
Wachstum oder ihrer Aktivitat begiinstigt werden kénnen und gesundheitsfordernde Effekte vermitteln.
Daher ist mittlerweile anerkannt, dass sich der prabiotische Effekt tber die Gattungen Bifidobacterium
und Lactobacillus hinaus auf weitere Vertreter der humanen Mikrobiota erstreckt (Gibson et al. 2017).

1.2 Fruktane und Fruktooligosaccharide

Fruktane sind natirliche Polymere, die Gberwiegend aus verkniipften p-D-Fruktose-Einheiten bestehen.
Basierend auf dem Verknipfungstyp der Fruktosyl-Einheiten werden die Polymere in Fruktane vom
Inulin-Typ (B-2,1-Verkniipfung; Kelly 2008; Kelly 2009), Levan-Typ (B-2,6-Verknipfung; Oner et al.
2016), Graminan-Typ (B-2,1- und B-2,6-Verkniipfungen; Kawakami and Yoshida 2005) und Agavin-
Typ (verzweigte Neo-Fruktane; Lopez et al. 2003) unterteilt. Neo-Fruktane (Neo-Inulin & Neo-Levan),
weisen neben terminalen Glukose-Einheiten zusatzlich interne Glukose-Reste auf (Ritsema and
Smeekens 2003). Fruktane und Fruktooligosaccharide (FOS) werden in die Klasse der Prabiotika
eingeordnet, da die Verbindungen selektiv von gesundheitsfordernden Vertretern der intestinalen
Mikrobiota verwertet werden (Roberfroid 1993; Flamm et al. 2001). Fruktane des Inulin-Typs werden
bereits im kommerziellen Mal3stab aus Pflanzen wie Chicorée (Cichorium intybus) oder Topinambur
(Helianthus tuberosus) isoliert und als Nahrungserganzungsmittel in Lebensmitteln und Getranken
sowie in Tierfuttermitteln eingesetzt (Huebner et al. 2007; Paseephol and Sherkat 2009). Die selektive
Fermentation von Inulin und Inulin-FOS durch gesundheitsfordernde Bakterien wurde in zahlreichen
Studien untersucht. Es zeigte sich, dass die Fermentierbarkeit und damit die prabiotische Wirkung stark
vom Polymerisierungsgrad (Degree of Polymerization; DP) der entsprechenden Inulin-Praparation
abhangen (Gibson and Wang 1994; Roberfroid et al. 1998; Rossi et al. 2005; Van De Wiele et al. 2007).
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Zahlreiche Faktoren wie Anbau, Erntezeitpunkt und Lagerbedingungen nach der Ernte fihren zu einer
hohen Variabilitat im DP von pflanzlich extrahiertem Inulin (Cabezas et al. 2002; Saengthongpinit and
Sajjaanantakul 2005; Li et al. 2015b). Daruber hinaus beeinflusst die Verarbeitung des
Pflanzenmaterials nach der Ernte ebenfalls die Kettenldnge der isolierten Fruktane (Mensink et al.
2015). Um ein einheitliches Produktspektrum mit definierten Kettenldngen zu gewahrleisten, wurden
mikrobielle Prozesse entwickelt, die regulierbar sind und nicht durch abiotische Faktoren beeinflusst
werden. Die definierten Bedingungen der Biotechnologie werden bereits fur die groBtechnische
Herstellung von FOS vom Inulin-Typ verwendet, wodurch konstante Produkteigenschaften und
Reinheit gewdhrleistet werden (Nobre et al. 2015). In den letzten Jahren wurden intensive
Anstrengungen unternommen, um die Vorteile der biotechnologischer Inulin-FOS Produktion auch auf

andere prabiotische Oligosaccharide zu Uibertragen — wie beispielsweise Levan FOS.

1.3 Levan und Levan-FOS

Eine vielversprechende Alternative fur den Inulin-dominierten Fruktan-Markt ist Levan. Das $-2,6-
glykosidisch verknupfte Fruktan-Polymer wird sowohl durch pflanzliche als auch durch bakterielle
Spezies produziert (Srikanth et al. 2015a; Oner et al. 2016), wobei sich bakterielles Levan durch einen
extrem hohen Polymerisierungsgrad auszeichnet (Tanaka et al. 1980). Levan und Levan-basierte FOS
weisen ausgezeichnete prabiotische Eigenschaften auf, da diese Verbindungen selektiv das Wachstum
probiotischer Bakterien fordern, wie in mikrobiellen Systemen (Marx et al. 2000; Porras-Dominguez et
al. 2014; Adamberg et al. 2015) und eukaryotischen Modellen (Yamamoto et al. 1999; Jang et al. 2003a;
Hamdy et al. 2018) gezeigt wurde. Der hohe Polymerisierungsgrad von mikrobiellem Levan und die
damit verbundenen einzigartigen physikochemischen Eigenschaften er6ffnen ein  groRes
Anwendungsgebiet fiir das p-2,6-glykosidisch verkniipfte Polymer (Oner et al. 2016). So wurden fiir
Levan mehrere vorteilhafte physiologische Eigenschaften nachgewiesen, darunter antioxidative,
antitumorale (Liu et al. 2012; Srikanth et al. 2015b), antibakterielle (Byun et al. 2014) und antivirale
(Esawy et al. 2011) Funktionen. Die nachgewiesen anti-korrosive Wirkung ermdéglicht auRerdem die
Anwendung von Levan in Bereichen auRerhalb des Erndhrungs- oder Pharmasektors (Finkenstadt et al.
2011).

Polymeres Levan l&sst sich im LabormaRstab ertragreich durch Vertreter verschiedener mikrobieller
Gattungen produzieren (Oner et al. 2016). Kultur-basierte Strategien auf Basis von Bacillus subtilis
(natto) CCT7712 (Dos Santos et al. 2013), Bacillus amyloliquefaciens NK-ALP (Gu et al. 2017) oder
Saccharomyces cerevisiae (Ko et al. 2019) erzielten Levan-Ausbeuten von Gber 70 g L in unter 48
Stunden. Obwohl sich das vielversprechende Fruktan im LabormafRstab unproblematisch produzieren
lasst, gestaltet sich ein ,,Up-Scaling der Produktionsstrategien aufgrund von Engpassen im
Downstream-Prozess schwierig (Oner et al. 2016). Limitierende Faktoren wie der hohe Kostenaufwand
fiir die Dialyse oder die Ultrafiltration von Multi-Tonnen-Produktionen und technische Probleme bei

der Handhabung grofRer Ethanol-Mengen machen die groBtechnische Produktion von Levan
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impraktikabel. Methoden wie die Lyophilisation oder die Vakuum-Trocknung, die in experimentellen
GroRenordnungen fur die Trocknung von Levan eingesetzt werden (Han, 1990; Kazak Sarilmiser et al.,
2015), kdnnen nur bedingt auf industrielle Mal3stabe (ibertragen werden. Um Levan dennoch fiir den
prabiotischen Markt zugénglich zu machen, bedarf es alternativer Produktionsstrategien, die eine

praktikable und effiziente Aufreinigung des Prabiotikums ermdglichen.

Bei Fruktanen, die einen Polymerisierungsgrad von 2 — 8 Fruktose-Einheiten aufweisen, spricht man
von Fruktooligosacchariden (Roberfroid et al. 2010). Das vergleichsweise geringe Molekulargewicht
von FOS ermdglicht es, diese durch industriell kompatible Verfahren wie Nanofiltration (Kuhn et al.
2010), Festbett-S&ulen-Chromatographie (Kuhn & Filho 2010; Kuhn et al. 2014) oder die moderne
SMB-Technologie (Nobre et al. 2010) aufzureinigen. Nicht nur aus industrieller Sicht besitzen FOS
vorteilhafte Eigenschaften. Wie bereits erwahnt, wirkt sich der Polymerisierungsgrad von Fruktan-
Préparationen signifikant auf die Verwertbarkeit durch gesundheitsférdernde Probiotika aus. So konnten
erste Untersuchungen mit Levan-FOS verifizieren, dass diese das Wachstum von probiotischen
Bifidobakterien wesentlich starker fordern als polymeres Levan (Porras-Dominguez et al. 2014). Die
Entwicklung effizienter Produktionsstrategien fiir Levan-basierte FOS birgt somit sowohl aus

industrieller als auch aus medizinischer Sicht groRen Nutzen.

1.4 Levansucrasen und Endolevanasen

Die Synthese von Levan wird durch Levansucrasen (EC 2.4.1.10) katalysiert, die der Glykosid-
Hydrolase Familie 68 zugeordnet werden. Im Zuge der katalytischen Reaktion spalten Levansucrasen
die al-p2 glykosidische Bindung des praferierten Substrates Saccharose, was zur temporéren
Ausbildung eines Enzym-Fruktosyl-Intermediates flihrt. Die Fruktosyl-Einheit kann nachfolgend auf
den nicht-reduzierenden Fruktose-Anteil des Akzeptor-Molekiils Saccharose transferiert werden. Unter
Verwendung von Levansucrasen weist die entstehende Bindung zwischen den Fruktosyl-Einheiten
einen B-2,6-glykosidischen Charakter auf (Paulis & Barry 1969). Die entstehenden Fruktan-Molekiile
konnen erneut als Fruktosyl-Akzeptor fir das Enzym-Fruktosyl-Intermediat dienen, was zu einer
fortlaufenden Elongation und der damit verbundenen Polymerbildung fihrt (Chambert et al. 1974). Die
Fruktosyl-Einheit kann vom Enzym-Fruktosyl-Intermediat auch auf ein Wasser-Molekil tbertragen
werden, was zur Freisetzung von freien Fruktose-Einheiten fiinrt. Neben der Ubertragung von Fruktose-
Einheiten auf Saccharose, FOS oder Levan, die als Transfruktosylierung bezeichnet wird, katalysieren

Levansucrasen demnach auch eine hydrolytische Reaktion.

Neben der Synthese von polymerem Levan Katalysieren Levansucrasen unter definierten
Reaktionsbedingungen auch die Synthese von kurzkettigen FOS. Aufbauend auf dieser Beobachtung
wurden mehrere Strategien fir die Produktion von Levan-FOS entwickelt, unter anderem durch
Levansucrasen der Gattung Bacillus (Euzenat et al. 1997; Homann et al. 2007; Li et al. 2015a). Bei der
Levansucrase-vermittelten FOS-Synthese wurde jedoch immer eine Akkumulation von

hochmolekularem Levan beobachtet, wodurch die Effizienz der Reaktion verringert und das
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Downstream-Processing entsprechender Prozesslosungen erschwert wird. Um dieses Problem zu
umgehen, wurde das Produktspektrum verschiedener Levansucrasen aktiv durch gerichtete Mutagenese
moduliert (Ozimek et al. 2006a; Ortiz-Soto et al. 2008; He et al. 2018). Die Substitution von
Aminoséauren, die im aktiven Zentrum lokalisiert sind, fiihrte allerdings héufig zu einem raschen

Aktivitatsverlust oder zu einer Erhohung der hydrolytischen Aktivitat.

Neuere Ansétze zur Hydrolyse des polymeren Levans beinhalten die Verwendung von spezifischen
Glykosidasen der Enzymklasse 3.2.1. Studien konnten zeigen, dass hochmolekulares Levan durch die
hydrolytische Aktivitat spezifischer Levan-hydrolysierender Enzyme zu kurzkettigen Levan-FOS
umgesetzt werden kann (Xu et al. 2019). Die entsprechenden Enzyme dieser Enzymklasse sowie deren
vorrangingen Reaktionsprodukte sind nachfolgend in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber Levan-hydrolysierende Enzyme und deren priméren Hydrolyse-Produkte.

Enzym Enzymklasse  Produkt Beispiele
Levanase/ EC 3.2.1.65 Levan-FOS (DP 2- (Miasnikov 1997; Porras-
Endolevanase 10) Dominguez et al. 2014; Jensen et
al. 2016; Mardo et al. 2017)
B-(2,6)-Fruktan-6- EC3.2.1.64 Levanbiose (Murakami et al. 1990; Kang et al.
levanbiohydrolase 1999; Saito et al. 2000)
Levanfructotransferase EC 4.2.2.16 Difructoseanhydrid  (Saito et al. 1997; Song et al. 2000;
v Cha et al. 2001; Jang et al. 2003b)
Fruktan-Fruktosidasen EC 3.2.1.80 / Fruktose (Henson & Livingston 1996; Marx
EC 3.2.1.154 et al. 1997; Van Den Ende et al.
2003)

Wie Tabelle 1 verdeutlicht, hydrolysieren die Endolevanasen der Enzymklasse 3.2.1.65 Levan zu
kurzkettigen FOS mit einem DP von 2 — 10. Eine Produktionsstrategie, die auf der simultanen Aktivitat
einer Levansucrase und einer geeigneten Endolevanase basiert, konnte daher fur die effiziente
Herstellung von FOS vom Levan-Typ ausgehend von Saccharose verwendet werden. Da die Zahl der
bis dato identifizierten und charakterisierten Endolevanasen gering ist, wurde solch einer bi-
enzymatischen Produktionsstrategie nur vereinzelt Aufmerksamkeit geschenkt. Die wohl prominenteste
Arbeit auf diesem Gebiet ist die Publikation ,Levan-type fructooligosaccharides synthesis by a
levansucrase-endolevanase fusion enzyme (LevBiSacB)* von Porras-Dominguez und Kollegen aus dem
Jahr 2017 (Porras-Dominguez et al. 2017). Weitere Untersuchungen sind daher nétig, um ertragreiche

Verfahren fur die Produktion Levan-basierter FOS zu entwickeln.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Levan-basierte FOS sind eine vielversprechende Alternative fiir den Inulin-dominierten Fruktan-Markt.
Das im Zuge der Levansucrase-vermittelten Produktion von FOS entstehende polymere Levan
erschwert jedoch ein 6konomisches Downstream-Processing entsprechender Prozesslosungen und somit
eine breite Kommerzialisierung Levan-basierter Produkte. Deswegen bedarf es neuartiger
Produktionsstrategien, die hohe Ausbeuten an prébiotischen Levan-FOS ermdglichen und dabei die
Problematik der Polymer-assoziierten Viskositatserhnohung umgehen. Aufbauend auf der Beobachtung,
dass G. japonicus LMG 1417 auf Saccharose-haltigen Agarplatten grofe Mengen eines EPS bildete
(Kosciow, 2017), sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob der genannte Organismus und weitere
Vertreter der Gattung zur Produktion des B-2,6-glykosidisch verkniipften Fruktan-Polymers Levan
befahigt sind. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass Mitglieder des Genus Gluconobacter in der
Lage sind, Levan im extrazellularen Raum zu synthetisieren (Jakob et al. 2012; Jakob et al. 2019).
Aufgrund der hohen Osmotoleranz und der charakteristischen Fahigkeit zur unvollstandigen Oxidation
von Zuckern und Alkoholen, wird Gluconobacter bereits fiir zahlreiche industrielle Applikationen
eingesetzt und kodnnte daher auch fur die groRtechnische Produktion prabiotischer FOS Anwendung
finden (Gupta et al. 2001; Prust et al. 2005).

Um einen effizienten Abbau von polymerem Levan zu ermdoglichen und somit die Viskositat
entsprechender Reaktionsldsungen zu reduzieren, sollten in dieser Arbeit zudem Levan-hydrolysierende
Enzyme identifiziert und charakterisiert werden. Basierend auf Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 des
Europdischen Parlaments und des Rates lag der Fokus dabei auf Enzymen, die ausgehend von Levan
kurzkettige FOS mit einem Polymerisierungsgrad von > 3 bilden. Die Verordnung legt fest, dass nur
Kohlenhydratpolymere, die aus drei oder mehr Monomer-Einheiten bestehen, als Ballaststoffe deklariert
werden konnen. Da fir die Gattung Gluconobacter zahlreiche genetische Tools existieren, sollten
geeignete Endolevanasen heterolog in Levan-bildenden Gluconobacter Stammen produziert werden und
in-vivo eine Degradierung von polymerem Levan bewirken. Um die entstehenden préabiotischen FOS
identifizieren und quantifizieren zu kdnnen, war zusétzlich die Etablierung eines chromatographischen

Nachweisverfahren fur Levan-FOS erforderlich.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht anders vermerkt,
von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), VWR
International (Darmstadt, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die Hersteller
Megazyme (Bray, Irland), TCI (Eschborn, Deutschland) und Carbosynth (Compton, GroRbritannien)
lieferten spezifische Kohlenhydrate. Reagenzien und Enzyme, die im Zuge von molekularbiologischen
Methoden Anwendung fanden, wurden von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) und New
England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) bezogen.

2.1.1 Antibiotika

Zur Vermeidung von Kontaminationen, als Selektionsmarker bei Klonierungen und zur
Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks transformierter Plasmide, wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten
Antibiotika in den angegebenen Konzentrationen verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Antiobiotika

Antibiotikum Losungsmittel Endkonzentration [ug mi?]
Ampicillin 50 % [v/v] Ethanol 100

Carbenicillin 50 % [v/v] Ethanol 100

Cefoxitin H2Oreinst 50

Chloramphenicol 50 % [v/v] Ethanol 10

Kanamycin H2Oreinst 50

Tetrazyklin 50 % [v/v] Ethanol 15

2.1.2 Zusatze
Der in Tabelle 3 gelistete Zusatz diente zu Induktion regulierbarer Promotorsysteme unter Verwendung

der pASK-Uberexpressionsplasmide.

Tabelle 3: Verwendete Kultivierungszusatze

Zusatz Losungsmittel Endkonzentration [ug ml?]
Anhydrotetrazyklin 50 % [v/v] Ethanol 0,2

2.1.3 Molekularbiologische Kits
Fur eine Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologische Kits und deren Funktion
dient die nachfolgende Tabelle 4. Alle Kits wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main,

Deutschland) bezogen. Die Durchfiihrung der aufgelisteten Kits erfolgte nach Herstellerangaben.



Tabelle 4: Verwendete molekularbiologische Kits
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Kitname

Verwendung/Funktion

Monarch® Genomic DNA Purification Kit
Monarch® Plasmid Miniprep Kit
Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning
Kit

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit

Aufreinigung genomischer DNA

Aufreinigung von Plasmid-DNA im Miniprep-Malstab
Aufreinigung von DNA-Fragmenten
Assemblierung und Klonierung multipler DNA-
Sequenzen zu einem zirkularen Plasmid

Gerichtete Mutagenese von Plasmiden

2.1.4 Marker fur die Gel-Elektrophorese

Im Zuge der Gel-Elektrophorese von DNA- und Proteinpraparationen dienten die in Tabelle 5

aufgefuhrten Marker als Groen-Standards.

Tabelle 5: Verwendete Marker

Name

Hersteller

Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder

New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

2.1.5 Software und Browser-basierte Tools

Die in Tabelle 6 aufgefiihrten Programme und Browser-basierten Tools wurden im Rahmen dieser

Arbeit verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Programme

Name

Verwendung

Chromas 2.6.5
Technelysium Pty Ltd

Visualisierung von DNA-Sequenzierungen

Chromquest 5.0

Thermo Fisher Scientific

Steuerung von chromatographischen Systemen

von Thermo Fisher Scientific

ClarityChrom 8.2.3
Knauer GmBH

Steuerung von chromatographischen Systemen
der Knauer GmbH

Clone Manager 9 Professional Edition
Sci Ed Software LLC

Durchfiihrung von in-silico Klonierungen und

Erstellung von Plasmidkarten

Clustal Omega
The European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)

Vergleich von DNA- und Proteinsequenzen

Emboss Needle
The European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)

Paarweiser Vergleich von DNA- und

Proteinsequenzen
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Graph-Pad Prism 8.4
Graphpad Software, Inc

Regressionsanalysen im Zuge enzymatischer

Charakterisierungen

KEGG

Kanehisa Laboratories

Gen- und Genomenzyklopédie

Mendeley Desktop 1.19.4
Mendeley Ltd.

Literaturverwaltungsprogramm

MestReNova
Mestrelab Research S.L. .

Auswertung und Visualisierung von NMR-
Spektren

Microsoft Office 365
Microsoft Corporation

Erstellen von Texten, Diagrammen und Tabellen

NCBI Blast
National Center for Biotechnology Information

Algorithmus und Programm zum Vergleich

biologischer Sequenzinformationen

Phobius
Stockholm Bioinformatics Center

Analyse von Transmembran-Domanen und

Signalpeptiden

Primer D’Signer 1.1

Automatische Generierung von Bsal

IBA GmbH kompatiblen Oligonukleotid-Primern
Protparam Berechnung physikalischer und chemischer
Swiss Institute of Bioinformatics Proteinparameter

SignalP 5.0 Analyse von Signalpeptiden und Peptidase-

Center for Biological Sequence Analysis, Technical
University of Denmark

Erkennungs-Sequenzen

SnapGene 1.1.3
GSL Biotech LLC

In-silico Planung, Visualisierung und
Dokumentation von Klonierungen und PCR-

Reaktionen

Spectra Manager Il
JASCO Deutschland GmbH

Aufnahme und Auswertung von

spektrophotometrischen Daten

TatP 1.0
Center for Biological Sequence Analysis, Technical
University of Denmark

Analyse von Signalpeptiden des Twin-Arginin-
Translokationsapparats und Peptidase-

Erkennungs-Sequenzen

TMHMM 2.0
Center for Biological Sequence Analysis, Technical
University of Denmark

Identifizierung von Transmembran-Helices

Uniprot
European Bioinformatics Institute, Swiss Institute of
Bioinformatics & Protein Information Resource

Datenbank fur Proteinsequenz- und

Annotationsdaten

Veusz 3.2.1
Dr. Jeremy Sanders

Wissenschaftliches Plot-Programm zur

Erstellung von Vektor-Grafiken
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2.2 Organismen, Vektoren, Plasmide und Primer

2.2.1 Organismen

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 7 aufgefiihrten Organismen verwendet. Bezugsquellen
der genannten Organismen waren New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland), die
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig, Deutschland) und
die BCCM/LMG Stammsammlung (Gent, Belgien).

Tabelle 7: Verwendete Mikroorganismus und dazugehdriger Genotyp.

Organismus Genotyp Referenz

Escherichia coli NEB® 5-alpha fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA New England Biolabs,
glnV44 &80 A(lacZ)M15 gyrA96 Frankfurt am  Main,
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 Deutschland

Escherichia coli BL21 fhuA2 [lon] ompT gal [dcm] New England Biolabs,
AhsdS Frankfurt am Main,
Deutschland
Escherichia coli BW 25113 lacl® rrBr1s AlacZwys hsdR514 (Datsenko & Wanner
AaraBADanss ArhaBAD\prs 2000)
Gluconobacter japonicus LMG 1417  Wildtyp, Cef® (Lietal. 2017)
Gluconobacter cerinus LMG 1425 Wildtyp, CefR (Katsura et al. 2002)
Gluconobacter oxydans LMG 1385 Wildtyp, CefR (Mason & Claus 1989)
Gluconobacter oxydans DSM 2003 Wildtyp, CefR (Mason & Claus 1989)
Gluconobacter sp. DSM 3504 Wildtyp, CefR (Motizuki et al. 1966)
Gluconobacter oxydans 621 H Wildtyp, CefR (Mason & Claus 1989)

2.2.2 Oligonukleotidprimer

Primer, die fur Klonierungen eingesetzt wurden, wurden entweder manuell, mit Hilfe des Primer
D’Signers (IBA GmbH) oder durch das NEBuilder Assembly Tool (New England Biolabs) generiert.
Klonierungsprimer und Sequenzierungsprimer, die in der vorliegenden Arbeit genutzt wurden, sind in
Tabelle 8 aufgefiihrt. Neben der Primer-Bezeichnung zeigt die Tabelle zusétzlich die Template-Bereiche
mit denen die Primer-Sequenzen in entsprechenden PCR-Reaktionen hybridisieren sollten. Alle
verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert.
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Restriktions

Bezeichnung Template Sequenz )
schnittstelle

p5_levS1417_ for KXV23964.1 ATTACCGCGGAAAATGCTATTTCCA Sacll
GCCGAA

p5_levS1417_rev KXV23964.1 ATTACTCGAGTCAGGCACGAACGTC Xhol
ATAGG

levS1417_EcoRV_for KXV23964.1 ATTAGATATCAGGAGGAAAAAARAAA EcoRV
TGAATGCTATTTCCAGC

levS1417_Ascl_rev KXV23964.1 ATTAGGCGCGCCTCAGGCACGAACG Ascl
TCATA

levB_LMG1417 _oSP_f KXV26505.1 ATTACCGCGGCTGAAGAGACGCCTG Sacll
TA

levB_LMG1417 oSP_r KXV26505.1 ATTAAAGCTTCTACATCGCCGTAGG HindllI
GCG

LevB;_pASKS5_for AAU42527.1 ATGGTAGGTCTCAGCGCCCGGGAAA Bsal
CAGAAAAAAAGGGAGAA

LevB;_pASK5_rev AAU42527.1 ATGGTAGGTCTCATATCAATCGCGG Bsal
ATTGAACGCAAATGTTT

LevBa22ss_pASK5_for TCL34862.1 ATGGTAGGTCTCAGCGCCCCCGCTC Bsal
CGGCGACCCCG

LevBa22gs pASKS5_rev TCL34862.1 ATGGTAGGTCTCATATCAGTCTGCG Bsal
GGCGCCGCTGGC

BT1760_pASKS5_for AAO076867.1 ATGGTAGGTCTCAGCGCCGACGAGA Bsal
CTGACCCCATCTTGA

BT1760_pASKS5_rev AAO76867.1 ATGGTAGGTCTCATATCAATAAGTG Bsall
CTTACCTGAACGTCTGA

LevS/LevB-
Assembly_for
LevS/LevB-
Assembly_rev
pASK5_optRBS_for

pASK5_optRBS_rev

pASK_for
pASK_rev

pX2_Cas9_screen_f
pX2_Cas9 _screen_r
pSIM5_screen_f
pSIM5_screen_r
pSS9_screen f

PASK5_levS141

7

PASK5_levS141

7

pASK-1BA
Vektoren
pASK-IBA
Vektoren

pASK-IBA
Vektoren
pASK-IBA
Vektoren
pX2_Cas9

pX2_Cas9
pSIM5

pSIM5
pSS9-Derivate

GACCCGACACCATCGAATGGATTAA
TTCCTAATTTTTGTTGACACTC

ATTAGGAATTAATCATCTGGAGATC
CGTGACGCAGTAG

AAAAAAAATGGCTAGCTGGAGCCAC

TCCTCCTTCTAGATTTTTGTCGAAC
TATTCATTTCAC
GAGTTATTTTACCACTCCCT

CGCAGTAGCGGTAAACG

TTTGGGCTAGCACCGCCTAT
AAATAGCATGCAGCTCACCC
TGTTCTGGTCGGCGCATAGC
CGTCACCTTCATGGTGGTC

TTTTCTACGGGGTCTGACGC

11
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pSS9_screen_rev pSS9-Derivate TTAGACGTCAGGTGGCACTT -
SS9 _genomic_for SS9-Lokus im CGTCCAGCAAGAAAACAACC -
Genom von E.
coli BW25113
SS9 _genomic_rev SS9-Lokus im TGCGTCATTCCGGAGTTTAT -
Genom von E.
coli BW25113
SS9 _RNA_Screen_f SS9 RNA AATAGGCGTATCACGAGGC -
SS9 _RNA_Screen_r SS9_RNA GATTTAATCTGTATCAGG -

2.2.3 Vektoren und Plasmide
Die fir die Produktion rekombinanter Proteine generierten Plasmide sowie die dafiir genutzten

Ausgangsvektoren sind nachfolgend in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Vektoren/Plasmide mit Funktionsbeschreibung.

Bezeichnung Funktion Referenz
pASK-IBAS Vektor mit induzierbarem Tetrazyklin  IBA  GmbH
Promotor/Operator fir die regulierte Expression (Géttingen,

PASK5_levS1417

pBBR1-p264-streplong

PBBR1_p264_levS1417

pASKS5_levB2286

pASKS5_levB_Blic

PASK5_bt1760

rekombinanter Proteine; ermdglicht eine C-terminale
Fusion mit dem Strep-Tag 11, AmpR-Kassette

Derivat von pASK-IBAS5, welches das Gen levS1417
(GenBank: KXWV23964.1) aus G. japonicus LMG
1417 tragt

Derivat von pBBR1MCS-2; tragt die 5-UTR des Gens
gox0265 und einen Teil des pASK-IBA3-Plasmids,
das die Strep-tag Il-kodierende Sequenz und eine
Transkriptionsterminations-sequenz enthalt; KanR
Derivat von pBBR1-p264-streplong, welches das Gen
levS1417 aus G. japonicus LMG 1417; KanR

Derivat von pASK-IBAS5, welches eine trunkierte
Sequenz des Gens levB2286 (GenBank: TCL34862.1)
aus A. chroococcum DSM 2286 tragt

Derivat von pASK-IBAS5, welches eine trunkierte
Sequenz des Gens levB: (GenBank: AAU42527.1) aus
B. licheniformis DSM 13 tragt

Derivat von pASK-IBA5, welches eine trunkierte
Sequenz des Gens bt1760 (GenBank: AAO76867.1)
aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 tréagt
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pASKS5 levS1417 levB228  Derivat von pASK-IBA5 welches das Gen levS1417 Diese Arbeit
6 (GenBank: KXWV23964.1) aus G. japonicus LMG
1417 und eine trunkierte Sequenz des Gens levB2286
(GenBank: TCL34862.1) aus A. chroococcum DSM
2286 tragt
pASK5 optRBS levS1417 Derivat von  pASK-IBA5 mit  optimierter Diese Arbeit
Ribosomenbindestelle, welches das Gen levS1417
(GenBank: KXWV23964.1) aus G. japonicus LMG
1417 tragt
pASK5 optRBS levB2286 Derivat von  pASK-IBA5 mit  optimierter Diese Arbeit
Ribosomenbindestelle, welches eine trunkierte
Sequenz des Gens levB2286 (GenBank: TCL34862.1)
aus A. chroococcum DSM 2286 tragt
pX2_Cas9 Derivat von pBTBX-2 mit induzierbarem araBAD- (Bassalo et
Promotor fur die regulierte Expression der al. 2016)
Endonuklease Cas9 aus Streptococcus pyogenes
SF370; KanR-Kassette
pSIM5 Plasmide zur Expression der lambda Red Proteine (Datta et al.
unter Kontrolle des nativen A Phagen pL-Promotors, 2006)
welcher durch den Hitze-sensitiven cl857 Repressor
reguliert wird; CmR-Kassette
SS9_RNA Derivat von pUC19, welches konstitutiv die gRNA (Qi et al.
exprimiert, die CRISPR-vermittelt einen 2013)
Doppelstrangbruch am SS9-Lokus im Genom von E.
coli BW 25113 induziert; CarR-Kassette
pSS9 Derivat von pBR322, welches Homologie-Arme zum (Bassalo et
SS9-Lokus im Genom von E. coli BW 25113 und das al. 2016)
fir GFP kodierende Gen unter dem Einfluss des
starken konstitutiven Promotors T7Al-Promotors
tragt; Tet?-Kassette
pSS9_optRBS_levS1417 Derivat von pSS9, welches anstelle des GFP Gens die Diese Arbeit
kodierende Sequenz der Levansucrase aus G.
japonicus LMG 1417 sowie eine optimierten RBS und

Spacer-Region tragt; TetR-Kassette
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2.3 Mikrobiologische Methoden

Zur Sterilisation wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Medien fir 20 Minuten bei 121 °C
autoklaviert. Antibiotika und Medienkomponenten, die nicht fiir den Autoklavierungsprozess geeignet
waren, wurden unter Verwendung von sterilen 0,22 um PES-Filtern sterilfiltriert und den Medien
nachtréglich zugefligt. Fir die Herstellung von Agar-Platten wurden entsprechende Medien vor dem
Autoklavieren 1,5 %-ig [w/v] mit Agar-Agar, Kobe | versetzt.

2.3.1 Kultivierung von Vertretern der Gattung Gluconobacter

Vertreter der Gattung Gluconobacter wurden aerob in dem von der BCCM/LMG (Gent, Belgium)
ausgeschriebenen Medium Nr. 13 kultiviert, dessen Zusammensetzung in Tabelle 10 dargestellt ist.

Tabelle 10: Zusammensetzung des fiir die Kultivierung von Gluconobacter Stdmmen verwendeten Mediums Nr.
13.

Medium Nr. 13

D-Mannitol 259
Hefeextrakt 5¢

Pepton 39
H2O0denmin ad 1000 ml

Die Kultivierung erfolgte in Schikanekolben bei 28 °C und einer Schuttelgeschwindigkeit von 180 rpm.
Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde allen Gluconobacter Kulturen Cefoxitin zugesetzt.
Abhéangig vom experimentellen Ansatz wurde die Zusammensetzung des Mediums Nr. 13 variiert. Flr
die Produktion von Levan und Levan-basierten Fruktooligosacchariden wurden dem Medium
verschiedene Mengen Saccharose supplementiert. Die Mannitol-Menge wurde entsprechend reduziert,
jedoch nie unter eine Endkonzentration von 5 mM, um die vorteilhaften Eigenschaften von Mannitol als
kompatibles Solut zu nutzen (Zahid et al. 2015). Zur Pufferung des pH-Werts wurde MES-Puffer pH

6,9 in einer Endkonzentration von 100 mM verwendet.

2.3.2 Fermentation von Gluconobacter japonicus LMG 1417 und Gluconobacter

japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417

Die Fermentation des Wildtyps Gluconobacter (G.) japonicus LMG 1417 und des generierten
Uberexpressionsstammes G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264_levS1417 erfolgte in einem DASGIP®
Bioreaktorsystem (Julich, Deutschland) bei automatisierter pH-Titration und Druckgesteuerter
Sauerstoff-Zufuhr in einem Volumen von 600 ml. Das mittels Heizmanschette auf 30 °C temperierte
Glas-Gefall wurde durch einen Druckluft-Fluss von 40 L/min mit Raumluft beluftet. Um eine
Kontamination der Fermentationsansatze zu vermeiden, passierte die Luft vor dem Bioreaktorsystem
einen Sterilfilter. In Kombination mit einem externen Magnetriihrer sorgte ein im Reaktor befindlicher

Ruhrfisch bei einer Umdrehung von 600 rpm fir eine homogene Verteilung der zugefuihrten Druckluft.
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Durch entsprechende Sonden wurde die Temperatur sowie der pH-Wert der Kulturen kontinuierlich
detektiert und automatisch angepasst. Die automatisierte pH-Steuerung der Fermenter aktivierte eine
externe Peristaltik-Einheit, sobald der pH-Wert der Fermentationen unter 5,1 sank und sorgte unter
Verwendung einer sterilen, 1M NaOH-Loésung fiir ein gleichbleibendes pH-Niveau. Das
Fermentationsmedium basierte auf dem Medium Nr.13, dem 1,2 M Saccharose und 5 mM Mannitol
supplementiert wurde. Fur eine initiale Pufferung der Kulturen wurde steriler MES-Puffer (pH 6,9) in
einer Endkonzentration von 100 mM zugeflgt. Die Inokulation der Fermenter erfolgte durch Zugabe
entsprechender Ubernachtkulturen der oben beschriebenen Stamme bis zu einer Start-ODgoonm VOn 0,1.
Durch Septen am Bioreaktor erfolgte eine diskontinuierliche Beprobung der Fermentationen zur
Bestimmung der optischen Dichte sowie zur chromatographischen Analyse des Kulturtiberstandes.
Verfolgt wurde dabei die Konzentration des Substrates Saccharose unter Verwendung der Aminex
HPX-87H (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland). Nach 43 Stunden wurde den Fermentationen des
Uberexpressionsstammes G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417 ein Saccharose-Feed in
Form von kristalliner Saccharose zugefthrt. Dafiir wurden 75 g Saccharose fiir 30 Minuten bei 90 °C
sterilisiert und Gber einen seitlichen Zugang des Bioreaktors in die Fermenter eingeleitet. Das
Experiment wurde als biologisches Duplikat durchgefuhrt.

2.3.3 Zell-freie Levan-Produktion durch Kulturtiberstand von G. japonicus LMG
1417 und G. japonicus pBBR1_p264 levS1417

Die zellfreie Levanproduktion wurde mit dem Kulturiiberstand der Stamme G. japonicus LMG 1417
und G. japonicus pBBR1 p264 levS1417 durchgefiihrt. Die Stdamme wurden zunéchst bei 28 °C und
180 rpm in einer modifizierten Version von Medium Nr. 13, das 50 mM Saccharose und 5 mM Mannitol
enthielt, bis zu einer ODgoonm VON 2 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 20.000xg und
20 °C fir 25 Minuten abgetrennt. Fir die zellfreie Levan-Produktion wurden 7,8 ml einer 2,3 M
Saccharose-Lésung mit 200 pl eines 1 M Acetat-Puffers auf pH 5 eingestellt. Die enzymatische
Reaktion wurde durch die Zugabe von 2 ml Kulturliberstand initiiert, bei 28 °C inkubiert und mittels
HPLC quantitativ verfolgt. Levan wurde aus periodisch entnommenen Proben durch Zugabe von vier
Volumina 96 % [v/v] eiskaltem Ethanol ausgefallt und durch Zentrifugation (13.000xg, 1 min, 20 °C)
pelletiert. Vor der HPLC-Analyse wurde das Prazipitat einer sauren Hydrolyse nach der Methode von
Nguyen et al. unterzogen (Nguyen et al. 2009). Um das Molekulargewicht des ausgefallten EPS zu
bestimmen, wurde ein Teil des Prézipitats mittels asymmetrischer Flussfeld-Fluss-Fraktionierung in
Verbindung mit Mehrwinkel-Laserlichtstreuung und UV-Detektion analysiert. Das Experiment wurde

in dreifacher Ausfiihrung mit dem Uberstand verschiedener Kulturen durchgefiihrt.

2.3.4 Kultivierung von Escherichia coli

Escherichia (E.) coli diente in dieser Arbeit als Klonierungsplattform und als Produktionsorganismus

fir rekombinante Proteine. Zwecks heterologer Produktion wurde E. coli aerob in Lysogeny-Broth-
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(LB)-Medium in der Miller-Formulierung kultiviert. Die Komponenten des Mediums sind in Tabelle 11
aufgelistet. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 180 rpm in Schikanekolben.

Tabelle 11: Zusammensetzung des fiir die Kultivierung von E. coli verwendeten LB-Miller Mediums.

LB-Miller Medium

Hefeextrakt 590

Typton 10¢g

NaCl 10¢g
H2Ogemin ad 1000 ml

2.3.5 Stammbhaltung von Mikroorganismen

Die kurzfristige Lagerung von Mikroorganismen erfolgte in Form von Flussigkulturen oder auf
Agarplatten bei 4 °C. Fir eine langfristige Lagerung wurden die in dieser Arbeit erstellten Stdamme in
Form von Kryo-Stocks bei -70 °C eingefroren. Dazu wurden 800 pl einer fliissigen Ubernachtkultur mit
200 pl sterilem Glycerin ROTIPURAN® versetzt und bei -70 °C in geeigneten Kryo-GefaRen
eingestockt.

2.3.6 Bestimmung von mikrobiellen Wachstumsparametern

2.3.6.1 Bestimmung der optischen Dichte

Das Wachstum bakterieller Suspensionskulturen kann photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm
gemessen werden. Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) basiert auf dem Phanomen der
Lichtstreuung und ermdglicht bis zu einer ODgoonm VON 0,4 einen verlasslichen Nachweis des relativen
Zellgehalts einer zu messenden Bakterien-Suspension. Um eine durch Mehrfachstreuung
hervorgerufene, falschliche Absenkung der Extinktion zu verhindern, wurden Kulturen ab einer ODsoonm
von 0,4 mit Medium verdinnt. Die OD-Bestimmung erfolgte in Kunststoffkiivetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm. Fir die Messungen wurden die Kivetten mit einem ml einer entsprechenden

bakteriellen Kultur versetzt.

2.3.6.2 Bestimmung der Wachstumsrate p und der Verdopplungszeit tq

Durch die regelméRige Beprobung bakterieller Kulturen kann deren Wachstum in Form einer
Wachstumskurve dargestellt werden. Eine logarithmische Auftragung der gemessenen Extinktions-
Werte bei 600 nm ermdglicht die Bestimmung der Wachstumsrate L sowie der Verdopplungszeit tq. Die
fiir die Berechnung zugrundeliegenden Formeln sind nachfolgend dargestellt.

Formel 1: Bestimmung der Wachstumsrate . Der Wert NO bezieht sich auf den Anfang des Messintervalls, der

Wert Nt auf das Ende des Messintervalls. Die Differenz aus t und tO beschreibt die zeitliche Lénge des
Messintervalls.

ln(%)
(t — t0)

Wachstumsrate [u] =
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Formel 2: Bestimmung der Verdopplungszeit tq.

In(2)

Verdopplungszeit [td] =

2.4 Molekularbiologische Methoden

Alle nachfolgend aufgefiihrten molekularbiologischen Kits wurden nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA erfolgte durch das Monarch® Plasmid Miniprep Kit von New
England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) unter Verwendung von 2 ml Kulturvolumen einer
entsprechenden Ubernachtkultur (37 °C / 180 rpm) von E. coli.

2.4.2 Isolierung von genomischer DNA

Fir die Aufreinigung der genomischen DNA aus G. japonicus LMG 1417, Azotobacter (A.)
chroococcum DSM 2286 und Bacillus (B.) licheniformis DSM 13 wurde das Monarch® Genomic DNA
Purification Kit von New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet. Jeweils 2 ml
Kulturvolumen wurden fur die Praparation der Genom-DNA eingesetzt.

2.4.3 Photometrische Quantifizierung von DNA

Fir die photometrische Quantifizierung von DNA wurde das Eppendorf BioPhotometer® D30 in
Kombination mit der Eppendorf pCuvette® G1.0 genutzt. Daflir wurden 3 pl der zu messenden DNA-
Préaparation auf die Kivette gegeben und die Absorption der Ldsung bei 260 nm (Azs0) gemessen. Zur
Messung eines Leerwerts wurde eine analoge Messung unter Verwendung von H,O; durchgefiihrt. Das
verwendete Photometer ermdglichte eine Reinheits-Bestimmung der gemessenen Lgsung, indem
gleichzeitig zur Azeo auch die Absorption bei 280 nm (Azso) ermittelt wurde, bei der spezifisch Proteine
detektiert werden.

2.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels Polymerasekettenreaktion kann eine in-vitro-Amplifizierung ausgewahlter DNA-Fragmente
erzielt werden (Mullis & Faloona 1987). Als Template fiir diesen Vorgang kann sowohl Plasmid-DNA
als auch genomische DNA dienen. Fiir die selektive Amplifizierung eines spezifischen Genbereichs
bedient man sich zweier gegenldufiger Oligonukleotid-Primer, die den zu vervielfaltigenden Abschnitt
flankieren und nach Ablauf einer Hitzedenaturierung mit komplementdren Bereichen der
einzelstrangigen DNA hybridisieren. Ausgehend von den freien 3‘-OH-Enden dieser Primer erfolgt
anschlielend die Komplementierung der Einzelstrang-DNA, ein Vorgang, der von DNA-Polymerasen
durchgefuhrt wird. Durch die zyklische Wiederholung dieses Prozesses kann eine exponentielle
Amplifizierung ausgewahlter DNA-Fragmente erzielt wird. Grundlage fur den zyklischen Ablauf ist die

Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen im verwendeten PCR-Ansatz (Saiki et al. 1988). Diese
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uberstehen die hohen Temperaturen, die zur Denaturierung der DNA nétig sind, unbeschadet und

missen so dem Ansatz nicht erneut beigefiihrt werden.

Bei der Polymerasekettenreaktion hat die Schmelztemperatur (Twm) der verwendeten Oligonukleotid-
Primer eine hohe Bedeutung flr einen erfolgreichen Ablauf und die Spezifitat der Amplifizierung. Fir
die in dieser Arbeit fir routinemaBige Screenings verwendete OneTaq®-Polymerase, empfiehlt der
Hersteller eine Annealingtemperatur (Ta), die etwa 2 — 5 °C unter der niedrigeren der beiden
Schmelztemperaturen liegt.

Vorrangiges Anwendungsgebiet der OneTaq Polymerase war die Kolonie-PCR, bei der im Anschluss
an die Transformation konstruierter Plasmiden, positive Transformaten verifiziert wurden. Flr die
Kolonie-PCR wurde Zellmaterial von auf Selektivplatten gewachsenen Einzelkolonien steril in 5 pl

fassende H,O-Aliquots und dazugehérige 100 ul LB-Backups uberfihrt.

Tabelle 12: Zusammensetzung eines OneTaq PCR-Reaktionsansatzes.

Komponente Menge [ul]
OneTag Quick-Load 2X Master Mix mit Standard Puffer 12,5
10 uM Vorwértsprimer 0,5
10 uM Rickwaértsprimer 0,5
Template DNA Variabel
H2Oreinst ad 25

Die mit Zellmaterial versetzten H,O,-Aliquots wurden mit den in Tabelle 12 aufgefiihrten Reaktions-
Komponenten komplementiert und dem nachfolgend in Tabelle 13 beschriebenen PCR-Programm

unterzogen.

Tabelle 13: PCR-Programm fiir OneTag-basierte PCR-Reaktionen.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec]

Initiale Denaturierung 94 60

Denaturierung 94 20

Annealing Ta 30 30 Zyklen
Elongation 68 60 / kb

Finale Elongation 68 120

Lagerung 12 0

Nach erfolgreicher Amplifizierung eines ausgewdahlten Gen-Bereichs wurden die LB-Backups fiir die

Inokulation von Ubernachtkulturen eingesetzt.
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Die Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase von New England Biolabs (Frankfurt a.M., Deutschland)
zeichnet sich durch eine extrem hohe Genauigkeit und Syntheserate aus. Durch die Fusionierung mit
einer Sso7d-Domane, die sich positiv auf die Prozessivitat der Polymerase auswirkt, eignet sich die Q5-
Polymerase besonders fiir Klonierungen. Die Zusammensetzung eines entsprechenden

Reaktionsansatzes ist in Tabelle 14 abgebildet.

Tabelle 14: Zusammensetzung eines Q5 PCR-Reaktionsansatzes.

Komponente Menge [jul]

5X Q5 Reaction Buffer 10
10 mM dNTPs 1
10 uM Vorwartsprimer 2,5
10 uM Rickwartsprimer 2,5
Template DNA 1
Q5 High Fidelity DNA Polymerase 0,25
5X Q5 High GC Enhancer (optional) 10
H2Oreinst ad 50

Herstellerseits wird unter Verwendung der Q5 Polymerase eine Annealing-Temperatur empfohlen, die
3 °C (ber der niedrigeren der beiden Schmelztemperaturen liegt. In dieser Arbeit wurden die Annealing-
Temperaturen (Ta) der durchgefiihrten PCR-Ansétze in-silico mit Hilfe der Software SnapGene

ermittelt und in das in Tabelle 15 dargestellte PCR-Programm integriert.

Tabelle 15: PCR-Programm fir Q5-basierte PCR-Reaktionen

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec]
Initiale Denaturierung 98 30
Denaturierung 98 10
Annealing Ta 20 30 zyklen
Elongation 72 20/ kb
Finale Elongation 72 120
Lagerung 12 0

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Fir eine Visualisierung und damit verbundene Evaluierung der mittels PCR amplifizierten DNA-
Fragmente, wurde sich in dieser Arbeit der Methodik der Agarose-Gelelektrophorese bedient. Diese
ermdglicht durch einen Vergleich mit definierten Nukleinsdure-Standards die GréRenbestimmung von
linearer, doppelstrangiger DNA (Sambrook et al. 1989). Grundlage fur diesen Vergleich ist die

Auftrennung von DNA in einem engmaschigen Agarose-Polymer-Gel. Durch das Anlegen eines
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elektrischen Feldes wandern negativ geladene DNA-Molekdle in Richtung der positiv geladenen Anode.
Die Geschwindigkeit dieses Vorgangs verhélt sich dabei umgekehrt proportional zur GréRe des
aufzutrennenden Fragmentes. Neben der GroRe der DNA-Molekile wird das Laufverhalten zusatzlich

von der Porengrolie des verwendeten Agarosegels beeinflusst.

Fur die Verwendung des horizontalen Gelelektrophorese-Systems ,,Horizon® 58 der Firma Whatman
Inc. (Little Chalfont, GroRbritannien) wurde Agarose in NEEO Ultra-Qualitét 1 %-ig [w/v] in 30 ml
TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsédure, 10 mM EDTA, pH 8,5) aufgekocht. Vor dem GieRRen der
Gele erfolgte die Zugabe von einem pl ROTI® GelStain Red (Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland). Der
interkalierende DNA-Farbstoff zeigt unter UV-Bestrahlung eine Fluoreszenz, deren Intensitat sich bei
Bindung mit DNA deutlich verstarkt und somit die Detektion amplifizierter Nukleinsiduren ermdglicht.

Amplifikate, die mit Hilfe des in Tabelle 12 aufgefiihrten Reaktionsansatzes generiert wurden, konnten
aufgrund des im OneTaq Mastermix enthaltenen Ladepuffers direkt flir die Gelelektrophorese eingesetzt
werden. Die im Zuge von Klonierungen durch die Q5-Polymerase erzeugten DNA-Fragmente wurden
vor der elektophoretischen Auftrennung mit dem 6X Ladepuffer Purple (NEB; Frankfurt a.M.,
Deutschland) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 V fur eine Stunde. Als GroRenstandard
dienten die Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland) oder die
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland).

2.4.6 Enzymatische Modifikation von DNA
2.4.6.1 Restriktionsverdau

Fir die gezielte Klonierung von Plasmiden bedient sich die Molekularbiologie einer Vielzahl von
Restriktionsendonukleasen, die palindromische Sequenzen innerhalb doppelstrangiger DNA erkennen
und durch spezifisches Aufbrechen der Phosphodiesterbriicken einen Doppelstrangbruch herbeifiihren
kénnen. In Folge dieses Verdaus entstehen dabei entweder glatte (‘blunt’) oder kohasive ('sticky') Enden.
DNA-Fragmente, die synthetisiert oder mittels PCR ausgehend von geeigneter Template DNA
amplifiziert wurden, koénnen nach korrektem Verdau mit den komplementdren Enden verdauter
Plasmid-DNA hybridisieren. Die optimalen Bedingungen fur die durchgefihrten Restriktionsansatze
wurden mit Hilfe der Online-Tools ,,DoubleDigest Calculator” (Thermo Fisher Scientific; Schwerte,
Deutschland) und ,,NEBcloner (NEB; Frankfurt a.M., Deutschland) bestimmt. Um eine unerwiinschte
Religation des Vektorriickgrats zu vermeiden, wurde den Vektor-Restriktionsansatzen 10 Minuten vor
Ablauf der Inkubation 1 pl der Quick CIP (NEB; Frankfurt a.M., Deutschland) zugesetzt. Diese
ermoglicht eine rapide Dephosphorylierung der 5‘-Enden, wodurch die dephosphorylierten Vektor-
Fragmente nur mit den gewilnschten Insert-Fragmenten ligieren kdnnen. Zum Abstoppen der
enzymatischen Reaktion und zur Aufreinigung der verdauten DNA-Fragmente wurden die
Restriktionsansatze nach Abschluss der Inkubation mit Hilfe des Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
(siehe Tabelle 4) aufbereitet.
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2.4.6.2 Ligation

Bei der Klonierung von Plasmiden wird zunachst ein zu inserierendes DNA-Fragment mittels PCR
amplifiziert, welches dann durch den Einsatz von Restriktionsendonukleasen verdaut wird, sodass es in
einer anschlieBenden Ligation mit einem komplementar verdauten Vektorgerust verkniipft werden kann.
Die Verknlipfung der komplementédren Enden wird dabei durch eine T4-DNA-Ligase katalysiert, welche
unter ATP-Verbrauch die freien 3'-Hydroxylgruppen des Vektorriickgrats mit den 5'-Phosphatenden des
verdauten DNA-Inserts ligiert. In dieser Arbeit wurde fiir die Ligation von ,sticky-end‘-Fragmenten der
,»Instant Sticky-end Ligase Master Mix“ von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland) verwendet. Der in
Tabelle 16 dargestellte Reaktionsansatz bendtigt keine Inkubationszeit und kann nach dem
Durchmischen der Komponenten direkt fiir die Transformation eingesetzt werden. Grundvoraussetzung
ist jedoch das VVorhandensein von Sticky Ends bei den fiir die Ligation eingesetzten DNA-Fragmenten.

Tabelle 16: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes unter Verwendung des Instant Sticky-end Ligase Master
Mix.

Komponente Menge [ul]

Insert DNA (verdaut & aufgereinigt) 2
Vektor DNA (verdaut & aufgereinigt) 0,5
Instant Sticky-end Ligase Master Mix 2,5

Fir ,blunt-end‘-Ligationen wurde der in Tabelle 17 beschriebene Ligationsansatz unter Verwendung
der T4 DNA-Ligase von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) durchgefihrt.
Entsprechende Ligationen wurden fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und anschliefend flr zehn
Minuten bei 65 °C inaktiviert.

Tabelle 17: Zusammensetzung einer Ligationsansatzes unter Verwendung der T4 DNA-Ligase.

Komponente Menge [ul]
Insert DNA (verdaut & aufgereinigt) 12
Vektor DNA (verdaut & aufgereinigt) 4
PEG 4000 1
2
1

10X T4 DNA-Ligase Puffer
T4 DNA-Ligase (5 U pl?)

2.4.6.3 Gezielte Mutagenese von DNA

Bei der ortsspezifischen Mutagenese von DNA unterscheidet man zwischen der Insertion, Deletion und
Substitution von einzelnen oder mehreren Nukleinbasen. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Q5 Site-
directed Mutagenesis-Kit (NEB; Frankfurt a.M., Deutschland) regulatorische Plasmid-Elemente wie

Ribosomenbindestellen oder Spacerregionen gerichtet modifiziert, um gesteigerte Ausbeuten an

21



2. Material und Methoden |

rekombinanten Proteinen zu erzielen. Durch das Online-Tool NEBaseChanger von NEB (Frankfurt am
Main, Deutschland) wurden dafir definierte Primerpaare fiir eine ,Overlap extension PCR* generiert.
Die Primer wurden dabei so konstruiert, dass diese durch Back-to-Back-Annealing eine Amplifizierung

des gesamtes Template-Plasmids gewéhrleisten.

Tabelle 18: Zusammensetzung einer KLD-Reaktion zur Rezirkulation modifizierter DNA-Fragmente.

Komponente Menge [ul]

H20r 15
PCR-Amplifikat 0,5
2X KLD Reaction Buffer 2,5
10X KLD Enzym Mix 0,5

Durch die in Tabelle 18 dargestellte Reaktion wurden die Amplifikate unter Verwendung des KLD
Enzym Mix (NEB; Frankfurt a.M., Deutschland) rezirkuliert. Die Rezirkulation erfolgte durch eine
Kinase-katalysierte (KLD) Phosphorylierung der 5‘-Uberhinge, die die mutagenisierten Nukleinbasen
enthielten, und eine anschlieBende Ligase-vermittelte (KLD) Ligation der phosphorylierten Enden.
Durch die im KLD Enzym Mix enthaltene Restriktionsendonuklease Dpnl (KLD) wurde die methylierte
Template-DNA verdaut, sodass in einer anschlieenden Transformation nur die gewiinschten KLD-
Ligationsprodukte von kompetenten Zellen aufgenommen werden konnten. Die KLD-Reaktionen
wurden fir funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss umgehend fir die

Transformation eingesetzt.

2.4.6.4 Klonierung mittels NEBuilder HiFi DNA Assembly

Diverse Klonierungsstrategien, wie die in den Kapiteln 2.4.6.1 und 2.4.6.2 beschriebene Ligations-
abhéangige Klonierung, konnten sich in der Molekularbiologie fur die Konstruktion von Plasmiden
etablieren. Eine &uRert flexible und zeitsparende Methodik ist in diesem Zusammenhang das ,,Seamless
Cloning*, auch ,,Gene Assembly* genannt, auf der das NEBuilder® HiFi DNA Assembly Kit basiert.
Merkmal dieses Kits ist die Fusionierung multipler DNA-Fragmente zu einem zirkul&ren Plasmid,
unabhéngig von der Fragmentlange oder der Endkompatibilitdt. Dieses Verfahren ermdglicht eine

Assemblierung von zu 20 kb grofRen Fragmenten in unter einer Stunde.

In dieser Arbeit wurde das besagte Kit verwendet um Plasmide zu konstruieren, die sowohl die fir die

Levansucrase LevS1417 kodierende DNA als auch das Gen fir die Endolevanase LevB2;gs enthielten.

Zwecks Gen-Assemblierung erfolgt zundchst die Amplifizierung der Levansucrase codierenden
Nukleotidsequenz sowie der flankierenden regulatorischen Elemente des Vektors pASK5_ levS1417.
Die dafur verwendeten Primer LevS/LevB-Assembly for und LevS/LevB-Assembly rev wurden mit
Hilfe des NEBuilder® Assembly Tools erstellt. Parallel dazu erfolgte der enzymatische Verdau des

Plasmids pASK5 levB2286 durch die Endonuklease Mscl. Die durch die Klonierungsstrategie
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erzeugten komplementaren Uberhénge der beiden linearisierten Fragmente wurden dann durch den in

Tabelle 19 gezeigten Reaktionsansatz zu einem Plasmid verbunden.

Tabelle 19: Zusammensetzung einer Assemblierungsreaktion unter Verwendung des NEBuilder HiFi DNA
Assembly Master Mixes. Empfohlen wurde eine Vektor-Insert Verhéltnis von 1:2.

Komponente Menge [jul]

DNA-Fragmente X ul (0.03 - 0.2 pmols)
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 5ul
H20r 5-Xul

In der Reaktion, die fur 15 min bei 50 °C inkubiert wurde, erzeugte eine Exonuklease einzelstrangige
3<-Uberhinge, die mit komplementaren Bereichen der an der Assemblierung beteiligten Amplifikate
hybridisieren. Die auf den Einzelstrangen vorliegenden Licken wurden durch eine neuartige proof-
reading Polymerase aufgefiillt, sodass die Ubrig bleibenden Nicks Ligase-vermittelt geschlossen werden
konnten. Das Kit generierte somit, je nach Reaktionsansatz, in unter 15 Minuten assemblierte und
transformierbare DNA-Konstrukte. Die assemblierte DNA wurde im Anschluss direkt fir die

Hitzeschocktransformation in E. coli eingesetzt.

2.4.7 DNA-Sequenzierung

Zur Verifizierung der in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungen, wurden klonierte Plasmide aus
positiv gescreenten Transformanten prapariert und zur Sequenzierung an die Firma Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland) Gbermittelt. Dafiir wurden 5 pl Template DNA mit 5 pl eines geeigneten
Sequenzierungs-Primers (10 pmol plt) gemischt. Die Auswertung der Sequenzdateien erfolgte mit
Chromas 2.6.5 (Technelysium Pty Ltd.) und Emboss Needle (The European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI) .

2.4.8 Hitzeschock-Transformation von kompetenten E. coli Zellen

Fir eine sichere Lagerung und die Vervielféaltigung klonierter Plasmide wurden diese in kompetente E.
coli NEBS5-alpha Zellen (NEB; Frankfurt a.M., Deutschland) transformiert. Durch diverse
Modifikationen, wie beispielsweise den Knockout der endA1- und recAl-Nukleasen, wurde der Genotyp
dieser Zellen flr eine hohe Plasmid-Stabilitat optimiert. Fir die Hitzeschock-Transformation wurde ein
50 ul fassendes Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und zeitnah mit jeweils 2 ul der in den
Kapiteln 2.4.6.2-2.4.6.4 dieser Arbeit beschriebenen Reaktionsansédtzen versetzt. Nach 30-mintiger
Inkubation auf Eis erfolgte fir 30 Sekunden ein Wasserbad-Hitzeschock bei 42 °C. Im Anschluss
wurden die geschockten Zellen erneut fir flinf Minuten auf Eis gelagert, mit 950 pl SOC-Medium
versetzt und flr eine Stunde bei 37 °C regeneriert. Zur Selektion positiver Transformanten wurden 100
I der regenerierten Zellen auf entsprechenden LB-Selektivplatten ausplattiert und Giber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Neben E. coli NEB5-alpha wurde in dieser Arbeit auch der Stamm E. coli BL21 mittels

23



2. Material und Methoden |

Hitzeschock transformiert. GeméaR der Herstellerangaben wurde bei der Transformation von E. coli

BL21 die Dauer des Hitzeschocks auf zehn Sekunden verkirzt.

2.4.9 Elektroporation von Gluconobacter japonicus LMG 1417

Eine etablierte Methode fur die Transformation von Vertretern der Gattung Gluconobacter ist die
Elektroporation. In dieser Arbeit wurde sich dem von Mostafa et al. beschriebenen
Elektroporationsprotokoll bedient, um pBBR1-basierte Plasmide in G. japonicus LMG 1417
einzubringen (Mostafa et al. 2002). Daflir wurden 50 ml des Wildtyp-Stammes in dem in Tabelle 10
aufgefuihrten Medium bis zu einer ODgoonm VON 0,5 — 0,8 kultiviert und anschliefend fiir zehn Minuten
bei 3.000 xg und 4 °C abzentrifugiert. Es folgte eine Waschprozedur durch Aufnahme der pelletierten
Zellen in 10 ml eiskaltem 1 mM HEPES (pH 7,0), welche zweimal wiederholt wurde. Final wurden die
gewaschenen Zellen in 500 pl einer eiskalten, 10 %-igen Glycerin-Losung aufgenommen und zeitnah
fiir die Elektroporation eingesetzt. Dafur wurden 50 ul der elektrokompetenten Zellen luftblasenfrei in
eine Elektroporationskivette mit einem Elektrodenabstand von 1 mm tberfihrt und mit 1 pl Plasmid-
DNA (pBBR1 p264 levS1417) versetzt. Der Elektropuls erfolgte flir 4-5 ms bei einer Pulskontrolle von
200 Q und einer Spannung von 2,2 kV. Zwecks Regeneration wurden die elektroporierten Zellen mit
einem ml des in Tabelle 20 beschriebenen EP-Mediums versetzt, in ein 15-ml Falcon Tube tberfihrt
und fir zwei Stunden bei 28 °C und 180 rpm inkubiert.

Tabelle 20: Zusammensetzung des zur Regeneration von elektroporierten Zellen verwendeten EP-Mediums.

Elektroporations (EP) — Medium

Mannitol 80¢g
Hefeextrakt 159
MgSOs x 7 H,0 259
Glycerin 059
CaCl, 159
H2Odemin ad 1000 ml

MgSQO, und CaCl, wurden separat in HO, als 100x-Stockldsungen angesetzt, sterilfiltiert und dem
autoklavierten Medium zugefiigt. Im Anschluss an die Regeneration wurden 100 pl der Zellsuspension

auf entsprechenden Selektiv-Agarplatten ausplattiert und iber Nacht bei 28 °C inkubiert.

2.4.10 Genomische Integration in E. coli BW 25113

Um eine skalierbare heterologe Produktion der Enzyme LevS1417 und LevBa2ss zu etablieren, sollten
die fur die Proteine kodierenden Gene in das Genom von E. coli eingebracht werden. Diese Integration
ermdglicht eine stabile Expression entsprechender Gene in Abwesenheit von Antibiotika. Die
Verwendung eines konstitutiven Promoters sollte zusatzlich die Zugabe einer Induktor-Verbindung

umgehen. Vor allem fir Applikationen im Bereich der Lebensmittel-Technologie stellt eine Produktion
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auf Basis von Genom-Integranten einen erheblichen Mehrwert gegentiber Plasmid-basierten Verfahren

dar.

In dieser Arbeit wurde das von Bassalo et al. entwickelte System zur rapiden Integration heterologer
Gene in E. coli BW 25113 angewendet (Bassalo et al. 2016). Dieses System nutzt die Fahigkeit des
Cas9-Proteins aus Streptococcus pyogenes, einen spezifischen Doppelstrangbruch im Genom von
Bakterien zu erzeugen (Doudna & Charpentier 2014; Hsu et al. 2014). In Kombination mit dem lambda
red-Rekombinase-System kann durch homologe Rekombination an dieser Bruchstelle ein beliebiges
Nukleotid-Fragment inseriert werden. Insgesamt vier Plasmide missen fiir diesen Vorgang in den zu

modifizierenden E. coli Stamm eingebracht werden (Abbildung 2).
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pSIMS ' psSs9
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Abbildung 2: Plasmidkarten der vier Konstrukte zur genomischen Integration von GFP in den SS9-Genlokus von
E. coli BW 25113.
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Das erste Plasmid, pX2-Cas9, tragt die fir das Cas9-Protein kodierende Gensequenz unter dem Einfluss
eines Arabinose-induzierbaren Promotor-Systems. Das zweite Plasmid, pSIM5, kodiert unter anderem
fir das lamda red-Rekombinase System, dessen Expression durch Temperatur-Erhéhung induziert
werden kann. Ein drittes Plasmid, SS9 _RNA, tragt die spezifische Guide-RNA (gRNA), die die
Endonuklease Cas9 zum SS9-Locus im Genom von E. coli BW 25113 fiihrt. Das vierte und letzte
Plasmid, pSS9, tréagt die kodierenden Informationen des griin fluoreszierenden Proteins (GFP), welches
stromaufwaérts und stromabwarts homologe Arme zu den genomischen Bereichen tragt, die durch den
Cas9 induzierten Doppelstrangbruch im SS9-Lokus generiert werden. Fir die Durchfiihrung der
genomischen Integration wurden zundchst die Basis-Konstrukte pX2_CaS9 und pSIM5 mittels
Elektroporation in den Stamm E. coli BW 25113 eingebracht. Dafiir wurde 25 ml LB-Miller Medium 1
%-ig mit einer Vorkultur des entsprechenden Stammes inokuliert und bei 32 °C und 180 rpm bis zu
einer ODgoonm VON 0,5-0,6 Kultiviert. Die Zellen wurden dann mittels Zentrifugation (6000xg, 4 °C, 10
min) abgetrennt. Mit 20 ml eiskaltem, sterilem H.O wurde das generierte Zellpellet zunachst gewaschen
und anschlieBend in einem ml H2O resuspendiert. Die Suspension wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-
Gefal} pelletiert (10.000 rpm, 4 °C, 30 sec) und das entstandene Pellet erneut in einem ml sterilem H,O
aufgenommen. Diese Waschprozedur wurde insgesamt drei mal durchgefiihrt, ehe die Zellen final in
100 pl eiskaltem, sterilem H2O resuspendiert und bis zur Elektroporation auf Eis gelagert wurden. 50 pl
der elektrokompetenten Zellsuspension wurde mit jeweils einem pl der zu transformierenden Plasmide
versetzt und in eine Elektroporationskiivette mit einem Elektrodenabstand von einem mm berfuhrt. Zur
Aufnahme der Plasmid-DNA wurden fiir 4 — 5 ms ein 1,8 kV Stromimpuls bei einem Widerstand von
200 Q angelegt. Aufgrund des Hitze-sensitiven Promotors des Konstrukes pSIM5 erfolgte die
Regeneration der elektroporierten Zellen fiir 2 h bei 30 °C in LB-Miller Medium mit Kanamycin- und
Chloramphenicol-Zusatz. Transformanten wurden nach Uber-Nacht-Inkubation der selektiven
Néahrplatten mittels Kolonie-PCR verifiziert. Ein bestatigter Transformant wurde fur die Aufnahme der
Plasmide SS9 _RNA und pSS9 in 10 ml LB-Miller-Medium mit Kanamycin-, Chloramphenicol- und 0,2
% [wi/v] Arabinose bei 30 °C und 180 rpm bis zu einer ODgoonm VOn 0,5 kultiviert. Die supplementierte
Arabinose vermittelte in dieser Zeit die Produktion der Endonuklease Cas9. Nachfolgend wurde die
Kultur fir 20 min in einem vorgeheizten Wasserbad bei 42 °C inkubiert, um die Hitze-regulierte
Expression der lamba-Red Gene zu induzieren. Nach Abschluss der Hitze-Inkubation wurden die Zellen
durch das bereits beschriebene Protokoll fir die Elektroporation vorbereitet. Nach Transformation der
Plasmide SS9-RNA und pSS9 wurden die elektroporierten Zellen in 1 ml LB-Miller-Medium
aufgenommen und fir 30 Minuten bei 32 °C regeneriert. Zur Selektion von Mutanten, die die
genomische Integration durchfiihren konnten, wurden die regenerierten Zellen iber Nacht bei 30 °C auf

LB-Platten mit Carbenicillin-Zusatz inkubiert. Transformanten wurden durch Kolony-PCR verifiziert.
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Produktion und Aufreinigung rekombinanter Proteine

2.5.1.1 Heterologe Proteinproduktion in E. coli

Die heterologe Produktion von Proteinen erfolgte in dieser Arbeit sowohl unter Verwendung von E. coli
NEB5-alpha als auch durch E. coli BL21. Als Expressionsplattform dienten die in Tabelle 9 gelisteten
Plasmide auf Basis des pASK-IBA5 Uberexpressionsvektors (IBA GmbH; Gottingen, Deutschland).

Fir die Produktion rekombinanter Proteine wurden 100 ml LB-Medium 1 %-ig mit einer entsprechenden
Ubernachtkultur inokuliert und bis zu einer ODgoonm VON 0,5 bei 37 °C und 250 rpm im Schikanekolben
kultiviert. Die Induktion erfolgte dann durch Zugabe von 10 pl eines Anhydrotetrazyklin-Stocks (2 mg
mlt). Nach einer Inkubationszeit von 16 h bei 16 °C und 180 rpm wurden die Zellen geernten und fir
die nachfolgende Proteinaufreinigung eingesetzt.

2.5.1.2 Zellernte und Ultraschall-Aufschluss

Die Produktionskulturen wurden zur Ernte mittels vorgekihlter Zentrifuge fiir 15 Minuten bei 4 °C und
8.000 rpm zentrifugiert. Die Zellpellets wurden daraufhin in 10 ml kaltem Puffer W (100 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 8,0) resuspendiert und anschliefend durch Ultraschall-Lyse aufgeschlossen. Ein
optimaler Aufschluss wurde mit Hilfe des ,,Cell Disruptors B15“ (Branson Ultrasonics Corporation,
Brookfield, USA) erzielt, wenn die Zellen fiir eine Dauer von 2 min ml* Extraktvolumen einer Output-
Intensitat von 7 bei einem 50 % Pulsintervall ausgesetzt wurden. Zur Abtrennung von Zelltrimmern
und unlgslichen Zellbestandteilen wurde das Lysat fir 20 Minuten bei 4 °C und 15.000 rpm
zentrifugiert. Der geklarte Uberstand wurde fiir die affinitatschromatographische Aufreinigung der

rekombinanten Proteine eingesetzt.

2.5.1.3 Affinitatschromatographische Aufreinigung rekombinanter Proteine

Durch die Bsal-vermittelte Klonierung von kodierenden DNA-Sequenzen in die pASK-IBA
Uberexpressionsproteine, erfolgt eine Fusionierung mit dem Vektor-kodierten Strep-Tag I
(Aminosduresequenz: WSHPQFEK). Dies ermdglicht eine affinitdtschromatographische Aufreinigung
rekombinanter Proteine. Grundlage fiir diese Methodik ist die Interaktion des Strep-Tag Il mit

immobilisierter Strep-Tactin-Sepharose.

In dieser Arbeit diente die Strep-Tactin®XT Superflow® Suspension (IBA GmbH; Goéttingen,
Deutschland) als Saulenmaterial fiir die durchgefuhrten Aufreinigungen. Dafur wurden 5 ml geklartes
Zelllysat auf eine mit Puffer W dquilibrierte Strep-Tactin-Saule mit einem S&ulenvolumen (CV) von 0,5
ml gegeben. Nach dem vollstandigen Durchfluss des Lysats wurden durch die Zugabe von 6 x 1 CV
Puffer W unspezifisch gebundene Proteine entfernt. Die Elution erfolgte in drei Schritten durch die
Zugabe von 0,5 CV, 1,5 CV und 0,8 CV BXT-Puffer (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50
mM Biotin, pH 8,0). Zur Regeneration der Sdule wurden 6 CV frisch angesetzte NaOH-L&sung (10

27



2. Material und Methoden |

mM) tber die Saule gegeben, ehe diese final mit 8 CV Puffer W in den &quilibrierten Grundzustand

Uberfihrt wurde.

Um einen Aktivitatsverlust zu vermeiden, wurden die Elutionsfraktionen im Anschluss an die

Aufreinigung 1 zu 2 mit sterilem Glycerin versetzt und bei -20 °C eingelagert.

2.5.2 Proteinquantifizierung nach Bradford

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde in dieser Arbeit das auf dem Bradford-Test
basierende ROTI®-Quant Konzentrat verwendet (Bradford 1976). Dieser Nachweis beruht auf der
Verschiebung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 von 465 nm nach 595 nm bei Bindung an
hydrophobe und Kkationische Seitenketten von Proteinen in saurer Loésung. Zwecks Protein-
Quantifizierung wurden 980 pl des verdinnten 5x Konzentrats mit 20 pl der zu messenden Ldsung
versetzt, der Ansatz durchmischt und fir 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine
photometrische Absorptionsbestimmung bei 595 nm (Ases). Durch den Abgleich mit einer
Kalibriergeraden, die unter Verwendung von BSA-L&sungen bekannter Konzentration erstellt wurde,
konnte der Proteingehalt der gemessenen Lésung ermittelt werden.

2.5.3 Auftrennung und Visualisierung von Proteinen

Die von Ulrich K. Laemmli entwickelte Methode der SDS-PAGE ermdglicht eine gréfienabhangige
Auftrennung von Proteinen (Laemmli 1970). Grundlage fir diesen Vorgang ist die Bindung des
anionischen Tensids SDS an linearisierte und denaturierte Proteine, wodurch diesen eine negative
Ladung verleiht wird, die in ihrer Intensitat anndhernd proportional zum Molekulargewicht ist. Durch
die Verwendung eines ungeladenen, polymeren Acrylamid-Gels, bewirkt das Anlegen eines
elektrischen Feldes die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Grof3e, da kleine Proteine schneller
durch die Poren der verwendeten Gel-Matrix wandern als groRe Proteine. Anhand eines Referenz-
Standards mit Proteinen bekannter Grofle kann das Molekulargewicht separierter Proteine bestimmt

werden. Die Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten SDS-Gele ist in Tabelle 21 abgebildet.

Tabelle 21: Zusammensetzung eines fur die SDS-PAGE eingesetzten Polyacrylamid-Gels.

Volumen [pl]
Komponente
Sammelgel Trenngel
Rotiphorese Gel 40 (Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland) 250 2000
Trenngelpuffer (1,8 M Tris-HCI, pH 8,8) - 1200
Sammelgel-Puffer (600 mM Tris-HCI, pH 6,8) 400 -
SDS (0,5 % [wiv]) 400 1200
H2Oreinst 950 1600
TEMED (VWR; Darmstadt, Deutschland) 5 5
APS (10 % [w/v]) 30 30
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Zwecks Probenaufbereitung wurden die aufzutrennenden Proteinfraktionen 1 zu 2 mit Ladepuffer (0,01
% [w/v] Bromphenolblau, 0,05 % [v/v] B-Mercaptoethanol, 50 % [v/v] Glycerol) versetzt und fur 5
Minuten bei 100 °C aufgekocht. Die denaturierten Proben wurden dann zusammen mit einem
Proteinstandard definierter GréRe (PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland) auf ein vorbereitetes SDS-Gel geladen. Vor dem Lauf wurde die
Elektrophorese-Kammer zur Halfte mit Laufpuffer (190 mM Glycin, 20 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS, pH
8,3) befullt und eine Spannung von 60 V an die Kammer angelegt. Nach dem Eindringen der Proben in

das Trenngel wurde die Spannung auf 100 V erhoht.

2.5.4 Silberfarbung

Die von Blum et al. entwickelte Methodik der Silberfarbung ist ein hoch-sensitives Verfahren, um die
im Zuge der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine zu visualisieren. (Blum et al. 1987). Grundlage dieser
Farbetechnik ist die Anlagerung von Silberionen an negativ geladene Proteinseitenketten. Durch Zugabe
von Formaldehyd erfolgt eine Reduktion dieser lonen zu sichtbarem, elementarem Silber, ein Vorgang,
der Nachweisgrenzen von bis zu 0,1 ng ermdglicht. Die fur die Silberfarbung verwendeten Lésungen
sowie die dazugehdrigen Inkubationszeiten sind nachfolgend in Tabelle 22 dargestellt. Die Gele wurden
bis zum Auftreten deutlicher Proteinsignale in Entwickler-Losung inkubiert. Durch eine zeitnahe
Zugabe der Stopp-Losung wurde die Reaktion abgestoppt und die Gele wurden photographisch

dokumentiert.

Tabelle 22: Protokoll zur Silberfarbung von SDS-Gelen.

Ldsung Zusammensetzung Dauer [min]
Fixier-Lésung 50 % [v/v] Methanol, 12 % [v/v] Essigsaure, 0,05 % [v/V] 60
Spul-Ldsung 50 % [v/v] Ethanol 3x20
Thiosulfat-Losung 2 g L' NazS;0; x 5 H,0 1
Wasch-Ldsung H,0O; 3x0,33
Imprégnier-Ldsung 2 g L't AgNQOg, 0,075 % [v/v] 37 %-ig Formaldehyd 10
Wasch-L6sung H,Or 2x0,33
Entwickler-Losung 60 g L™ Na,COs, 0,05 % [v/v] 37 %-ig Formaldehyd, 4 mg L variabel
! Na,S;05
Stopp-Losung 50 % [v/v] Methanol, 12 % [v/v] Essigsaure o0

2.5.5 Immunologische Proteindetektion mittels Western Blot

Neben dem unspezifischen aber sehr sensitiven Protein-Nachweis mittels Silberfarbung kdnnen Proteine
im Anschluss an die SDS-PAGE auch durch einen immunologischen Nachweis detektiert werden. Beim
Verfahren des Western Blots erfolgt ein spezifischer Nachweis von Protein-Epitopen durch
Verwendung von Antikorpern oder speziellen Konjugaten (Towbin et al. 1979). Das in dieser Arbeit flr

die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen genutzte Strep Tag Il ermdglicht einen hochspezifischen
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Nachweis durch die Verwendung eines Streptactin-Konjugats. Durch Kopplung von Streptactin mit
einer Meerrettich-Peroxidase und eine nachgeschaltete Farbreaktion, wird eine spezifische Farbung der
rekombinanten Proteine gewahrleistet. Die Peroxidase katalysiert dabei die Oxidation von 4-Choro-1-
napthol in Anwesenheit des Elektronenakzeptors H.O.. Das entstehende Oxidationsprodukt 4-Chloro-
1-napthon weist eine intensive blauliche Farbung auf, was sich im Zuge der immunologischen Detektion

zu Nutze gemacht wird.

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch das Halbtrocken-Blot-Verfahren zunachst
auf eine geeignete Membran aus Nitrocellulose transferiert. Ober- und unterhalb des Gels wurden drei
in Towbin-Puffer &quilibrierte Whatman-Paper platziert, bevor fir 40 Minuten eine Spannung von 15 V
angelegt wurde. Die Zusammensetzung des Towbin-Puffers sowie der tbrigen am Blott- und
Farbevorgang beteiligten Losungen ist in Tabelle 23 angegeben.

Tabelle 23: Zusammensetzung der im Zuge des Western Blots verwendeten Lésungen.

Ldsung Zusammensetzung
Towhbin-Puffer 14,4 g L Glycerin, 3,04 g L TRIS, 20 % [v/v] Methanol, pH 8,3
PBS-Ldsung 4 mM KHzHPO4, 115 mM NaCl, 16 mM Na;HPO4, ad 1 L H.O,, pH 7,4
Blockier-Losung 5 % [wi/v] Milchpulver in PBS-Puffer
PBST-Lésung 0,05 % [v/v] Tween 20 in PBS-Ldsung
Chromogen 3 % [wi/v] 4-Chloro-1-napthol in Methanol
H,O,-Ldsung 30 %-ig [v/v] H20,

Um unspezifische Bindungsstellen zu sattigen, erfolgte nach dem Transfer eine 1-stiindige Inkubation
der Membran in Blockier-Losung. Nach dreimaligem Waschen mit PBST-Ldsung fir jeweils funf
Minuten wurde die Membran tber Nacht bei 4 °C in 20 ml PBST-L6sung inkubiert, welchem 5 pl des
Strep-Tactin® HRP Konjugats (IBA GmbH; Géttingen, Deutschland) zugegeben wurden. Am néchsten
Morgen wurde die Membran zwei mal flr jeweils eine Minute in PBST-L6sung und ein mal flr eine
weitere Minute in PBS-L6sung gewaschen. Zur Ausbildung der Farbreaktion erfolgte die Zugabe von
20 ml PBS-Ldsung, 20 ul H2O2-Lésung und 200 ul des Chromogens 4-Chloro-1-napthol. Bis zum
Auftreten sichtbarer Banden wurde die Membran unter Lichtausschuss bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Dekantieren der Féarbeldsung und die Zugabe von H,0 abgestoppt.

2.6 Synthese und Aufreinigung von Zuckerverbindungen

2.6.1 Produktion und Aufreinigung des durch G. japonicus LMG 1417
produzierten EPS

Um das makroskopisch nachgewiesene EPS, das durch G. japonicus LMG 1417 produziert wurde, zu

identifizieren, erfolgte eine analytische Untersuchung der entsprechenden Substanz. Um Material in
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ausreichender Quantitat und Qualitat zu generieren, wurde der Stamm G. japonicus LMG 1417 in

100 ml einer modifizierten Version des Mediums Nr.13 kultiviert, welches in Tabelle 24 angegeben ist.

Tabelle 24: Zusammensetzung des modifizierten Mediums Nr.13 V2.0. Das Medium wurde fiir die Levan-
Produktion durch G. japonicus LMG 1417 verwendet.

Medium Nr. 13 V2.0

D-Mannitol 099¢
Hefeextrakt 590
Pepton 39
Saccharose 68.4 9

Nach 24-stindiger Inkubation bei 28 °C und dem Abtrennen der Zellen via Zentrifugation (10.000 rpm,
15 min, 10 °C) erfolgte eine ethanolische Fallung des Uberstandes. Zu diesem Zweck wurde ein Teil
Kulturiiberstand mit vier Teilen 96 %-igem Ethanol versetzt und der Ansatz durchmischt. Das in diesem
Prozess ausgeféllte Material wurde in H,O, resuspendiert, lyophilisiert und anschlieRend fur analytische

Nachweisverfahren (**C-NMR- und FTIR-Spektroskopie) eingesetzt.

2.6.2 Synthese und Aufreinigung von Levan

Um Levan als Substrat flir enzymatische Assays und die in Kapitel 2.6.3 beschriebene Synthese von
RBB-Levan einzusetzen, wurde das Fruktan durch die heterolog in E. coli NEB5-alpha produzierte und
mittels Strep-Tactin-Affinitatschromatographie aufgereinigte Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus
LMG 1417 synthetisiert. Fur die Produktion wurden 500 ml einer 2 M Saccharose-L&sung, die zuvor
durch Zugabe von 5 ml eines 1 M Natrium-Acetat-Puffers auf pH 5 eingestellt wurde, mit 250 ug der
rekombinanten Levansucrase versetzt und bei Raumtemperatur inkubiert. Die Abnahme der Saccharose-
Konzentration wurde mittels HPLC mit Hilfe der Aminex HPX-87H Trennsaule von Bio-Rad
(Feldkirchen, Deutschland) verfolgt. Nach einer relativen Saccharose-Umsetzung von 90 % wurden dem
Ansatz 2 Liter 96 %-iges [v/v] Ethanol zugesetzt und dieser stark geschiittelt. Nach dem Dekantieren
des Uberstandes wurde das verbleibende, weie Prazipitat in 250 ml H,O; gelost und in einen Dialyse-
Schlauch aus Cellulosehydrat (Nadir®-Dialysierschlauch, @ = 40 mm, MWCO ~ 10.000 — 20.000)
Uberfuhrt. Fir 48 Stunden erfolgte die Dialyse der Levan-Ldsung bei 4 °C in 5 L H,O,. Das Dialyse-
Wasser wurde alle 12 Stunden gewechselt. Nach Abschluss des Dialyse-Vorgangs wurde der Inhalt des

Schlauchs bei -70 °C eingefroren und anschlielend lyophilisiert.

2.6.3 Synthese und Aufreinigung von RBB-Levan

Remazol Brilliant Blau R (RBB) ist ein Anthrachinon-Farbstoff, der sich im Bereich der Glykochemie
und -biologie zur Herstellung kolorimetrisch messbarer Substrate einsetzen lasst. Auf diese Weise
konnten spezifische Substrate fur die photometrische Aktivitatsbestimmung von zahlreichen Glykosyl-
Hydrolasen wie beispielsweise Inulinasen, Cellulasen und Xylanasen entwickelt werden (Biely et al.
1985; Basran et al. 2010; Tiboni et al. 2012). In dieser Arbeit konnte der RBB-Farbstoff kovalent mit
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dem Fruktan Levan gekoppelt werden, um die enzymatische Aktivitdt von Endolevanasen

photometrisch zu messen.

Fir die Synthese von RBB-Levan wurden 4 g des eigens hergestellten Levans bei 60 °C in 80 ml eines
100 mM Natrium-Acetat-Puffers (pH 5) gel6st. Nach Zugabe von 0,8 g Remazol Brilliant Blue R
(Sigma-Aldrich; Steinheim, Deutschland) wurde der pH der Lésung durch Zugabe von 50 ml einer
Salzl6ésung (500 g L™* KCI, 100 g L™ NasPO,) auf pH 12 eingestellt und die Lésung tiber Nacht bei 65 °C
inkubiert. Durch Zentrifugation des Farbeansatzes (5 min, 4 °C, 6.000 rpm) wurden unlésliche
Reaktionsbestandteile abgetrennt und der Uberstand fiir eine ethanolische Fallung eingesetzt. Dafiir
wurde dieser mit 2,2 Teilen 96 %-igem [v/v] Ethanol versetzt, gevortext und erneut zentrifugiert (1 min,
4 °C, 6.000 rpm). Das blaue Prézipitat wurde vorsichtig mit Ethanol abgespiilt und anschlieend bei
65 °C in 18 ml eines 50 mM Natrium-Acetat-Puffers (pH 5) geldst. Der Fallungsschritt sowie das
nachfolgende Losen des Prazipitates in Puffer wurden so lange wiederholt, bis sich ein klarer Uberstand
einstellte. Das resultierende tiefblaue Pellet wurde final in H>O, gelst und lyophilisiert.

2.7 Analytische Methoden

2.7.1 3C-NMR-Spektroskopie

Zur ldentifikation des durch G. japonicus LMG 1417 produzierten extrazelluléren Polysaccharids (EPS)
wurde der Stamm auf Medium Nr. 13 + 200 mM Saccharose nach Standardbedingungen kultiviert. Nach
24-stundiger Inkubation und dem Abtrennen der Zellen (8.000 rpm, 15 min, 4 °C) erfolgte eine Fallung
des Kulturuiberstandes durch Zugabe von vier Teilen 96 %-igem [v/v] Ethanol. Das prézipitierte Material
wurde entnommen, luftgetrocknet und fir eine C-NMR-Analyse eingesetzt. 10 mg des
luftgetrockneten Materials wurden dazu in einem ml Deuterium-Oxid geldst und fiir 20 min auf 60 °C
erwarmt. Die Losung wurde in ein NMR-Réhrchen tberfiihrt und fir die Analyse an die Abteilung fiir
pharmazeutische Biologie der Universitat Bonn Ubergeben. Als Referenz wurde von Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland) bezogenes Levan (aus Erwinia (E.) herbicola) analog aufbereitet und
ebenfalls per *C-NMR-Spektroskopie analysiert. Die Messungen erfolgten in einem Bruker Avance
300 DPX bei einer Frequenz von 75 MHz und unter Verwendung der Software Topspin 1.3. Fir die

Auswertung der Spektren wurde die Software MestReNova v8.0.1 genutzt.

2.7.2 Fourier-Transform-Infrarot (FTIR) Spektroskopie

Die FTIR-Methodik ist ein bevorzugtes Verfahren in der Infrarotspektroskopie zur Erstellung
molekularer ,,Fingerabdriicke” und zur ldentifikation unbekannter Substanzen. Zwecks Strukturanalyse
des durch G. japonicus LMG 1417 produzierten EPS wurden FTIR-Spektren im Absorptionsmodus
zwischen 400 und 4.000 Wellenzahlen (1 cm) mit einem Bruker Tensor 27 FT-IR (Bruker Corporation;
Billerica, USA) erzeugt. Als Kontrolle wurde kommerzielles Levan von Sigma-Aldrich (Steinheim,

Deutschland) verwendet, das von E. herbicola produziert wurde (Blake et al. 1982). 2 mg des
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gereinigten EPS von G. japonicus LMG 1417 oder des Referenz-Levans wurden mit 250 mg KBr

pulverisiert und zu separaten Pellets gepresst.

2.7.3 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Fir die qualitative und quantitative Analyse von Mono- bis Oligosacchariden konnte sich die Methodik
der HPLC-Analyse etablieren. Durch die Interaktion mit einer meist polaren stationaren Phase, kdnnen
die in einer mobilen Phase geldsten Substanzen entsprechend ihrer physikochemischen Eigenschaften
aufgetrennt werden. Abhéngig von der Applikation wurden in dieser Arbeit mehrere Trennsdulen der
Hersteller Bio-Rad (Feldkirchen, Deutschland), Knauer GmbH (Berlin, Deutschland) und ShowaDenko
(Tokio, Japan) genutzt. Vor allem fiir die Analyse von Fruktooligosacchariden wurde eine breite Palette
an stationaren Phasen untersucht, um ein geeignetes Verfahren fiir eine hochauflésende Trennung von

FOS zu etablieren.

Initiale Analysen fiir die Konzentrationsbestimmung von Glukose, Fruktose und Saccharose in
Kulturiiberstanden von Gluconobacter erfolgten auf einer Bio-Rad Aminex HPX-87H, die sich fir die
Analyse von Mono- und Disacchariden, organischen S&uren und Alkoholen eignet. Die Saule ist
aufgebaut aus einer Polymer-basierten Matrix bestehend aus Polystyrol-Divinylbenzol und trennt die
Analyten auf Basis der lonen-moderierten Verteilungschromatographie. Zwei grundlegende
Mechanismen kommen bei der Auftrennung mittels Aminex-Trennséule zum Tragen. Im Zuge der
Oligosaccharid-Auftrennung fiihrt das Prinzip des GrofRenausschlusses dazu, dass die Zuckerketten
entsprechend ihres Molekulargewichtes das dicht gepackte Trenn-Harz lateral penetrieren und somit
voneinander separiert werden. Ferner erfolgt eine Interaktion zwischen den Hydroxyl-Gruppen der
analysierten Kohlenhydrate und den fixierten Gegenionen des Trenn-Harzes. Im Fall der Aminex HPX-
87H stellt ionischer Wasserstoff das Gegenion dar. Der Ligandenaustausch wird maBgeblich durch die
raumliche Orientierung der Hydroxylgruppen beeinflusst, sodass auch Saccharide mit identischem
Molekulargewicht ein variierendes Elutionsverhalten aufweisen. Als mobile Phase wurde 5 mM H2SOa

verwendet.
Messungen unter Verwendung der Aminex HPX-87H erfolgten durch folgendes HPLC-System:

» Entgaser: Knauer Smartline Manager 5000

*  Pumpe: Knauer Smartline Pump 1000

* Probenaufgabeventil mit 20 pl Probenschleife: Knauer Smartline Autosampler 3800
+ Sdulenofen: Knauer Column-Thermostat Jetstream 2 Plus

»  UV-Detektor: Knauer Smartline UV Detektor 2600

« RI-Detektor: AZURARID 2.1L

Neben der Aminex HPX-87H wurden die Saulen Aminex HPX-42A und HPX-42C und verschiedene
Aminophasen-Trennsdaulen flr die chromatographische Analyse von Fruktooligosacchariden

untersucht. Die genannten Aminex-Trennsdulen weisen eine geringere Quervernetzung auf und liegen,
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anders als die HPX-87H, nicht in der Wasserstoff-Form sondern in der Silber (A)- bzw. Kalzium (C)-

Form vor und werden in Kombination mit H,O; als mobiler Phase eingesetzt.

Die getesteten Aminophasen basieren auf einer Kieselgel- oder Polyvinyl-Alkohol-Matrix, deren
Hydroxylgruppen Uber hydrophobe Abstandshalter (Propyl) mit einer endstdndigen und polaren
Aminogruppe verbunden sind. In saurer Lésung liegen diese Aminogruppen protoniert vor, sodass die
Matrix als schwacher Anionenaustauscher fungiert. Die im Zuge des enzymatischen Levan-Abbaus
freigesetzten Fruktooligosaccharide konnen aufgrund ihrer polaren Eigenschaften durch die
beschriebene Aminophase separiert werden. Unter Verwendung der Aminophasen-Saulen wurden
variierende Acetonitril-Konzentrationen (60 - 80 % [v/Vv]) getestet.

Alle Messungen zur qualitativen und quantitativen Analyse von FOS erfolgten an folgendem HPLC-

System:

» Entgaser: SpectraSystem SCM1000 Vakuum Entgaser

* Pumpe: SpectraSystem P4000 Gradienten-Pumpe

*  Probenaufgabeventil mit 20 ul Probenschleife: SpectraSystem AS3000 Autosampler
» RI-Detektor: Ercatech AG Brechungsindex-Detektor RI-101

Folgende Saulen wurden hinsichtlich ihrer Trenneigenschaften fiir die Analyse von FOS getestet:

* Aminex HPX-42A (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland)

* Aminex HPX-42C (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland)

» Europsher 11 100-5 NH2, 250 x 40 mm (Knauer GmbH; Berlin, Deutschland)

» Eurospher 11 100-3 NH2, 250 x 40 mm (Knauer GmbH; Berlin, Deutschland)

»  Shodex Asahipak NH2P-50 3E in Kombination mit der VVorsdule Asahipak NH2P-50G 3A und
dem Line-Filter Asahipak NH2P-LF (Showa Denko K.K.; Tokio, Japan)

Vor der Probenaufgabe wurden die Proben so mit Laufmittel verdiinnt, dass die Konzentration der
Probenmatrix moglichst der Konzentration des Laufmittels entsprach. Alle Proben wurden vor der

Messung fiir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um unldsliche Partikel abzutrennen.

2.7.3.1 Probenvorbereitung fur die HPLC-Analytik

Alle Proben, in denen Levan synthetisiert oder als Substrat verwendet wurde, wurden vor der
chromatographischen Analytik mit vier Teilen 96 %-igem [v/v] Ethanol versetzt. Polymeres Levan
wurde durch Vortexen der Proben prézipitiert und durch Zentrifugation (13.000 rpm, 1 min, RT)
pelletiert. Proben, die an der Aminex HPX-87H analysiert wurden, wurden so mit einer 5 mM H,SOs-

Ldsung verdiinnt, dass das Ausgangssubstrat in einer Endkonzentration von 5 mM vorlag.

Erste Analysen auf den Sdulen Aminex HPX-42A und HPX-42C zeigten, dass unter Verwendung dieser
stationaren Phasen Ethanol mit Fruktose co-eluierte. Um das im Zuge der Polymer-Féllung in die

Probenmatrix eingebrachte Ethanol zu entfernen und so die Quantifizierung von Fruktose zu

34



2. Material und Methoden |

ermdglichen, wurden alle Proben, die mit Hilfe dieser S&ulen analysiert wurden, durch den Rotations-
Vakuum-Konzentrator RVC 2-25 CDplus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH; Osterode
am Harz, Deutschland) eingedampft und anschlielend in H.O; geldst. Die Proben wurden anschlieRend

so verdiinnt, dass die finale Konzentration der Fruktose-Aquivalente summiert bei 25 mM lag.

Bevor Proben mit Hilfe der erwahnten Aminophasen analysiert werden konnten, wurden der Uberstand
der ethanolischen Polymer-Fallung so mit Acetonitril versetzt, dass die Acetonitril-Konzentration der
Probenmatrix der Acetonitril-Konzentration des Laufmittels entsprach. Je nach Analyt variierte die
Konzentration der analysierten Zucker zwischen 1 — 25 mM.

2.7.4 Molekulargewichtsbestimmung von Levan mittels asymmetrischer Flussfeld-

Fluss-Fraktionierung

Das Molekulargewicht und der quadratische Mittelwert (rms) des durch den Kulturiiberstand von G.
japonicus LMG 1417 produzierten Levans, wurden mittels asymmetrischer Flussfeld-Fluss-
Fraktionierung (AF4; Eclipse Dualtec,Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, USA), gekoppelt mit
Mehrwinkel-Laserlichtstreuung (MALLS) (Dawn Heleos Il, Wyatt Technology, Santa Barbara, CA,
USA) und UV-Detektion (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Ua-
Arak et al. 2017; Hundschell et al. 2020). Das lyophilisierte Levan wurde in ¢H20 bis zu einer
Endkonzentration von 0,1 mg mL™ gel6st. 10 pg (100 pl) dieser Levan-Losung wurden in den
Trennkanal (LC) injiziert, der mit einer 10 kDa Zellulosemembran (Nadir regenerierte Zellulose) und
einem Abstandshalter (H6he: 350 um; Breite: 21,5 mm) ausgestattet war. Die Trennungen wurden mit
50 mM NaNO; als Eluent, einer konstanten Detektorflussrate von 1 mL min? und einem
Querflussgradienten von 3 = 0,1 mL min? (15 min) durchgefiihrt, gefolgt von 15 min eines
gleichmaRigen Querflusses von 0,1 mL min. Die erzeugten Signale wurden mit der Software ASTRA
6 (Wyatt Technologies, Santa Barbara, CA, USA) unter Verwendung eines dn/dc-Wertes von 0,146 mL
gt und des in die ASTRA 6-Software integrierten Zufallsspulenmodells aufgezeichnet, transformiert

und ausgewertet.

2.8 Enzymatische Nachweismethoden

Alle kontinuierlichen Enzym-Assays wurden mit einem Jasco V-600 Spektrophotometer (Jasco GmbH;
Pfungstadt, Deutschland) durchgefihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Spectra Manager 1l

Software.

2.8.1 Quantifizierung von Enzymaktivitaten

Aktivitaten werden in dieser Arbeit mit der Einheit Units (U) ausgedriickt, wobei 1 U der Umsetzung
von 1 umol Substrat min! entspricht. Photometrisch bestimmte Volumenaktivitaten wurden durch das

in Formel 3 angegebene Lambert-Beer’sche Gesetz berechnet.
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Formel 3: Berechnung der enzymatischen Volumenaktivitdt. AE min entspricht der Extinktionsanderung pro
Minute, d der Schichtdicke des durchstrahlten Korpers in ¢cm, € dem dekadischen Extinktionskoeffizienten (mM-?
cm), V dem Assay-Volumen in ml und v dem Volumen der zugefiigten Enzym-L&sung in ml.

AE min~1xV

-1 _
Uml™ = Tier o

Zur Berechnung der spezifischen Aktivitat wurde die Volumenaktivitdt durch die Protein-Konzentration
(mg* mI?) der verwendeten Enzym-L&sung geteilt. Indem die spezifische Aktivitat von Enzymen bei
variierenden Substratkonzentrationen ermittelt wird, kann eine Aussage uber das kinetische Verhalten
des untersuchten Enzyms getroffen werden. Alle in dieser Arbeit beschriebenen, rekombinanten
Enzyme verhielten sich nach dem kinetischen Modell von Michaelis-Menten. Mittels nicht-linearer
Regression konnen auf Basis dieses kinetischen Models die Michaeliskonstante K, sowie die
maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vmax ermittelt werden. Die Bestimmung dieser Kenngrélzen erfolgte
durch die Software Graph-Pad Prism 8.4.

Ausgehend von der spezifischen Aktivitat erfolgte anhand von Formel 4 die Bestimmung der
Wechselzahl K, die die Substratumsetzung Enzym Sekunde™ beschreibt.

Formel 4: Berechnung der Wechselzahl Kea: (s2).

(5pezifische Aktivitit (umol min‘lmg_l)
60

Stof fmenge des Enzyms (umol mg=1)

Kcat(sec™) =

Durch Division der Wechselzahl K durch die Michaeliskonstante Kn ergibt sich die katalytische

Effizienz Keat Km (M1s?) eines Enzyms.

2.8.2 Enzymatischer Nachweis von Glukose

Die Aktivitdit von Invertasen und Levansucrasen kann durch einen gekoppelten Enzym-Assay
photometrisch bestimmt werden. Diese Quantifizierung basiert auf der Freisetzung von Glukose-
Einheiten im Zuge der enzymatisch katalysierten Hydrolyse von Saccharose. Das von Megazyme Ltd.
(Bray, Irland) vertriebene E-HKGDH-Gemisch ermdglicht eine Umsetzung der freigesetzten Glukose
durch die Hilfsenzyme Hexokinase und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, was in einer
photometrisch messbaren, dquimolaren Reduktion von NADP* resultiert. Diese Reduktion kann
photometrisch bei 340 nm gemessen werden. Der genaue Mechanismus der Reaktion ist nachfolgend in
Abbildung 3 abgebildet.
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Glucose

ATP
1. Hexokinase \
' \~ ADP

Glucose-6-phosphat

NADP* \
2. Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

\' NADPH

D-Glucono-1,5-lacton-6-phosphat

Abbildung 3: Reaktionsmechanismus der durch das HKGDH-Gemisch (Megazyme; Bray, Irland) katalysierten
Glukose-Umsetzung. Die Umsetzung der Glucose kann durch die dquimolare Reduktion von NADP™* bei 340 nm
photometrisch analysiert werden.

Um die relative Levansucrase-Aktivitat in verschiedenen Zellfraktionen von G. japonicus LMG 1417
und G. japonicus LMG 1417 pBBR1 p264 levS1417 zu messen, wurden die entsprechenden Stamme
im Medium Nr. 13 bis zu einer ODsoonm VONn 1,5 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(8.000 rpm, 10 min bei 4 °C) geerntet, in 10 ml Puffer W (IBA GmbH, Goéttingen) resuspendiert und
durch Sonifizierung lysiert. Die Zelltrimmer wurden durch anschlieBende Zentrifugation (15.000 rpm,
15 min bei 4 °C) des Lysats entfernt. Die Durchflihrung der photometrischen Quantifizierung erfolgte
nach Herstellerangaben (Megazyme; Bray, Irland). Durch Verwendung des NADPH
Extinktionskoeffizienten (e3sonm) von 6,3 mM™ cm™ konnte anhand des Lambert-Beer’schen Gesetzes

(siehe Formel 3) die VVolumenaktivitét der eingesetzten Fraktionen ermittelt werden.

Des Weiteren wurde mit Hilfe des E-HKGDH-Gemischs die Aktivitat des als Levanase annotierten und
rekombinant in E. coli NEB5-alpha produzierten Proteins (GenBank-Eintrag: KXV26505.1) aus G.
japonicus LMG 1417 ermittelt.

2.8.3 Enzymatische Reinheitskontrolle im Zuge der Zellfraktionierung

Um die Reinheit préaparierter Zellfraktionen von G. japonicus LMG 1417 zu validieren und den Anteil
Iytischer Zellen bestimmen zu konnen, erfolgte die Aktivitatsbestimmung der nativ cytosolischen
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase in entsprechenden Fraktionen. Fir die Messung wurde der in
Tabelle 25 beschriebene Reaktionsansatz kontinuierlich bei einer Wellenldnge von 340 nm gemessen.

Tabelle 25: Reaktionsansatz zur Bestimmung der Glukose-6-phosphat Dehydrogenase Aktivitét in Zellfraktionen
von G. japonicus LMG 1417.

Komponente Menge [ul]
25 mM NADP* 10
0,5 M Glukose-6-phosphat 5
Zellfraktion 10
50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,5) 975
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2.8.4 RBB-Levan basierte Aktivitatsbestimmung von Endolevanasen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Synthese von RBB-Levan ermdglichte eine Aktivitatsbestimmung
von Endolevanasen durch diskontinuierlich durchgefiihrte photometrische Messungen. Grundlage dafur
ist die Prézipitierbarkeit des gefdrbten Fruktans durch Zugabe von Ethanol. Im Zuge einer
Endolevanase-vermittelten Hydrolyse des kolorimetrischen Substrats erfolgt die Akkumulation von
gefarbten, nicht prazipitierbaren Oligosacchariden. Diese in Ethanol 16slichen Verbindungen fiihren mit
zunehmender Inkubationszeit zu einer Intensivierung der Blaufarbung des Féllungsiiberstandes. Durch
den spezifischen Extinktionskoeffizienten von ese; = 6,170 cm™ M™ erméglichte das an das Substrat
gekoppelte Remazol Brilliant Blau R eine Quantifizierung der enzymatisch freigesetzten Fruktose-
Aquivalente. Eigens synthetisiertes RBB-Levan wurde fir den in Tabelle 26 dargestellten
Reaktionsansatz eingesetzt.

Tabelle 26: Reaktionsansatz zur Aktivitatsbestimmung von Endolevanasen unter Verwendung von RBB-Levan.

Komponente Menge [ul]
100 mM RBB-Levan 180
10X Mcllvaine Puffer pH 6 5
Endolevanase X
H20r 15-X

Entsprechende Ansétze wurden bei 30 °C inkubiert und in regelméaRigen Zeitabstanden beprobt. Dafir
wurden 20 pl der Reaktionslésung entnommen, mit 80 pl 96 %-igem Ethanol versetzt und flr 20
Sekunden gevortext. Das entstehende Prézipitat wurde mittels Zentrifugation (13.000 rpm, 3 min,
Raumtemperatur) abgetrennt. 60 pl des resultierenden Uberstandes wurden in eine 96-well

Multiwellplatte Gberfuhrt und photometrisch bei einer Wellenlange von 592 nm analysiert.

38



3. Ergebnisse |

3. Ergebnisse

Um neue Verbindungen fir den préabiotischen Markt zugénglich zu machen, bedarf es effizienter
Produktionsverfahren fiir entsprechende Prabiotika. Aufgrund der hohen Komplexitat der humanen
Mikrobiota und zahlreicher Cross-Feeding-Effekte im Darm, verlangt die wissenschaftliche
Gemeinschaft hochste Standards fur den experimentellen Nachweis eines prébiotischen Effektes.
Zurzeit werden ausnahmslos Placebo-kontrollierte Blindstudien am Menschen oder an Tieren
berticksichtigt, um eine Kausalitdit zwischen einem potenziellen Prébiotikum und positiven
Veranderungen spezifischer Gesundheits-Marker nachzuweisen (Gibson et al. 2017). Fir zahlreiche
Verbindungen fehlen jedoch die kommerzielle Verfugbarkeit oder geeignete Produktionsverfahren, um
solche Tests in ausreichendem Umfang durchfiihren zu kénnen, so auch fiir Levan-basierte FOS. Diese
Arbeit beschaftigt sich daher mit der Etablierung eines effizienten Produktionsverfahrens fir

prabiotische, Levan-basierte Fruktooligosaccharide.

3.1 Identifizierung von Levan-Produzenten innerhalb der Gattung

Gluconobacter

Aufgrund der Féhigkeit zur schnellen, unvollstdndigen Oxidation von Zuckerderivaten und Alkoholen
und der damit verbundenen Akkumulation von regio- und sterioselektiven Oxidationsprodukten, konnte
sich die Gattung Gluconobacter fur zahlreiche industrielle Applikationen etablieren (Gupta et al. 2001).
Prominente Bereiche, in denen Vertreter der Gattung fur industrielle Verfahren eingesetzt werden, sind
die Produktion von Vitamin C (Reichstein & Grissner 1934), 1-Deoxynojirimycin sowie Miglitol
(Schedel 2008), Glukonaten (Deppenmeier et al. 2003) und Dihydroxyaceton (Claret et al. 1994). Auch
in Bereichen der Glykobiologie konnte sich die Gattung Gluconobacter als geeignete
Produktionsplattform beweisen, zum Beispiel fiir die Produktion des SiRstoffes 5-Keto-D-Fruktose
(Herweg et al. 2018; Siemen et al. 2018; Battling et al. 2020; Hoffmann et al. 2020) und fir Fruktane
des Levan-Typs (Jakob et al. 2012; Ua-Arak et al. 2017; Hovels et al. 2020). Es besteht grolies Potenzial,
die hohe Osmotoleranz (Luchterhand et al. 2015; Zahid et al. 2015) und genetische Zugéanglichkeit
(Kallnik et al. 2010; Peters et al. 2013; Kiefler et al. 2017) von Gluconobacter fir eine effiziente und
nachhaltige Umwandlung von nachwachsenden Rohstoffen in funktionelle Zuckerverbindungen zu
nutzen. Der Fokus in dieser Arbeit lag in diesem Zusammenhang auf Fruktanen des Levan-Typs, die
nachweislich probiotische Mikroorganismen in ihrem Wachstum und/oder ihrer Aktivitat fordern
kénnen (Marx et al. 2000; Porras-Dominguez et al. 2014; Adamberg et al. 2015).

3.1.1 Screening nach EPS-produzierenden Gluconobacter Arten

Auf Basis der in der Literatur beschriebenen Beobachtung, dass Vertreter der Gattung Gluconobacter
zur Synthese des B-2,6-glykosidisch verknipften Fruktan-Polymers Levan befahigt sind, erfolgte in
dieser Arbeit ein initiales Screening nach potenziellen Levan-produzierenden Gluconobacter-Stammen.

Insgesamt sechs Vertreter der Gattung wurden daflr vergleichend auf Hefe-Mannitol-(YM)-Agar
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(Abbildung 4A) und Hefe-Saccharose-(YS)-Agar (Abbildung 4B) kultiviert. Die Produktion von Levan,
bei der Saccharose zwingend als Substrat fir die Levansucrase-vermittelte Transfruktosylierungs-
reaktion bendtigt wird, duBert sich auf Agar-Platten durch eine schleimige Kolonien-Morphologie
(Jakob et al. 2012).

Die sechs untersuchten Stdimme G. japonicus LMG 1417, G. cerinus LMG 1425, G. oxydans LMG
1385, G. oxydans DSM 2003, G. oxydans DSM 3504 und G. oxydans 621H zeigten auf YM-Agar
erwartungsgeman deutlich erkennbares Wachstum (Abbildung 4A).

Abbildung 4: Makroskopische Morphologie verschiedener Gluconobacter-Stamme auf Hefe-Mannitol-Agar (A)
und Hefe-Saccharose-Agar (B). Die Stdmme G. japonicus LMG 1417 (1), G. cerinus LMG 1425 (2), G. oxydans
LMG 1385 (3), G. oxydans DSM 2003 (4), G. oxydans DSM 3504 (5) und G. oxydans 621H (6) wurden 24 Stunden
bei 28 °C inkubiert. G. japonicus LMG 1417 wurde zusatzlich nach 16, 20 und 24 Stunden Inkubation fotografiert

©.

Auf YS-Platten wurde die Bildung von schleimigen Kolonien bei den Stammen G. japonicus LMG
1417, G. cerinus LMG 1425 und G. oxydans LMG 1385 beobachtet, wéhrend die Ubrigen Stamme keine
Anzeichen von Polysaccharid-Bildung zeigten (Abbildung 4B). Von allen untersuchten Organismen
zeigte G. japonicus LMG 1417 die mit Abstand stérkste Produktion eines extrazellul&ren Polysaccharids
(EPS), was durch die Zeitraffer-Aufnahme verdeutlicht wird (Abbildung 4C).

3.1.2 Identifizierung des durch G. japonicus LMG 1417 produzierten EPS
3.1.2.1 3C-NMR-Analyse des unbekannten EPS

Um das in Kapitel 3.1.1 beschriebene EPS identifizieren zu kdnnen, wurde der Organismus G. japonicus
LMG 1417 in Saccharose-haltigem Flussigmedium kultiviert. Das durch ethanolische Fallung aus dem
Kulturiiberstand gewonnene Prazipitat zeigte in der C-NMR-Analyse sechs verschiedene
Resonanzsignale bei 105,51 (C2), 81,61 (C5), 77,51 (C3), 76,46 (C4), 64,7 (C6) und 61,11 (C1) ppm
(Abbildung 5). Wie in Abbildung 5 dargestellt ist, entsprachen diese chemischen Verschiebungen denen
des Levan-Standards von E. herbicola, was bestétigte, dass es sich bei dem produzierten EPS um das -
2,6-glykosidisch verknupfte Fruktan-Polymer Levan handelte. Die zwei zusétzliche Signale bei 58,72

und 18,06 ppm konnten dem Féllungsreagenz Ethanol zugeordnet werden (Gottlieb et al. 1997).
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Abbildung 5: ¥C-NMR-Spektren (A) und Strukturformel von Levan (B). Dargestellt sind die chemischen
Verschiebungen in ppm von Levan, produziert durch G. japonicus LMG 1417 (1) und E. herbicola (2). Die Peaks
sowie die Kohlenstoff-Atome der Levan-Strukturformel wurden einheitlich zu Tabelle 27 nummeriert.

Tabelle 27 verdeutlicht, dass die in dieser Arbeit gemessen Signalverschiebungen mit den
Signalverschiebungen anderen Levan-Préparationen, die von anderen Essigsdurebakterien erzeugt

wurden, bereinstimmten (Jakob et al. 2013).

Tabelle 27: Vergleich der *C-NMR-Verschiebungen von verschiedenen Levan- und Inulin-Praparationen.

Verschiebung (ppm)
Levan-Praparationen + Inulin-Standard Kohlenstoff-Atom
Cl C2 C3 C4 C5 C6

G. japonicus LMG 1417 61,11 10552 77,51 76,46 81,61 64,7
E. herbicola 61,12 105,51 77,51 76,45 81,6 64,7
G. frateurii TMW 2.7672 62,32 106,71 78,72 77,66 82,8 659
G. cerinus DSM 9533T*# 62,71 107,08 79,11 78,04 83,17 66,26
Neoasaia chiangmaiensis NBRC 101099* 62,57 107,09 79,11 78,04 83,18 66,28
Kozakia baliensis DSM 144002 62,57 106,97 78,98 77,92 83,06 66,16

Gluconacetobacter xylinum NCI 1005° 62,6 1069 79 779 83 66

Inulin? 63,71 106,1 79,78 77,07 83,91 64,97

& entnommen aus der Publikation von Jakobs und Kollegen (Jakob et al. 2013).
® entnommen aus der Publikation von Tajima und Kollegen (Tajima et al. 1997)
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Die in der vorliegenden Arbeit detektierten Verschiebungen wiesen zwar einen Shift von +1,2 ppm
gegeniiber den Levanen aus G. frateurii, G. cerinus, Neoasaia chiangmaiensis, Kozakia baliensis und
Gluconacetobacter xylinum auf, der interne Abstand der Verschiebungen der einzelnen

Kohlenstoffatome war jedoch bei allen Levan-Praparationen gleich.

3.1.2.2 Analyse des LMG 1417 Levans mittels FTIR-Spektroskopie

Neben der 3C-NMR-Spektroskopie wurde zusatzlich die FTIR-Spektroskopie eingesetzt, um das in
Kapitel 3.1.1 beschriebene EPS zu identifizieren. Die FTIR-Spektren des von G. japonicus LMG 1417
produzierten Levans und des Referenz-Levans aus E. herbicola waren einheitlich und wurden nach
Barone und Medynets (2007) ausgewertet (Abbildung 6). Die erhaltenen Spektren zeigten einen
charakteristischen Dehnungs-O-H-Peak bei 3418 cm™, eine schwache C-H-Schwingung zwischen 3000
— 2800 cm™?, eine H-O-H-Schere bei der Wellenzahl von 1637,5 cm™ und die typische ,,Carbohydrate-
Fingerprint*“-Region zwischen 1400 — 800 cm™.

0.8

Levan Erwinia herbicola
= Levan Gluconobacter japonicus LMG 1417

0.6

Absorption
(o]
~

0.2

0 " 1 1 L 1 n 1 " 1 n 1
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Abbildung 6: FTIR-Spektren des Levans von G. japonicus LMG 1417 (schwarz) und kommerziellen Levans, das
von E. herbicola produziert wurde (grau).

Der interne Abgleich der ,,Carbohydrate-Fingerprint“-Regionen, der nachfolgend in Tabelle 28
dargestellt ist, zeigte eine hohe Ubereinstimmung der detektierten Verschiebungen fir die Levan-

Préparationen aus G. japonicus LMG 1417 und E. herbicola.

Trotz eines geringen Shift in den gemessenen Verschiebungen im direkten Vergleich zu den Messwerten
von Barone & Medynets lieferten die FTIR-Analysen einen validen Nachweis dafir, dass es sich bei
dem EPS, das von G. japonicus LMG 1417 produziert wurde, um Levan handelte (Barone & Medynets
2007).
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Tabelle 28: FTIR-Verschiebungen der ,,Carbohydrate-Fingerprint*“-Region verschiedener Levan-Praparationen.

Bindungscharakter Verschiebung in cm™

B. subtilis Levan® G. japonicus LMG 1417 Levan E. herbicola Levan

5(CH), 6(OH)® 1398 1350,1 1346,3
0(CH), 6(OH) 1370 1338,5 1328,9
v(CH)? 1265

W(CH) Lo4g 1263,3 1263,3
v(CO) Bindung 1165 1130,2 1128,3
v(CO) Bindung 1093 1060,8 1060,8
v(O) Furanose-Ring 945 925,8 927,7
v(O) Furanose-Ring 813 811,9 8119

@ entnommen aus der Publikation von Barone & Medynets (Barone & Medynets 2007).
®Vibrationsarten: J = ,,Stretching*-Vibration; v = ,,Bending*“-Vibration

3.2 Charakterisierung der Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417

3.2.1 Produktion und Aufreinigung der rekombinanten Levansucrase LevS1417
Durch den analytischen Nachweis, dass G. japonicus LMG 1417 zur Synthese des B-2,6-glykosidisch
verknlpften Fruktan-Polymers Levan befahigt ist, wurde aufgedeckt, dass im Genom des Organismus
eine entsprechende Levansucrase codiert sein muss. Um den Vorgang der Levan-Produktion durch
G. japonicus LMG 1417 naher untersuchen und optimale Produktionsparameter fur das Préabiotikum
bestimmen zu koénnen, wurde zunéchst eine Charakterisierung der unbekannten Levansucrase
vorgenommen. Bioinformatisch konnte im Genom des Essigsaurebakteriums ein Gen identifiziert
werden, das flr ein als Sucrase annotiertes Protein kodiert (GenBank-Eintrag: KXV23964.1). Zwecks
Proteincharakterisierung wurde das entsprechende Gen aus genomischer DNA von G. japonicus LMG
1417 amplifiziert. Die dafir verwendeten Oligonukleotide p5 levS1417 for und p5_levS1417 rev
fuhrten zur Integration einer Sacll Schnittstellen stromaufwaérts und einer Xhol Schnittstelle
stromabwarts der kodierenden Sequenz. Durch einen Verdau der aufgereinigten Amplifikate und des
pASK-IBAS5 Vektors mit den Restriktionsendonukleasen Sacll und Xhol, konnte in einer nachfolgenden
Ligation das Plasmid pASK5_levS1417 generiert werden (Abbildung 7A). Nach Transformation des
konstruierten Plasmids in E. coli NEB5-alpha konnte durch Kolonie-PCR und anschliefende
Sequenzierung der aus einem Transformanten isolierten Plasmid-DNA, die Klonierung verifiziert
werden. Im Zuge der Kolonie-PCR, fir die das Primerpaar pASK_for und p5_levS1417_rev eingesetzt
wurde, konnte ein Fragment erzeugt werden, welches der prognostizierten Grolie von 1497 Basenpaaren
entsprach (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Plasmidkarte des Uberexpressionsplasmids pASK5 levS1417 zur heterologen Produktion der
Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417 in E. coli NEB5-alpha (A). und UV-Durchlicht-Aufnahme
der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR (B) zur Verifizierung des Stammes E. coli NEB5-alpha
PASK5 levS1417. Als Referenzmarker (M) wurde die Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt
a.M., Deutschland) eingesetzt.

Fur die heterologe Produktion der Levansucrase LevS1417 wurde der generierte Stamm E. coli NEB5-
alpha pASK5_levS1417 gemdl dem in Kapitel 2.5.1 Produktion und Aufreinigung rekombinanter
Proteine beschriebenen Protokoll kultiviert. Der im Anschluss an die Kultivierung erzeugte Zellextrakt

wurde fiir eine affinitdtschromatographische Aufreinigung Strep-Tag-gekoppelter Proteine eingesetzt.

M 1
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Abbildung 8: Visualisierung der durch E. coli NEB5-alpha pASK5_levS1417 produzierten und mittels Strep-
Tactin-Affinitatschromatographie aufgereinigten Levansucrase LevS1417. Das prognostizierte Molekulargewicht
der rekombinanten Levansucrase liegt bei 51,2 kDa. Als Referenzstandard (M) diente die PageRuler™ Prestained
Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland).
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Mittels Proteinquantifizierung nach Bradford wurde im Anschluss an die Streptactin-Aufreinigung in
den Elutionsfraktionen eine summierte Protein-Ausbeute von 11,5 mg detektiert. Um die Produktion
und Aufreinigung der rekombinanten Levansucrase zu bestdtigen und die Reinheit der Eluate zu
untersuchen, wurden die Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung
angefarbt (Abbildung 8). Die resultierende Proteinbande entsprach der erwarteten Molekularmasse von

51,2 kDa fiir die Levansucrase. In den Enzympraparaten wurden keine Verunreinigungen nachgewiesen.

3.2.2 Enzymatische Charakterisierung der rekombinanten Levansucrase
LevS1417

Um die optimalen Reaktionsbedingungen der Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 zu ermittelt,
erfolgte eine detaillierte enzymatische Charakterisierung. Daflr wurde das rekombinante Enzym in
Assays mit variierenden Temperatur- oder pH-Werten eingesetzt, in denen Saccharose als Substrat
diente. Uber die Freisetzung monomerer Glukose-Einheiten wurde die Aktivitat der Levansucrase
ermittelt. Die quantitative Detektion von Glukose erfolgte chromatographisch unter Verwendung der
Trennsdule Aminex HPX-87H (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland) und eines Brechungsindex-
detektors. Erwartungsgemal fir ein von einem Essigsdurebakterium produziertes extrazelluléres
Enzym, zeigte LevS1417 eine Adaption an einen leicht sauren pH (Matsushita et al. 1989; Gupta et al.
2001). Das aufgereinigte Protein wies eine optimale Aktivitat bei pH 5 auf (Abbildung 9). Bei pH-
Werten von 3 und 7 nahm die Aktivitat um 40 % ab. Durch die Erstellung eines Temperaturprofils
konnte gezeigt werden, dass LevS1417 bei 50 °C maximale Aktivitét ausiibte, in diesem Temperatur-
Bereich allerdings nur Kkurzzeitig stabil war. Bei Temperaturen tber 50 °C wurde ein rascher
Aktivitatsabfall beobachtet, bis zu einem totalen Aktivitatsverlust bei 80 °C. Ein Langzeit-Assay bei
verschiedenen Inkubationstemperaturen konnte bestétigen, dass LevS1417 unter physiologischen
Bedingungen (pH 5 & 30 °C) hohe Stabilitat aufweist. So zeigte das Enzym nach 220-stindiger

Inkubation bei 30 °C noch 90 % der relativen Ausgangsaktivitat.
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Abbildung 9: pH-Spektrum, Temperatur-Profil und Temperatur-Stabilitdt der rekombinanten Levansucrase
LevS1417. Das Enzym wurde heterolog in E. coli NEB5-alpha produziert und mittels Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Das pH-Spektrum wurde unter Verwendung des Mcllvaine-Puffersystems
evaluiert. Die dargestellten Aktivitaten in Abhangigkeit von pH-Wert und Temperatur wurde mittels HPLC tber
die Freisetzung von Glukose-Einheiten bestimmt. Die Temperaturstabilitat des Enzyms wurde bei 30 °C (e), 40
°C (m) und 55 °C A) untersucht.
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Die Bestimmung der spezifischen Aktivitét bei verschiedenen Substratkonzentrationen konnte belegen,
dass sich LevS1417 kinetisch nach dem Michaelis-Menten-Modell verhélt (Abbildung 10). Mittels
nicht-linearer Regression konnte ein Vmax von 2826 + 102,5 U mg? und ein Kn-Wert von 158,6 +
21,8 mM ermittelt werden, was einem Kea von 2411 + 87 s und einem keat K™t von 15,2 £ 0,5 s mol?

entsprach.
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Abbildung 10: Michaelis-Menten-Kinetik der rekombinanten Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG
1417. Das Enzym wurde heterolog in E. coli NEBb5-alpha produziert und mittels Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Zur Herstellung des kinetischen Modells wurde die Levansucrase mit
verschiedenen Saccharose-Konzentrationen getestet. Durch Verwendung eines Natrium-Acetat-Puffer wurde der
pH-Wert der Reaktionen auf pH 5 eingestellt. Die finale Konzentration des Puffers im Assay betrug 50 mM.

Im Hinblick auf die BRENDA-Enzym-Datenbank (Jeske et al. 2019) und neuere Ubersichtsarbeiten zu
den kinetischen Parametern von Levansucrasen weist LevS1417 von G. japonicus LMG 1417 die
hdchste spezifische Aktivitat (Vmax) aller bisher beschriebenen Levansucrasen auf (Hill et al. 2019; Xu
et al. 2019).

3.2.3 In-vitro-Levanproduktion durch die rekombinante Levansucrase LevS1417
Die Enzymcharakterisierung konnte das Temperatur- und pH-Optimum der Levansucrase aus
G. japonicus LMG 1417 aufdecken und zeigte, dass das Enzym sehr hohe Saccharose-Konzentrationen
toleriert. Diese Erkenntnisse wurden dann genutzt, um mit gereinigtem Enzym eine in-vitro-
Levanproduktion durchzufuhren. Eine moglichst hohe Startkonzentration des Substrates Saccharose
sollte in Kombination mit der sehr hohen spezifischen Aktivitit der Levansucrase mdglichst hohe
Ausbeuten des B-2,6-glykosidisch verkniipften Fruktan-Polymers Levan erzielen. Die Reaktion, die in
einem 900 pl Malistab durchgefiihrt, durch Zugabe von Natrium-Acetat-Puffer auf pH 5 eingestellt
(finale Konzentration 50 mM) und bei 30 °C inkubiert wurde, erfolgte durch Zugabe von 5 pg
rekombinanter Levansucrase. Wie der Verlauf der enzymatischen Reaktion zeigt, wurde die Saccharose-
Konzentration, die zum Startpunkt der Reaktion bei 2,19 + 0,02 M lag, innerhalb von neun Stunden auf
143 + 4 mM reduziert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Quantitative Darstellung der Saccharose-Umsetzung durch LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417.
Das Enzym wurde heterolog in E. coli NEB5-alpha hergestellt und durch Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Das Substrat Saccharose (e) sowie die Reaktionsprodukte Fruktose (A), Glukose (A); DP3 ('V),
DP4 (@) und Levan (<) wurden unter Verwendung der Trennséule Aminex HPX-42A analysiert und mit Hilfe
eines Brechungsindexdetektors quantifiziert. Polymeres Levan, welches im Zuge der Probenaufbereitung
ausgefallt werden konnte, wurde durch saure Hydrolyse in monomere Einheiten zerlegt, sodass die Konzentration
hier in Fruktose-Aquivalenten dargestellt ist. Das Experiment erfolgte als technisches Triplikat.

Im initialen Teil der Reaktion wies die Levansucrase eine spezifische Aktivitat von 2899 U mg™? auf,
was dem zuvor bestimmten Vmax des rekombinanten Enzyms entsprach. Mit fortschreitendem
Reaktionsverlauf konnte eine deutliche Viskositatserhohung in den Reaktionsansédtzen beobachtet
werden, was auf die Produktion von polymerem Levan hindeutete. Die im Zuge der Probenvorbereitung
durchgefiihrte ethanolische Fallung generierte ein weilles Prazipitat, dessen Menge mit zunehmender
Inkubationszeit anstieg. Durch saure Hydrolyse des ausgeféllten Materials und anschlieBende HPLC-
Analyse konnte der Levan-Gehalt in Form von Fruktose-Aquivalenten quantifiziert werden. Zum
Zeitpunkt der letzten Probennahme konnte eine Levan-Konzentration von 447 = 7 mM (in Fruktose-
Aquivalenten) bestimmt werden, was einem Ertrag von 80,5 + 1,3 g L™ entsprach. Im beobachteten
Reaktionszeitraum wurden die Monosaccharide Glukose und Fruktose in Konzentration von 1,52 *
0,02 M und 372 £ 9 mM freigesetzt. Durch die hydrolytische Aktivitdt der Levansucrase, bei der die
Fruktosyl-Einheit des Enzym-Fruktosyl-Intermediates auf Wasser tbertragen wird, wurden 24,4 % der
aus der Saccharose freigesetzten Fruktose-Einheiten in Form von freier Fruktose aus dem aktiven
Zentrum entlassen. Neben dem Substrat Saccharose und den Produkten Glukose und Fruktose konnten
unter Verwendung der Aminex Trennséule HPX-42A weitere Reaktionsprodukte detektiert werden, bei
denen es sich um ein Trisaccharid (DP3) und ein Tetrasaccharid (DP4) handelte. Basierend auf der in
Abbildung 12 dargestellten Beobachtung, dass der Brechungsindex beziehungsweise die Peakflache der
analysierter Substanzen proportional zum Molekulargewicht zunimmt (R? = 0,9975), konnten die

Verbindungen ohne entsprechende Standards geméR ihres Polymerisierungsgrades quantifiziert werden.
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Abbildung 12: Linearer Zusammenhang zwischen Peakfldche und Molekulargewicht von Zuckerstandards unter
Verwendung der Aminex HPX-42-Trennséule und des Shodex RI-101 Brechungsindexdetektors (ShowaDenko
K.K.; Tokio, Japan). Analysiert wurden die Verbindungen Fruktose (180 g mol™), Levanbiose (342 g mol?) und
Levantriose (504 g mol) in einer Konzentration von 5 mM und bei einer Flussrate von 0,6 ml min.

Die finale Konzentration des DP3-Reaktionsproduktes lag bei 205 + 8 mM, wahrend eine Konzentration
von 204 = 19 mM fir das DP4-Produkt bestimmt werden konnte. Die chromatographische Analyse des
in-vitro-Assays bestétigte die hohe katalytische Geschwindigkeit der rekombinanten Levansucrase und
offenbarte zusatzlich, dass das Enzym in der Lage war, neben Levan relevante Mengen an FOS zu
erzeugen. Insgesamt belief sich der Ertrag an Produkten, die einen DP > 3 und B-2,6-glykosidisch
verknuipfte Fruktose-Einheiten aufwiesen, auf 319,6 +17,9 g L.

3.3 Optimierung der Levan-Produktion durch G. japonicus LMG 1417

3.3.1 Homologe Expression der Levansucrase LevS1417 in G. japonicus LMG 1417
3.3.1.1 Konstruktion von G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417

Aufgrund der zahlreichen genetischen Tools, die fur die Gattung Gluconobacter existieren (Kallnik et
al. 2010; Kiefler et al. 2017; Peters et al. 2013), sollte untersucht werden, ob die untersuchte
Levansucrase Plasmid-vermittelt in G. japonicus LMG 1417 tberproduziert werden kann. Bevor eine
Optimierung der Kultivierungsbedingungen des Wildtyps G. japonicus LMG 1417 erfolgte, wurde
daher zunachst die Uberexpressionsmutante G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417 erstellt.
Diese Mutante, sollte durch eine homologe Produktion der zuvor charakterisierten Levansucrase
LevS1417 eine schnellere Umsetzung der supplementierten Saccharose und somit hthere Raum-Zeit-
Ausbeuten erzielen. Als Basis fir diese Mutante diente das Uberexpressionsplasmid pBBR1-p264-
streplong (Zeiser et al. 2014). Dieses Derivat des pPBBR1IMCS-2 Vektors (Kovach et al. 1995) wurde
durch die Insertion der 5°-UTR des Gens gox0264 aus G. oxydans 621H modifiziert, wodurch eine

starke, konstitutive Expression von stromabwarts gelegenen, kodierenden Gensequenzen gewahrleistet
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wird (Kallnik et al. 2010). Durch die Insertion eines Vektor-Abschnitts des kommerziellen pASK-IBA3
Vektors, welcher die fur das Strep-tag Il kodierende Nukleotidsequenz und eine Transkriptions-

terminationssequenz enthielt, wurde das finale Plasmid pBBR1-p264-streplong generiert.

Die flir die Amplifizierung der Levansucrase-kodierenden Sequenz genutzten Oligonukleotide
levS1417_EcoRV_for und levS1417_Ascl_rev fiihrten zur Integration einer stromaufwartsgelegenen
EcoRV-Schnittstelle und einer stromabwaértsgelegenen Ascl-Schnittstelle. Durch einen Verdau der
aufgereinigten PCR Amplifikate und des Zielvektors pBBR1-p264-streplong mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRV und Ascl, konnte in einer nachfolgenden Ligation das finale
Konstrukt pBBR1_p264_levS1417 (Abbildung 13A) erzeugt werden. Die Klonierung erfolgte off-frame
zum Vektor-kodierten Strep Tag II.

2000 bp -

PBBR1_p264_LevS1417

5576 bp 1500 bp -

1000 bp -
750 bp -

500 bp -

250 bp -

Abbildung 13: Plasmidkarte des Uberexpressionsplasmids pBBR1_p264_levS1417 zur homologen Produktion der
Levansucrase LevS1417 in G. japonicus LMG 1417 (A) und UV-Durchlicht-Aufnahme der elektrophoretisch
aufgetrennten Kolonie-PCR (B) zur Verifizierung des Stammes E. coli NEB5-alpha pBBR1_p264 levS1417. Als
Referenzmarker (M) wurde die GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder von Thermo Fisher Scientific (Schwerte,
Deutschland) eingesetzt.

Durch das Primerpaar levS1417_EcoRV_for und levS1417_Ascl_rev wurde im Zuge der Kolonie-PCR
ein Fragment erzeugt, welches der prognostizierten Grofie von 1375 bp entsprach (Abbildung 13B) und
die Klonierung damit bestitigt. Das generierte Plasmid wurde aus einer Uber-Nacht-Kultur des
verifizierten Transformanten aufgereinigt und durch das Elektroporationsprotokoll von Mostafa et al. in
G. japonicus LMG 1417 eingebracht. (Mostafa et al. 2002). Die Aufnahme des Plasmids durch
G. japonicus LMG 1417 wurde ebenfalls durch Kolonie-PCR bestétigt (nicht dargestellt).
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3.3.1.2 Quantifizierung der Levansucrase-Aktivitat in Zellfraktionen von G. japonicus
LMG 1417 und G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264_levS1417

Um den Effekt der Plasmid-vermittelten, homologen Uberproduktion von LevS1417 zu validieren,
wurden entsprechende Kulturen des Wildtyp- und Uberexpressionsstammes in Uberstands- und
Zellfraktionen fraktioniert. Die relative Levansucrase-Aktivitat der Fraktionen wurde photometrisch
guantifiziert, indem die Freisetzung von Glukose-Einheiten wéhrend der Levansucrase-vermittelten
Hydrolyse von Saccharose gemessen wurde. Im Uberstand der Wildtyp-Kulturen wurde dabei eine
volumetrische Levansucrase-Aktivitat von 6,9 + 0,2 U ml* nachgewiesen, was 62,8 + 1,4 % der
Gesamtaktivitat entspricht (Abbildung 14). In der entsprechenden Zellfraktion wurde eine relative
Levansucrase-Aktivitat von 4,1 £ 0,7 % gemessen. Die Plasmid-vermittelte Produktion von LevS1417
erhohte die volumetrische Levansucrase-Aktivitat der Uberstandsfraktion auf 15,3 + 2,2 U ml, Somit
war die im Uberstand des Uberexpressionsstammes gemessene Levansucrase-Aktivitat 2,2-mal héher
als die im Wildtyp-Uberstand detektierte Aktivitit. In der Zellfraktion des modifizierten Stammes wurde

eine relative Aktivitat von 6,2 + 0,4 % nachgewiesen.
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Abbildung 14: Photometrische Quantifizierung der relativen Levansucrase- und G6PDH-Aktivitat in
fraktionierten Kulturen von G. japonicus LMG 1417 und G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264_levS1417.
Dargestellt sind die relativen Aktivitaten in der Zell-Fraktion (Il ) und der Uberstandsfraktion ( ). 100 % der
relativen Levansucrase-Aktivitat entsprechen den summierten Levansucrase-Aktivitaten, die in den Fraktionen des
Wildtyp-Stammes detektiert wurden. 100 % der relativen GBPDH-AKktivitat entsprechen den summierten G6PDH-
Aktivitaten, die in den Fraktionen des Wildtyp-Stammes detektiert wurden.

Um die Mdglichkeit auszuschlieRen, dass relevante Teile der Levansucrase von lysierten Zellen
freigesetzt wurden, wurde die Aktivitdt der intrazelluldren Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH) in den préparierten Fraktionen quantifiziert. Weniger als 3 % der gesamten G6PDH-Aktivitat
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wurde in den untersuchten Uberstandsfraktionen nachgewiesen, was auf keine relevante Lyse der Zellen
hindeutete.

3.3.2 G. japonicus LMG 1417 vs. G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264_levS1417:
Batch-Kultivierung

Wie die Literatur zeigt, tolerieren Vertreter der Gattung Gluconobacter sehr hohe Osmolarititen und
eignen sich daher besonders fiir biotechnologische Applikationen. G. oxydans 621H konnte
beispielswiese erfolgreich bei einer initialen Glukose-Konzentration von 1 M kultiviert werden (Zahid
& Deppenmeier 2016). Um die Osmo-Toleranz und das Wachstumsverhalten des Wildtyp-Stamms
G. japonicus LMG 1417 gegeniiber dem erstellten Uberexpressionsstamm G. japonicus LMG 1417
pBBR1_p264 levS1417 zu validieren, erfolgten Batch-Kultivierungen in Medien mit stark erhthten
Saccharose-Konzentrationen. Die chromatographische Analyse der Kulturiiberstdnde zu verschiedenen
Zeitpunkten der Kultivierungen lieR eine deutlich schnellere Saccharose-Umsetzung durch den
Uberexpressionsstamm erkennen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich der Saccharose-Umsetzung durch G. japonicus LMG 1417 (e) und G. japonicus LMG
1417 pBBR1_p264_levS1417 (m). Fir die Batch-Kulturen wurde das modifizierte Medium Nr. 13 V2.0 (Tabelle
24) mit einer initialen Saccharose-Konzentrationen von 450 mM eingesetzt. Zur Pufferung wurde MES (pH 6.9)
in einer Endkonzentration von 100 mM supplementiert. Die Kultivierung erfolgte im 250 ml Mafstab in 2 L
Schikanekolben bei 28 °C und 180 rpm. Die Saccharose-Konzentration wurde mittels HPLC unter VVerwendung
der Aminex HPX-87H Trennsédule und eines RI-Detektors quantifiziert.

Dadurch konnten die Ergebnisse der photometrisch quantifizierten Levansucrase-Aktivitaten
untermauert werden (Abbildung 14). Wéhrend der Wildtyp 45 Stunden bendtigte, um 83,8 % der
zugefiigten Saccharose (2 379 mM) umzusetzen, wurden durch den Uberexpressionsstamm 86,8 % des
Substrates (2 388 mM) in 22 Stunden konvertiert. Die Saccharose wurde somit mit Umsatzraten von
2,88 g L h't (Wildtyp) bzw. 6,03 g L* h* (Uberexpressionsstamm) umgesetzt, wodurch erneut die
gesteigerte Produktivitat durch die Plasmid-vermittelte homologe Produktion von LevS1417 verdeutlich
wurde. Beide Kulturen zeigten mit fortschreitender Inkubationszeit eine starke Zunahme der Viskositét,

was auf die Produktion des Fruktan-Polymers Levan hindeutete. Um die Grenzen der Osmotoleranz fir
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den Uberexpressionsstamm auszutesten, wurde die in Abbildung 15 dargestellte Batch-Kultivierung mit
gesteigerten Substratkonzentrationen wiederholt. Die Konzentration der Saccharose in den verwendeten
Medien wurde dafur auf 800 mM bzw. 1200 mM erhoht (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Wachstumsverhalten von G. japonicus LMG 1417 pBBR1 _p264 levS1417 bei stark erhohten
Substratkonzentrationen. Fir die Batch-Kulturen wurde das modifizierte Medium Nr. 13 V2.0 (Tabelle 24) mit
Saccharose-Konzentrationen von 450 mM (e), 800 mM (m) und 1200 mM ( A) eingesetzt. Zur Pufferung wurde
MES (pH 6.9) in einer Endkonzentration von 100 mM supplementiert. Die Kultivierung erfolgte im 250 ml
Malstab in 2 L Schikanekolben. Neben der ODsoonm Wurde zusétzlich die Verédnderung des pH-Wertes verfolgt.

Der erstellte Stamm G. japonicus LMG 1417 pBBR1 p264 levS1417 zeigte in der beobachteten
Versuchsreihe eine sehr hohe Toleranz gegeniiber stark erhéhten Osmolaritaten. Ausgehend von einer
initialen Saccharose-Konzentration von 450 mM erreichte der Organismus innerhalb von 28 Stunden
eine End-ODgoonm VON 1,89. Der pH der entsprechenden Kultur sank in diesem Zeitraum auf 3.3. Durch
Erhoéhung der Saccharose-Konzentration auf 800 mM zeigte sich eine verlangerte Lag-Phase der
entsprechenden Kultur sowie eine Verringerung der End-ODsoonm auf 1,5. Der pH-Wert der Kultur sank
innerhalb von 32 Stunden auf ein vergleichbar niedriges Niveau von 3,4. Fir die hochste Saccharose-
Konzentration (1,2 M) konnte eine deutliche Verlangerung der Lag-Phase beobachtet werden. Zum
Zeitpunkt der letzten Probennahme lag die ODsoonm bei 1,11 und der pH bei 3.6. Alle durchgefiihrten
Kulturen zeigten in der mittleren Inkubationsphase erneut eine starke Viskositatserhéhung des
Mediums. In der spéten Inkubationsphase nahm die Viskositéit wieder ab, was auf einen enzymatischen

Abbau des potenziell gebildeten Levans hindeutete.

Aufgrund des rapiden Abfalls des pH-Wertes in den durchgefiihrten Batch-Kultivierungen wurde in
einem nachfolgenden Experiment die Konzentration des verwendeten MES-Puffers auf 200 mM
verdoppelt. Die Erhéhung der Puffer-Konzentration wirkte sich zwar positiv auf die erreichten ODggo-
Werte, jedoch negativ auf die Kultivierungszeit aus (Abbildung 17). Bei einer eingesetzten Saccharose-
Konzentration von 450 mM erreichte der kultivierte Uberexpressionsstamm durch die angepasste
Pufferung nach 32 Stunden eine End-ODeoonm VONn 2,1. Der pH-Wert der entsprechenden Kultur lag zu

diesem Zeitpunkt bei 4,1, sank im weiteren Verlauf der Kultivierung aber weiter auf 3,4.
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Abbildung 17: Wachstumsverhalten von G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417 bei erhohten
Substratkonzentrationen und angepasster Pufferung. Fir die Kultivierung wurde das modifizierte Medium Nr. 13
V2.0 (Tabelle 24) mit Saccharose-Konzentrationen von 450 mM (e) und 800 mM (m) eingesetzt. Zur Pufferung
wurde MES (pH 6.9) in einer Endkonzentration von 200 mM supplementiert. Die Kultivierung erfolgte im 250 ml
Malistab in 2 L Schikanekolben. Neben der ODgoonm Wurde zusatzlich die Verénderung des pH-Wertes verfolgt.

Unter Verwendung von 800 mM Saccharose zeigte sich eine starke Verlangerung der Lag-Phase. Zum
Zeitpunkt der letzten Probennahme konnte eine ODgoonm VON 1,64 und ein pH-Wert von 3,87 bestimmt
werden. Eine dritte Kultur, der wie zuvor (Abbildung 16) eine Saccharose-Konzentration von 1,2 M
zugesetzt wurde, zeigte kein Wachstum (nicht dargestellt). Bei allen durchgefiihrten Kultivierungen
konnte eine starke Zunahme der Viskositét in der frihen und mittleren Inkubationsphase beobachtet
werden, was auf die Produktion des B-2,6-glykosidischen Fruktan-Polymers Levan hindeutete. Mit
zunehmender Inkubationszeit nahm diese Viskositat jedoch wieder ab, was einen potenziellen

enzymatischen Abbau des Polymers vermuten l&sst.

3.3.3 Charakterisierung der potenziellen Levanase aus G. japonicus LMG 1417

Die Abnahme der Kulturviskositét bei verlangerter Inkubation deutete auf eine enzymatische Levan-
Hydrolyse durch G. japonicus LMG 1417 hin. Es wurde daher eine bioinformatische Analyse
durchgefuhrt, um Gene im Genom des Essigsdurebakteriums zu identifizieren, die fir potenzielle Levan-
hydrolysierende Enzyme kodieren. Es wurde vermutet, dass die Deletion entsprechender Gene die
beobachtete Levan-Hydrolyse minimieren und somit die Ausbeute an polymerem Levan erhdhen

kdnnte.

Durch bioinformatische Recherchen konnte ein Gen im Genom von G. japonicus LMG 1417
identifiziert werden, dass fir ein als Levanase annotiertes Protein kodiert (GenBank-Eintrag:
KXV26505.1.). Das Vorhandensein eines N-terminalen TAT-Signalpeptids deutete darauf hin, dass es
sich bei dem Protein um ein extrazelluléres Protein handelt, dass am Abbau von Levan beteiligt sein

kdnnte.
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3.3.3.1 Produktion und Aufreinigung der potenziellen Levanase

Um die Funktion der potenziellen Levanase zu untersuchen, wurde die fiir das Protein kodierende
Nukleotid-Sequenz in einen pASK-IBA5 Uberexpressionsvektor kloniert. Im Zuge der Amplifizierung
wurde  durch  die  verwendeten  Oligonukleotid-Primer  levB LMG1417 oSP_f  und
levB_LMG1417 oSP_r stromaufwérts des kodierenden Bereichs eine Sacll und stromabwarts eine
HindIlI-Schnittstelle eingebracht. Durch einen Verdau der aufgereinigten Amplifikate und des Vektors
pASK-IBA5 mit den Restriktionsendonukleasen Sacll und Hindlll konnte in einer nachfolgenden
Ligation das finale Plasmid pASK5_lev1417 konstruiert werden (Abbildung 18A). Die Aufnahme des
Konstrukts durch E. coli NEB5-alpha wurde im Anschluss an die durchgefiihrte
Hitzeschocktransformation mittels Kolonie-PCR verifiziert. Im Anschluss an die Kolonie-PCR, fiir die
das Primerpaar levB_LMG1417 oSP_f und levB_LMG1417_0oSP_r eingesetzt wurde, konnte im UV-
Durchlicht ein Fragment visualisiert werden, welches der prognostizierten Grofie von 1870 bp entsprach
(Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Plasmidkarte des Uberexpressionsplasmids pASK5 lev1417 zur heterologen Produktion der
potenziellen Levanase Lev1417 aus G. japonicus LMG 1417 in E. coli NEB5-alpha (A) und UV-Durchlicht-
Aufnahme der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR (B) zur Verifizierung des Stammes E. coli NEB5-
alpha pASK5_lev1417. Als Referenzmarker wurde die Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt
a.M., Deutschland) eingesetzt.

Die potenzielle Levanase wurde heterolog mit Hilfe des generierten Stammes E. coli NEB5-alpha
pASK5_lev1417 produziert und anschlieBend mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie aus dem
Zellextrakt aufgereinigt. Die im Anschluss durchgefiihrte Proteinquantifizierung der Elutionsfraktionen
via Bradford-Test bestéatigte die Produktion und Aufreinigung Strep-Tag-gekoppelter Proteine.
Ausgehend von einem Liter E. coli Kultur wurde eine Gesamt-Proteinausbeute von 2,7 mg in den

Eluaten bestimmt. Durch elektrophoretische Auftrennung der Eluate mittels SDS-PAGE und
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anschliefende Farbung der SDS-Gele konnte die potenzielle Levanase sichtbar gemacht werden.
Sowohl durch Silberfarbung als auch durch die Immunodetektion wurde eine etwa 70 kDa grofRRe Bande
angefarbt. Neben dem rekombinanten Protein, das ein prognostiziertes Molekulargewicht von 68,7 kDa

aufwies, wurden keine Verunreinigungen detektiert.

M 1 M 2
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Abbildung 19: Visualisierung der durch E. coli NEB5-alpha pASK5_lev1417 produzierten und mittels Strep-
Tactin-Affinitdtschromatographie aufgereinigten potenziellen Levanase Lev1417. Die rekombinante Levanase,
deren prognostiziertes Molekulargewicht bei 68,7 kDa liegt, wurde mittels Silberfarbung (1) und Western Blotting
(2) visualisiert. Als Referenzstandard (M) diente die PageRuler Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher
Scientific (Schwerte, Deutschland)

3.3.3.2 Charakterisierung der potenziellen Levanase aus G. japonicus LMG 1417

Um die Funktion der potenziellen Levanase aus G. japonicus LMG 1417 zu validieren, wurde das
rekombinante Enzym fur die Hydrolyse von kommerziellem Levan eingesetzt, welches von Sigma-
Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen und mit Hilfe von E. herbicola produziert wurde (Blake et
al. 1982). Dafurr wurde eine 100 mM Levan-Ldsung mit 10 pg des aufgereinigten Enzyms bei 30 °C
inkubiert. Eine HPLC-Analyse des Fallungstiberstandes sollte nach 3-stiindiger Inkubation einen
Nachweis fir die Freisetzung von Fruktose oder Fruktooligosacchariden liefern. Tatséchlich konnten
im Uberstand keine Produkte nachgewiesen werden, die auf eine hydrolytische Aktivitat der
potenziellen Levanase hindeuteten. Auch beim Einsatz von Inulin, einem Fruktan das tiberwiegend aus
B-2,1-glykosidisch verkniipften Fruktose-Einheiten besteht, konnte keine enzymatische Hydrolyse
beobachtet werden. Durch BlastP-Analysen gegen die UniProtKB/Swiss-Prot-Datenbank konnte die
enzymatische Funktion des untersuchten Proteins nicht identifiziert werden. Grundsétzlich zeichnet sich
diese Datenbank dadurch aus, dass die Funktion der in der Datenbank hinterlegten Proteine durch
experimentelle Nachweise bestatigt wurde, was eine zuverlassige Zuweisung von Enzym-Funktionen
ermdglicht. Die bei den Analysen aufgedeckten Referenz-Proteine zeigten jedoch verhaltnismafig
geringe Sequenzlbereinstimmungen (< 35 %) zur potenziellen Levanase, weshalb weitere blastp-

Analysen gegen die ,,non-redundant“-Datenbank durchgefiihrt wurden. Diese Analysen, denen
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Computer-basierte, automatisierte Annotationen zugrunde lagen, zeigten hohe Sequenz-
Ubereinstimmungen (> 90 %) zu Enzymen der Glykosid-Hydrolase Familie 32 aus Vertretern der
Gattung Gluconobacter. Enzyme dieser Familie kénnen die Hydrolyse von Saccharose, aber auch von
Oligo- und Polyfruktosen katalysieren. Um die Zuordnung zur GH32-Familie zu bestétigen, erfolgte ein
Hydrolyse-Assays, fur den das untersuchte Enzym aus G. japonicus LMG 1417 zusammen mit
Saccharose inkubiert wurde. Der photometrische Assay, der auf dem in Abbildung 3 dargestellten
Glukose-Nachweis beruht, zeigte, dass das gereinigte Enzym die Hydrolyse von Saccharose katalysiert
(Abbildung 20). Nach Zugabe der potenziellen Levanase konnte photometrisch eine deutliche Zunahme
der Absorption bei 340 nm beobachtet werden, was auf die Reduktion von NADPH und somit eine
enzymatische Freisetzung von Glukose aus Saccharose hindeutete. Durch die Verdopplung bzw.
Vervierfachung der im Ansatz befindlichen Eluat-Menge und eine Quantifizierung der
Absorptionsanderung pro Zeiteinheit [AE min™] konnte bestétigt werden, dass die Hilfsenzyme die
Geschwindigkeit der Reaktion nicht limitierten (nicht dargestellt).
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Abbildung 20: Photometrischer Aktivitatsnachweis der potenziellen Levanase aus G. japonicus LMG 1417. Die
Bestimmung der Aktivitét erfolgte durch den in Abbildung 3 dargestellten enzymatischen Glukose-Nachweis. VVor
Initiation der Reaktion wurden die Komponenten H,O,, KP-Puffer pH 7,1, ATP, NADP und Saccharose sowie die
Hilfsenzyme Hexokinase und Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase vereint und bis zur Ausbildung einer stabilen
Basislinie bei 30 °C inkubiert. Die Zugabe von 2 pl des gereinigten Enzyms aus Kapitel 3.3.3.1 Produktion und
Aufreinigung der potenziellen Levanase startete die enzymatische Reaktion (Pfeil). Die Messung erfolgte bei 340
nm in einem Jasco V-600 Spektrophotometer (Jasco GmbH; Pfungstadt, Deutschland).

Folglich konnte Uber den Extinktionskoeffizienten von NADPH (e340nm = 6,3 mM? cm?) und die
bekannte Proteinkonzentration der verwendeten Elutionsfraktion die spezifische Aktivitdt des
unbekannten Enzyms bestimmt werden. Basierend auf der in Abbildung 20 dargestellten
photometrischen Aktivitatsbestimmung hydrolysierte das folglich als Invertase Kklassifizierte Enzym
Saccharose mit einer spezifischen Aktivitat von 21,5 + 1,5 U mg?. Da der photometrische Assay

lediglich den Nachweis von freigesetzten Glukose-Einheiten, aber keine Aussage Uber eine etwaige
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Transfruktosylierungsreaktion — ermdglicht, wurden die Reaktionsprodukte der Invertase
chromatographisch mit Hilfe der Aminex HPX-87 H Trennsaule analysiert. Die Auswertung der HPLC-
Analysen belegte, dass die untersuchte Invertase unter den gegebenen Reaktionsbedingungen
ausschlieSlich hydrolytisch auf das Substrat Saccharose wirkte (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Reaktionskinetik der rekombinanten Invertase aus G. japonicus LMG 1417. Das Protein wurde
heterolog in E. coli NEB5-alpha pASK5_lev1417 produziert und mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Dargestellt sind der Konzentrationsverlauf des Substrates Saccharose (e), sowie der Produkte
Glukose (O) und Fruktose (A). Fur die abgebildete Reaktion wurde eine 1 M Saccharose-L6sung durch Zugabe
von 50 pl 10X Mcllvaine Puffer auf pH 6 eingestellt, mit 79,5 ug der rekombinanten Invertase versetzt und bei 30
°C inkubiert.

Im Reaktionsverlauf wurden Glukose und Fruktose in dquimolaren Konzentrationen detektiert, was auf
keine Transfruktosylierungsreaktion hindeuten lies. Uber die Abnahme der Saccharose-Konzentration
in der friihen Phase der Reaktion konnte erneut die spezifische Aktivitat des Enzyms bestimmt werden.
Auf Basis der chromatographischen Daten wurde fir die Invertase eine spezifische Aktivitat von 29,3
U mg? ermittelt. Damit lag der chromatographisch bestimmte Aktivitatswert in einer vergleichbaren
GroRenordnung wie die photometrisch quantifizierte spezifische Aktivitdt. Da im Zuge der
Kultivierungen von G. japonicus LMG 1417 keine signifikante Freisetzung von Fruktose-Einheiten
beobachtet werden konnte und die aufgereinigte Invertase keine hydrolytische Aktivitat auf das Fruktan
Levan zeigte, wurde keine Deletion des entsprechenden Nukleotid-Bereichs im Genom des untersuchten
Stammes vorgenommen. Die Fahigkeit der Invertase, hohe Konzentrationen von Saccharose in kurzer
Zeit zu hydrolysieren, wurde sich abseits dieser Arbeit im 5-Ketofructose-Produktionsprozess zu Nutze
gemacht (Hoffmann et al. 2020). In diesem Verfahren katalysiert die Invertase die Spaltung des
Substrates Saccharose in die monomeren Untereinheiten Glukose und Fruktose. Die freigesetzte
Fruktose wird dann durch modifizierte Gluconobacter Stdmme zum vielversprechenden SuRstoff 5-
Ketofruktose oxidiert. Die Oxidation von Fruktose zu 5-Ketofruktose wird dabei durch den Membran-
gebundenen  Fruktose-Dehydrogenase-Komplex  katalysiert. Da  die  Problematik  der

Viskositatsabnahme im spaten Kultivierungsverlauf von G. japonicus LMG 1417 nicht aufgeklart
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werden konnte, wurde der Fokus auf eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen gelegt, um die
Levan-Ausbeute zu maximieren, die bis zum Erreichen der stationdaren Wachstumsphase generiert
werden kann.

3.3.4 Fermentation von G. japonicus LMG 1417 und dem erstellten
Uberexpressionsstamm
Wie die in Abbildung 16 und Abbildung 17 dargestellten Wachstumsversuche im Batch-Verfahren

zeigten, stellte das auf MES basierende Puffersystem kein adaquates Mittel dar, um die im Zuge des
oxidativen Stoffwechsels von Gluconobacter entstehenden Séuren gegenzupuffern. Die Optimierung
der Kultivierung und vor allem ein effektiver pH-Ausgleich bargen somit grofles Potenzial fiir eine
Maximierung der Biomasse und der damit verbundenen Raum-Zeit-Ausbeuten. Da eine Erhéhung der
Pufferkonzentration negative Auswirkungen auf die Kultivierungszeit hatte (Abbildung 17) und
zuséatzliche Prozesskosten verursacht, wurden die beiden Stdmme G. japonicus LMG 1417 und
G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417 in Klein-Fermentern mit automatischer pH-
Regulation kultiviert. Dabei wurde die Titrations-Einheit so eingestellt, dass ab einem pH-Wert von 5,1
durch die Zugabe einer 1M NaOH-Losung ein konstantes pH-Niveau gewdhrleistet wurde. Die
Fermentation erfolgte mit einer initialen Saccharose-Konzentration von 1,2 M und wurde durch 1 %-
ige Inokulation mit entsprechenden Vorkulturen gestartet. Der Wildtyp-Stamm zeigte innerhalb der

ersten 22 Stunden Inkubation ein langsames, aber kontinuierliches Wachstum (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Wachstumsverhalten von G. japonicus LMG 1417 (links) und G. japonicus LMG 1417
pBBR1_p264 levS1417 (rechts) im Klein-Fermenter. Fur die Kultivierung wurde das modifizierte Medium Nr.
13 V2.0 (Tabelle 24) mit einer Saccharose-Konzentrationen 1,2 M eingesetzt. Zur initialen Pufferung wurde MES
(pH 6.9) in einer Endkonzentration von 100 mM supplementiert. Die Kultivierung erfolgte in einem DASGIP®
Bioreaktorsystem (Julich, Deutschland) bei automatisierter pH-Titration und druckgesteuerter Sauerstoff-Zufuhr
in einem Volumen von 600 ml. Das mittels Heizmanschette auf 30 °C temperierte Glas-Gefal wurde durch einen
Druckluft-Fluss von 40 L/min mit Raumluft beliifte. Neben der ODgoonm (m) wurde der pH () der Fermenterlésung
diskontinuierlich bestimmt. Der Pfeil indiziert den Zeitpunkt der Saccharose-Zugabe. Das Experiment erfolgte als
biologisches Duplikat.

Aufgrund des danach stagnierenden Wachstums und des Ausbleibens einer Viskositatserhéhung des

Kulturmediums wurde die Fermentation des Wildtyps nach 31 Stunden abgebrochen. Zum Zeitpunkt
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der letzten Probennahme lag die ODeoonm bei 0,4 und der pH-Wert der Kultur bei 6,21 +0,1. Im Vergleich
zum Wildtyp zeigte der Uberexpressionsstamm ein starkeres Wachstum und eine deutlich starkere
Ansduerung des Mediums. Innerhalb von 40 Stunden wurde der pH-Wert der Kultur von 6,9 = 0.1 auf
5,2 £ 0.1 abgesenkt, wodurch das automatische Titrationssystem zur Regulation des pH-Wertes aktiviert
wurde. Zu diesem Zeitpunkt konnte eine ODgoonm VON 0,63 * 0,04 nachgewiesen werden. Aufgrund der
schnellen Abnahme der Saccharose-Konzentration erfolgte nach 43 h die Zugabe zusatzlicher
Saccharose, wodurch der Saccharose-Gehalt der Kultur von 825 + 16 mM auf 1155 + 48,8 mM
angehoben wurde (Abbildung 23).

1500

1000

500

Saccharose-Konz. [mM]

0 1 1 1 1
0O 20 40 60 80 100

Stunden

Abbildung 23: Saccharose-Verbrauch wahrend der Fermentation von G. japonicus LMG 1417
pBBR1_p264 levS1417. Die Quantifizierung erfolgte durch HPLC-Analysen des Kulturtberstandes.

Im weiteren Kultivierungsverlauf blieb der pH auf einem konstanten Niveau, wahrend die ODgoonm auf
einen finalen Wert von 0,78 = 0.03 anstieg. Innerhalb der 90-stiindigen Inkubation konnte die
Saccharose-Konzentration auf einen Gehalt von 412 + 71 mM reduziert werden. Eine deutlich sichtbare
Erhéhung der Medienviskositét deutete auf die Produktion des B-2,6-glykosidisch verkniipften Fruktan-
Polymers Levan hin. Mittels ethanolischer F&llung konnte aus dem Kulturiiberstand ein weiles
Prézipitat gewonnen werden, welches durch saure Hydrolyse in die Monosaccharid-Bausteine Fruktose
umgesetzt wurde. Durch chromatographische Quantifizierung der generierten Fruktose-Einheiten

konnte ein finaler Levan-Gehalt von 109 g L ermittelt werden.

3.3.5 Zell-freie Levan-Produktion durch Kulturtiberstand von G. japonicus LMG
1417

Die Kultivierung von G. japonicus LMG 1417 im Klein-Fermenter zeigte, dass sich die pH-Problematik
der Batch-Kultivierungen (Abbildung 17) durch ein automatisiertes Titrationssystem beheben lies. Die
durchgefiihrte Fermentation offenbarte jedoch auch, dass die extreme Viskositatszunahme des Mediums
im Zuge der Levan-Produktion eine Probenaufbereitung und vor allem das Abtrennen von Zellen aus

dem Kulturmedium enorm erschwerte. Die photometrische Bestimmung der relativen Levansucrase-
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Aktivitét in verschiedenen Zellkompartimenten (Abbildung 14) zeigte, dass G. japonicus LMG 1417
und der generierte Uberproduktionsstamm groBe Teile der Levansucrase LevS1417 in den
extrazellularen Raum sezernieren. Aufbauend auf dieser Beobachtung wurde ein Zell-freies System zur
Produktion von Levan entwickelt, fir das der Uberstand entsprechender Kulturen eingesetzt wurde.
Acht ml einer gepufferten 2,24 M Saccharose-Ldsung wurden zu diesem Zweck mit zwei ml
Kulturuberstand versetzt, bei 30 °C inkubiert und der Verlauf der Substrat- und Produktkonzentrationen
mittels HPLC verfolgt.

3.3.5.1 Zell-freie Levan-Produktion auf Basis von G. japonicus LMG 1417

Unter Verwendung des Wildtyp-Uberstandes konnten 90 % der supplementierten Saccharose (1,8 M)
innerhalb von 480 Stunden umgesetzt werden (Abbildung 24). Levan wurde als priméres Fruktose-
assoziiertes Produkt mit einer Endkonzentration von 877 + 42 mM (ausgedriickt in Fruktose-
Aquivalenten) nachgewiesen, was einer Ausbeute von 157,9 + 7,6 g L™ entsprach. Die katalytische
Aktivitat der Levansucrase fuihrte ebenfalls zur Akkumulation verschiedener Fruktooligosaccharide.
Identifiziert wurden die Verbindungen 6-Kestose, 6-Nystose und 1-Kestose mit Ausbeuten von 44,8 +
059L*%319+1,8gLthzw. 16,1 +0,3 g L. Weitere FOS mit einem DP von 4-6 wurden in geringen
Mengen gefunden, konnten aber nicht den verfligbaren Standards zugeordnet werden. Die nicht
identifizierten FOS konnten aufgrund des zuweisbaren Polymerisierungsgrades in Monosaccharid-
Aquivalenten quantifiziert werden. Ihre Gesamtkonzentration belief sich 50,4 + 4,5 g L. Abgesehen
von Saccharose, deren Konzentration innerhalb der Reaktionszeit auf 71,6 g L™ reduziert wurde, wurden

mittels HPLC keine weiteren Disaccharide nachgewiesen
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Abbildung 24: Reaktionskinetik der zellfreien Levanproduktion basierend auf dem Kulturiiberstand von G.
japonicus LMG 1417. Zusétzlich zur Gesamtkinetik (A) wird eine vereinfachte Darstellung der niedrig
konzentrierten Fruktooligosaccharide mit angepasster Y-Achse gezeigt (B). Die Fruktose-assoziierten Zucker
Saccharose (A), Fruktose (m), Levan (x), 6-Kestose (o), 1-Kestose (e) und 6-Nystose (0) wurden in einer
Konzentration von mindestens 10 mM mittels HPLC nachgewiesen. Die Levan-Konzentration wird in Fruktose-
Aquivalenten ausgedriickt. Das Experiment wurde als Triplikat durchgefiihrt
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Nach 480 Stunden Inkubation wurde eine Fruktose-Konzentration von 21,3 + 2,5 g L™ detektiert, was
einem Anteil von 7,6 % der Fruktose-Einheiten entsprach, die durch die katalytische Aktivitat der

Levansucrase aus Saccharose freigesetzt wurden.

3.3.5.2 Zell-freie Levan-Produktion auf Basis von G. japonicus LMG 1417
pBBR1_p264 levS1417

Die Eignung des generierten Uberexpressionsstammes fiir die zellfreie Levan-Produktion wurde analog
zu den Experimenten des Wildtyp-Uberstandes untersucht. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der photometrischen Aktivitaitsmessungen (Abbildung 14) produzierte der Uberexpressionsstamm
erhdhte Mengen der Levansucrase LevS1417, was zu einer schnelleren Umsetzung des Substrats
wahrend der zellfreien Levanproduktion flihrte (Abbildung 25). 86 % der supplementierten Saccharose
wurden innerhalb von 260 Stunden umgewandelt. Erneut wurde Levan als priméres Fruktose-
assoziiertes Produkt mit einer Endkonzentration von 824,4 + 72 mM (ausgedriickt in Fruktose-

Aquivalenten) detektiert, was einer Ausbeute von 148,5 + 12,9 g L* entsprach.
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Abbildung 25: Reaktionskinetik der zellfreien Levan-Produktion basierend auf dem Kulturiiberstand von G.
japonicus pBBR1_p264 levS1417. Zusétzlich zur Gesamtkinetik (A) wird eine vereinfachte Darstellung der
niedrig konzentrierten Fruktooligosaccharide mit angepasster Y-Achse gezeigt (B). Die Fruktose-assoziierten
Zucker Saccharose (A), Fruktose (m), Levan (x), 6-Kestose (o), 1-Kestose (o) und 6-Nystose (0) wurden in einer
Konzentration von mindestens 10 mM mittels HPLC nachgewiesen. Die Levan-Konzentration wird in Fruktose-
Aquivalenten ausgedriickt. Das Experiment wurde als Triplikat durchgefiihrt.

Der Levan-Ertrag der durchgefiihrten Zell-freien Produktionen war somit unabhangig vom verwendeten
Stamm vergleichbar. Durch Halbierung der fir die Reaktion erforderlichen Inkubationszeit wurde die
Raum-Zeit-Ausbeute des Prozesses durch die Plasmid-vermittelte LevS1417-Produktion verdoppelt.
Die aus dem Substrat Saccharose freigesetzten Fruktose-Einheiten wurden mit einer Effizienz von 92,8
+ 0,5 % in Levan oder FOS mit einem Polymerisierungsgrad (DP) > 3 eingebaut. Der Verlust an
Fruktose-Einheiten in Form von freier Fruktose entsprach nach 260 Stunden Inkubation 19,5+ 1,5¢g L™
(7,2 %).
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3.3.5.3 Molekulargewichtsbestimmung des Zell-frei produzierten Levans

Um das Molekulargewicht des Levans zu bestimmen, das durch das Zell-freie Verfahren produziert
wurde, erfolgte eine Analyse des aus der Prozesslésung gewonnenen Prazipitats nach entsprechender
Aufbereitung mittels Asymmetrischer Fluss Feld-Fluss-Fraktionierung (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Elugramm (Lichtstreudetektor) des Zell-frei produzierten Levans aus der AF4-MALLS-UV-
Analyse mit Darstellung der ermittelten Molmassen (A) und rms-Radien (B). Das Prézipitat wurde vor der Analyse
gegen ein Cutoff von 10.000 — 20.000 Dalton dialysiert. Der Light-Scattering-Wert (LS) ist ein relatives Mal3 flr
die Elution des analysierten Fruktan-Gemischs. Die diagonal verlaufende Kalibriergerade spiegelt dabei die
molare Masse des zum Zeitpunkt X eluierten Fruktans wieder.

Das polydisperse Levan (Polydispersitatsindex: 1,177) hatte ein durchschnittliches Molekulargewicht
Mw von 3,22 x 10" g mol™, einen gemittelten rms-Radius Rw von 113,8 nm und wies in wassriger

Losung eine zufallige, spulenartige Sekundérstruktur auf.

3.4 Etablierung eines chromatographischen Nachweisverfahrens zur

Analyse von Fruktooligosacchariden

Im Zuge der Zell-freien Levan-Produktion und auch wahrend der in-vitro-Produktion von Levan durch
die rekombinante Levansucrase LevS1417 wurden verschiedene FOS durch die chromatographischen
Nachweisverfahren detektiert. Flr die beabsichtigte Produktion Levan-basierte FOS und eine valide
Identifizierung der FOS, die durch LevS1417 produziert wurden, war die Etablierung eines geeigneten
chromatographischen Nachweisverfahrens erforderlich. In den letzten Jahrzehnten konnten sich die
Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (HPLC) und die Hochleistungsanionenaustausch-
chromatographie mit gepulstem amperometrischnem Detektor (HPAEC-PAD) als géngige
chromatographische Methoden fir die qualitative und quantitative Analyse von Kohlenhydraten
etablieren (Sangeetha et al. 2005). Fur die chromatographische Analyse von FOS wurden in dieser
Arbeit verschiedene Saulenkonfigurationen in Kombination mit einem SpectraSystems (Thermo Fisher
Scientific; Schwerte, Deutschland) HPLC-System getestet.
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3.4.1 Chromatographische FOS-Analytik durch Polymer-basierte Aminex-

Trennséaulen

Fur erste Analysen wurde eine Aminex HPX-42A der Firma Bio-Rad (Feldkirchen, Deutschland)
eingesetzt. Aminex-HPLC-Sé&ulen sind gepackt mit einer Polymer-Matrix (Polystyrol-Divinylbenzol).
und trennen Verbindungen nach dem Prinzip der ionenmoderierten Verteilungschromatographie. Dabei
handelt es sich um eine Kombination aus Gro3enausschluss- und Ligandenaustauschchromatographie.
Bei der Trennung von Oligosacchariden ist die GrofRenausschluss-Chromatographie der primare
Trennmechanismus, wahrend bei der Auftrennung von Monosacchariden der Ligandenaustauschmodus
Uiberwiegt. Dieser beinhaltet die Bindung der Hydroxylgruppen der Zucker an das fixierte Gegenion des
Saulen-Harzes. Der Ligandenaustausch wird durch die Art des Gegenions und durch die rdumliche
Orientierung der Hydroxylgruppen des Analyten beeinflusst. In verschiedenen Publikationen konnte die
beschriebene Aminex HPX-42A Trennséule flr die Analytik von Oligosacchariden eingesetzt werden
(Schmidt et al. 1981; Scobell & Brobst 1981; Moura et al. 2007) und wurde daher in dieser Arbeit fiir

die initiale Analyse Levan-basierter FOS genutzt.

: @ : 3 :
' wvi Il Il '
: <] . : :
' & ! ! '
' x ! ! '
' g ! ! '
2 [ S R S = R I S s S A
: ! B :
H > i ] i H
: v W : 2 :
. = 8 g ! [CI .
' o @ o @ 5 '
6 | i SiEi L B R - i i  iiiL
: 2o g o s v :
H z = = - H
: [ < ! ! :
: 3 i@ @ @ g :
! 2 3 2 e 2 :
b3 & 8 ¢ 3 8 e g
S [ -2 co T gy
; P 3 S g | 8 £
H = = — a _g
: a 7 3 E | = 2 2
5 g =z z % o © -
________________________________ L . T | = S R H RS SR~ [ SR AR
4 | : A~ AR B - e = e "
: m g 3 o O a 7
> H v 0 = = 0 I " ~
' ' s ! o
E : S @ E | 5 z E
' i ! T o
3 e L R I YR S L S I R S - SO S
' : = S < 7 o
: =] : : o
o [ =
: ‘2 0 9 : & e
' ' b ! !
: p @ e = - :
s 8 . -3 2 | © 2
2 L B T R e N S
| - q @ & 8
1 TN o | - L
' : ! [ . o]
| ! - E [
' i h 4]
S [P S SO SO | SNV WOUN AL L AN SO S N - SR g, _______ 5} ____________________
: ! L
0 s ; T .
A S SO SO
2 .
4 & o) ey 4 i 28 0 a2 4 k] k3 40 42
Minutes

Abbildung 27: HPLC-Chromatogramm der Reaktionsprodukte der rekombinanten Endolevanase LevBjogs aus A.
chroococcum DSM 2286. Die Analyse erfolgte unter Verwendung der Trennséule Aminex HPX-42A von Bio-
Rad (Feldkirchen, Deutschland) bei einer Flussrate von 1 ml H,O, min und einer Saulentemperatur von 65 °C.
Die Detektion der Analyten erfolgte iber einen Shodex RI-101 Brechungsindexdetektor (Showa Denko K.K.;
Tokio, Japan).
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Beispielhaft dargestellt ist die Auftrennung der Reaktionsprodukte der rekombinanten Endolevanase
LevBa2gs aus A. chroococcum DSM 2286 durch die Aminex HPX-42A in Kombination mit dem ,,In-
Line Carbohydrate Deashing System“ (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland). Die erwahnte
Endolevanase katalysiert die Hydrolyse von polymerem Levan in kurzkettige FOS und wird in spateren
Kapiteln dieser Arbeit behandelt (Kapitel 3.5). Die enzymatisch hergestellten Oligosaccharide wurden
durch die Saule chromatographisch voneinander getrennt (Abbildung 27). Vor allem im Bereich der
Monosaccharide lieferte der Ligandenaustausch-Modus eine hochauflésende, Basislinien-getrennte
Separation. Fir Di- und Oligosaccharide gewéhrleistete der GroRenausschluss-Mechanismus keine
ausreichende Trennleistung, da bereits im Bereich von Analyten mit einem Molekulargewicht von
342 g mol? der GroRenausschluss-Mechanismus (iberwog. Dies fiihrte dazu, dass die Verbindungen
Saccharose und Levanbiose nicht voneinander separiert wurden und co-eluierten. Fur alle Analyten mit
einem Molekulargewicht > 342 g mol™ konnte keine Basislinien-getrennte Auftrennung erzielt werden,
wodurch die Validitdt der Quantifizierung sank. Des weiteren konnten so FOS mit gleichem
Polymerisierungsgrad aber variierenden Verknipfungstypen nicht voneinander unterschiedenen
werden. Wie in der Literatur beschrieben ist, kdnnen solche heterogen FOS durch Levansucrasen
produziert werden (Raga-Carbajal et al. 2018).

Die beschriebene Sdule Aminex HPX-42A wurde, wenn nicht anders erwahnt, fiir die initialen Analysen
der rekombinanten Endolevanasen und fur die Extrakt-basierten FOS-Produktion eingesetzt. Zum
Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Experimente waren die nachfolgend beschriebenen Aminophasen-

Trennsaulen noch nicht verfugbar.

3.4.2 Chromatographische FOS-Analytik durch Aminophasen-Trennsaulen

Neben Polymer-basierten Saulen mit vorrangigem GroRenausschluss-Charakter kénnen auch Silica-
basierte Aminophasen fiir die chromatographische Separierung von Oligosacchariden eingesetzt werden
(Herbreteau et al. 1995; Zambelli et al. 2014). Aminophasen koénnen grundsatzlich im HILIC
(Hydrophilic Interaction Chromatography) Modus oder im Anionenaustauschmodus betrieben werden.

Der HILIC Modus verbindet dabei die drei gdngigsten Methoden der Flussigkeits-Chromatographie:

1. Normal-Phasen-Chromatographie (NPC), bei der die stationdre Phase meist aus einem polar-
modifizierten Kieselgel besteht (SiOH, NH, Diol, etc.).

2. Reverse-Phasen-Chromatographie (RPC), bei der sich die mobile Phase aus einem wassrigen
Puffersystem oder Wasser und einem organischen Ldsungsmittel (Methanol, Ethanol,
Acetonitril, etc.) zusammensetzt.

3. lonenchromatographie (IC), bei der sich das Anwendungsgebiet ber polare Verbindungen

sowie organische und anorganische lonen erstreckt.

Da die Polymer-basierte Aminex HPX-42A keine ausreichende Trennung von langkettigen FOS
ermdglichte, wurde das Trennverhalten verschiedener Aminophasen-Saulen der Firma Knauer GmbH

(Berlin, Deutschland) untersucht. Zunédchst wurde ein Gemisch aus kommerziell erhéltlichen

64



3. Ergebnisse |

Oligosacchariden des Inulin-Typs zusammen mit Glukose und Saccharose auf einer Eurospher 11 100-3
NHz, 250 x 3 analysiert. Unter Verwendung der Aminophase wurde eine Basislinien-getrennte

Separierung der untersuchten Zucker ermdglicht (Abbildung 28).
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramm eines Zuckergemisch unter Verwendung der Eurospher 11 100-3 NHz, 250
x 3 Trennséule der Firma Knauer GmbH (Berlin, Deutschland). Analysiert wurden die Verbindungen Glukose,
Saccharose, 1-Kestose, 1,1-Kestotetraose und 1,1,1-Kestopentaose in Konzentrationen von jeweils 5 mM. Als
mobile Phase diente 70 % (A) und 65 %-iges Acetonitril (B) bei einer Flussrate von 0,6 ml min™ und einer
Saulentemperatur von 40 °C. Die Detektion der Analyten erfolgte Uber einen Shodex RI-101
Brechungsindexdetektor (Showa Denko K.K.; Tokio, Japan).

Die geringe Partikelgrofie von 3 um und die damit verbundene hohe Anzahl theoretischer Trennbdden
fuhrte zu sehr hohen Auflésungen, jedoch auch zu einer langen Laufzeit (Abbildung 28A). Um die
Laufzeit der Messung zu verringern und den Probendurchsatz somit zu erhéhen, wurde die Acetonitril-
Konzentration der mobilen Phase von 70 % auf 65 % reduziert. Der erh6hte Wasser-Anteil flihrte dazu,
dass alle flinf Analyten in unter 15 Minuten von der S&ule eluierten (Abbildung 28B). Dabei ermdglichte
der HILIC-Modus der verwendeten Aminophase trotz der schnellen Analyse-Zeit eine Basislinien-
Trennung der analysierten Verbindungen. Um die Analyse-Zeit weiter zu verringern und die
Auftrennung langkettiger FOS zu ermdglichen, die im Zuge der Endolevanase-vermittelten Levan-
Hydrolyse akkumulieren konnten, wurde eine Eurospher Aminophase mit erhohtem
Partikeldurchmesser getestet. Die Eurospher 11 100-5 NHy, 250 x 3 weist eine Partikelgréfie von 5 pm
auf, wodurch die Trennbddenzahl im Vergleich zur 3 pm-Saulenvariante verringert und somit die

Retention der Analyten verkirzt wird. Wie erwartet, eluierten die finf Zucker des aufgetrennten
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Kohlenhydrat-Gemischs schneller von der Trennséule als unter Verwendung der Eurospher Séule mit 3
pum Partikeldurchmesser (Abbildung 29).
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Abbildung 29: HPLC-Chromatogramm eines Zuckergemisch unter Verwendung der Eurospher 11 100-5 NH, 250
x 3 Trennséule der Firma Knauer GmbH (Berlin, Deutschland). Analysiert wurden die Verbindungen Glukose,
Saccharose, 1-Kestose, 1,1-Kestotetraose und 1,1,1-Kestopentaose in Konzentrationen von jeweils 5 mM. Als
mobile Phase diente 65 % (A) und 60 %-iges Acetonitril (B) bei einer Flussrate von 0,6 ml min™ und einer
Saulentemperatur von 40 °C. Die Detektion der Analyten erfolgte Uber einen Shodex RI-101
Brechungsindexdetektor (Showa Denko K.K.; Tokio, Japan).

Durch den Einsatz von 65 %-igem Acetonitril eluierten alle Komponenten des Zucker-Gemischs
Basislinien-getrennt in unter neun Minuten (Abbildung 29A). Durch Erhdhung des Wasser-Anteils auf
40 % konnten die Zucker in unter sieben Minuten vom RI-Detektor nachgewiesen werden (Abbildung
29B). Einzig Glukose und Saccharose wiesen unter diesen Messbedingungen keinen vollstandige
Basislinien-Trennung auf. Fir nachfolgende Messungen wurden daher geringere Proben-
Konzentrationen und héhere Acetonitril-Konzentrationen verwendet, um eine vollstdndige Trennung
der Analyten und zugleich die Auftrennung von FOS mit gleichem DP aber variierendem
Verknipfungstypen zu gewahrleisten. Ein Nachteil von Silica-basierten Trennsédulen, der in der
Literatur beschrieben und auch in dieser Arbeit beobachtet wurde, ist die hohe Anfalligkeit der
Séulenmatrix gegeniiber sauren pH-Werten oder reaktiven Analyten (Tanaka et al. 2003). Dieser Effekt
wurde auch in dieser Arbeit beobachtet und fiihrte dazu, dass die Analyten mit zunehmender

Lebensdauer der Saule verkirzte Retentionszeiten zeigten, was eine kontinuierliche Anpassung der

66



3. Ergebnisse |

Laufmittelzusammensetzung erforderlich machte. Um gleichbleibende Messbedingungen mit erhohter
Reproduzierbarkeit zu ermdéglichen, wurde neben den Silica-basierten Aminophasen auch eine Polymer-
basierte Aminophase der Firma ShowaDenko K.K. (Tokio, Japan) getestet. Diese Sdulenkonfiguration
setzte sich aus der Asahipak NH2P-40 3E (250 x 3.0 mm) Trennsdule in Kombination mit der Vorsaule
Asahipak NH2P-50G 3A (10 x 3.0 mm) und dem Line-Filter Asahipak NH2P-LF (75 x 8.0 mm)
zusammen. Die Polymer-basierte Aminophase ermdglichte eine Basislinien-Trennung fur zahlreiche

FOS mit unterschiedlichen Monomer-Zusammensetzungen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: HPLC-Chromatogramm eines Zuckergemisch unter Verwendung einer Asahipak NH2P-40 3E (250
x 3.0 mm) Trennsédule in Kombination mit der Vorsdule Asahipak NH2P-50G 3A (10 x 3.0 mm) und dem Line-
Filter Asahipak NH2P-LF (75 x 8.0 mm) der Firma ShowaDenko K.K. (Tokio, Japan). Analysiert wurden die
Reaktionsprodukte des bi-enzymatischen Systems zur Produktion Levan-basierter FOS. Als mobile Phase diente
65 %-iges Acetonitril bei einer Flussrate von 0,6 ml min™ und einer Saulentemperatur von 40 °C. Die Detektion
der Analyten erfolgte uber einen Shodex RI-101 Brechungsindexdetektor (Showa Denko K.K.; Tokio, Japan).

Auch Zucker mit gleichem Polymerisierungsgrad aber variierendem Verknlpfungstypen, wie
beispielsweise die Trisaccharide 1-Kestose und 6-Kestose, wurden voneinander separiert. Die
Asahipak-Saulenkombination zeigte eine hohe Reproduzierbarkeit und Stabilitit, sodass sich die

Retentionszeiten mit zunehmender Nutzung nur geringfligig anderten.
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3.5 Charakterisierung von Endolevanasen fiir die Produktion von

Fruktooligosacchariden

Bei ersten Untersuchungen mit der rekombinanten Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 zeigte
sich eine enorme Viskositatserhéhung der entsprechenden Reaktionslésung. Dies erschwerte eine
Probenaufbereitung und fuhrte zu Fehlern in der quantitativen Bestimmung der Reaktionsedukte und -
produkte. Um diese Problematik zu umgehen und fir die beabsichtigte Produktion Levan-basierter
Fruktooligosaccharide, wurde ein Screening nach geeigneten Endolevanasen durchgefihrt. Diese
Hydrolasen der Enzymklasse 3.2.1.65 sind in der Lage B-2,6-glykosidische Bindungen spezifisch zu
hydrolysieren. Die Hydrolyse erfolgt dabei, anders als bei den Exolevanasen, die terminale Fruktose-
Einheiten vom Levan-Polymer abspalten, endo-hydrolytisch, was zur Freisetzung von FOS mit
variierendem Polymerisierungsgrad fiihrt. Der enzymatische Abbau des polymeren Levans und die
damit verbundene Verringerung der Viskositat sollte eine valide Probenaufbereitung und zeitgleich die
Produktion prébiotischer FOS gewahrleisten.

3.5.1 Produktion und Aufreinigung der rekombinanten Endolevanasen

Zwecks heterologer Protein-Produktion wurden die kodierenden Sequenzen dreier Endolevanasen in
separate pASK-IBA5 Uberexpressionsvektoren eingebracht. Ausgewdihlt wurden die Endolevanase
LevB: aus Bacillus licheniformis DSM 13, die Endolevanase BT1760 aus Bacteroides thetaiotaomicron
DSM 2079 und die Endolevanase LevBzsgs aus Azotobacter chroococcum DSM 2286. Die beiden
erstgenannten Enzyme wurden bereits hinsichtlich ihrer F&higkeit zur Hydrolyse von polymerem Levan
untersucht (Porras-Dominguez et al. 2014; Mardo et al. 2017; Porras-Dominguez et al. 2017). Bei der
Endolevanase aus A. chroococcum DSM 2286 handelte es sich um ein uncharakterisiertes Enzym.
Durch die Auswahl der fir die Amplifikation genutzten Oligonukleotid-Primer (Kapitel 2.2.2) wurden
die in Abbildung 31 schwarz dargestellten, N-terminalen Signal-Sequenzen und Transmembran-

domanen deletiert.

LevB -

1 36 551
LevB, |

1 26 515
BT1760

122 523

Abbildung 31: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit untersuchten Endolevanasen. Aminosduren, die fur
die Klonierung relevant waren, sind nummerisch gekennzeichnet. N-terminale Bereiche, die im Zuge der
Klonierung deletiert wurden, sind in schwarz dargestellt. Bei den Endolevanasen LevBygs und BT1760 konnte
bioinformatisch ein N-terminales Signalpeptid identifiziert werden. Die Endolevanase LevB, verfiigte N-terminal
uber eine Transmembrandoméne.
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Des Weiteren wurden Uber die Primer Bsal-Schnittstellen stromaufwarts und stromabwarts der
codierenden Nukleotid-Sequenz eingebracht. Durch einen Verdau der aufgereinigten Amplifikate sowie
des pASK-IBA5 Vektors durch die Restriktionsendonuklease Bsal wurden durch eine anschlieende
Ligation die finalen  Konstrukte  pASK5 levB2286 oSP, pASK5 levBl oTMD  und
PASK5 bt1760 oSP generiert (Abbildung 32A).
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Abbildung 32: Plasmidkarten der Uberexpressionsplasmide zur heterologen Produktion der Endolevanasen aus A.
chroococcum DSM 2286, B. thetaiotaomicron DSM 2079 und B. licheniformis DSM 13 in E. coli NEB5-alpha
(A) und UV-Durchlicht-Aufnahme der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR (B) zur Verifizierung der
Stdmme E. coli NEB5-alpha pASK5_levB2286_0SP (1), E. coli NEB5-alpha pASK5_bt1760_oSP (2) und E. coli
NEBS5-alpha pASK5_levB1_oTMD (3). Als Referenzmarker (M) wurde die GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder von
Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) eingesetzt.

Im Anschluss an die Transformation der Plasmide in kompetente E. coli NEB5-alpha Zellen erfolgte

eine Kolonie-PCR, die eine korrekte Klonierung und Aufnahme der Plasmide zeigen konnte (Abbildung
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32B). Die generierten Amplifikate entsprachen den prognostizierten FragmentgréRen von 1601 bp
(LevBa2gs), 1540 bp (BT1760) und 1504 bp (LevB:). Das fiir die Klonierung genutzte
Expressionsplasmid pASK-IBAS5 ermdglichte die préazise Fusion zwischen der Endolevanasen und dem
Vektor-kodierten Strep-Tag Il. Dies erlaubte eine Aufreinigung der rekombinanten Proteine mittels
Strep-Tactin-Affinitatschromatographie, wodurch die Ausbeute der Enzyme bestimmt und diese fiir
enzymatische Assays eingesetzt werden konnten. Relevante Proteinmengen wurden in allen
Elutionsfraktionen nachgewiesen, was auf die Produktion rekombinanter, Strep-Tag gekoppelter
Proteine hinwies (Abbildung 33). Die Ausbeuten der gereinigten Enzyme variierten, wobei die
Endolevanase aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 offenbar am effizientesten rekombinant in E. coli
produziert werden konnte (20 + 1 mg L1). Die Ausbeute der Endolevanasen aus B. licheniformis DSM
13 und A. chroococcum DSM 2286 betrug 8,3 + 1,4 bzw. 13,9 + 0,6 mg Protein L™ Kultur.
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Abbildung 33: Proteinausbeuten verschiedener Endolevanasen nach heterologer Produktion in E. coli NEB5a und
anschlieBender Aufreinigung durch Strep-Tactin-Affinitatschromatographie (A). Silbergefarbtes SDS-Gel der
generierten Elutionsfraktionen (B). Die PageRuler™ Prestained Proteinladder (M) wurde als Referenz fir die
SDS-PAGE der Endolevanasen aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 (Lane 1), B. licheniformis DSM 13 (Lane 2)
und A. chroococcum DSM 2286 (Lane 3) verwendet.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE und anschlieBender
Silberfarbung konnte die Abwesenheit groRerer Verunreinigungen bestatigt werden. Fur alle
Endolevanasen wurden deutliche Proteinbanden generiert, die den vorhergesagten Molekularmassen

von 58,4 (B. thetaiotaomicron), 57,2 (B. licheniformis) & 58,7 (A. chroococcum) kDa entsprachen.

3.5.2 Produktspektren der rekombinanten Endolevanasen

Der Begriff ,,Ballaststoffe umfasst eine Vielzahl von Kohlenhydraten, die gegen menschliche

Verdauungsenzyme resistent sind und durch die Darm-Mikrobiota fermentiert werden, was positive
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physiologische Wirkungen vermittelt. Die Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 des Europaischen
Parlaments und des Rates legt fest, dass nur Kohlenhydratpolymere, die aus drei oder mehr Monomer-
Einheiten bestehen, als Ballaststoffe deklariert werden kdnnen. Daher sollte durch eine detaillierte
Analyse der Produktspektren der rekombinanten Endolevanasen Uberprift werden, ob eines der Enzyme

vorteilhafte Eigenschaften flir die Produktion von kurzkettigen Ballaststoffen aufwies.

3.5.2.1 Aktivitatsbestimmung von Endolevanasen durch RBB-Levan

Die Aktivitatsbestimmung von Endolevanasen durch eine chromatographische Quantifizierung der
Reaktionsprodukte ist zwar eine sehr exakte aber auch eine enorm Zeit- und Ressourcenintensive
Methode. Vor allem fur routineméRige Aktivitdtsmessungen im Zuge von Enzymcharakterisierungen
ist die HPLC-Methodik suboptimal. Eine schnelle und valide Alternative ist eine photometrische
Bestimmung der freigesetzten Hydrolyse-Produkte. Voraussetzung fur einen solchen Ansatz ist die
spezifische Lichtabsorption der geldsten Substanzen bei definierter Wellenlange. Im Bereich der
Glykochemie und -biologie konnten sich colorimetrische Substrate etablieren, bei denen ein zu
untersuchendes Substrat mit stark absorbierenden Farbstoffen gekoppelt wurde, um eine vereinfachte
Charakterisierung von Glykosidasen zu ermdglichen (Biely et al. 1985; Basran et al. 2010; Tiboni et al.
2012).

In dieser Arbeit wurde Levan, welches mit Hilfe der rekombinanten Levansucrase LevS1417 aus
G. japonicus LMG 1417 produziert wurde, mit dem in Abbildung 34 abgebildeten Anthrachinon-
farbstoff Remazol Brilliant Blau R gekoppelt. Nach Durchfiihrung des Synthese-Protokolls konnte ein
tiefblaues, wasserltsliches Prazipitat gewonnen werden. Durch saure Hydrolyse einer definierte RBB-
Levan-Ldésung und anschliefender HPLC-Analyse wurde der Fruktose-Gehalt des RBB-Levans
bestimmt. Simultan wurde die fiir die Hydrolyse eingesetzt Losung einer Absorptionsbestimmung
unterzogen, wodurch eine Kopplungseffizient von 0,145 % ermittelt wurde. Demnach wies etwa jedes

700. Fruktose-Molekiil des Levan-Polymers eine Bindung zum Farbstoff RBB auf.

A O NH
20\\ /,O

Abbildung 34: Strukturformel von Remazol Brilliant Blau R (A) und blaues Lyophilisat im Anschluss an die
Synthese von RBB-Levan (B).
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Fur eine erste Evaluierung der produzierten, gefarbten Substanz wurde diese in separaten Ansétzen flr
eine Aktivitatsbestimmung mit den rekombinanten Endolevanasen aus Kapitel 3.5.1 Produktion und
Aufreinigung der rekombinanten Endolevanasen dieser Arbeit inkubiert. Nach 2-stiindiger Inkubation
bei 30 °C wurden die Ansatze durch Zugabe von vier Teilen 96 %-igem [v/v] Ethanol vollstandig geféllt,
durch Vortexen stark durchmischt und fur 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugert. Bei erfolgreicher
Hydrolyse von RBB-Levan durch die zugefuigten Endolevanasen sollten nicht-préazipitierbare FOS dem
Uberstand eine blduliche Farbung verleihen. Eine solche Blaufarbung konnte unter Verwendung der
Endolevanasen LevB; aus B. licheniformis DSM 13 und BT1760 aus B. thetaiotaomicron BT1760
beobachtet werden (nicht dargestellt). Die Endolevanase LevBa2gs aus A. chroococcum DSM 2286
schien das modifizierte Levan nicht zu hydrolysieren. Aufgrund der hoheren spezifischen Aktivitat
wurde fiir nachfolgende Assays die Endolevanase BT1760 eingesetzt (Mardo et al. 2017; Porras-
Dominguez et al. 2014). Um die makroskopisch nachgewiesene Blaufarbung des Féllungstiberstandes
zu verifizieren, wurde ein Reaktionsansatz erstellt, dem regelméRig Proben fiir einen photometrischen
Nachweis der RBB-Levan-Hydrolyse entnommen wurden. Wie Abbildung 35A zeigt, konnte die
photometrische Analyse eine Zunahme der Absorption lber die Zeit bestatigen. Im Gegensatz zur
Wasserkontrolle, bei der keine Anderung der Absorption detektiert wurde, filhrte die hydrolytische
Aktivitat von BT1760 im Fallungstberstand zu einem linearen Absorptionsanstieg tiber die Zeit (R? =
0,9703; AAbsorptionsessm Mint = 0,003506). Die Erhohung der eingesetzten Enzymmenge sollte
anschlielend eine Kaorrelation zwischen Enzym-Konzentration und Absorptionsdnderung zeigen

(Abbildung 35B+C).
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Abbildung 35: Photometrischer Nachweis der RBB-Levan-Hydrolyse unter Verwendung der rekombinanten
Endolevanase BT1760 aus B. thetaiotaomicron DSM 2079. Dargestellt sind die lineare Zunahme der Absorption
bei einer definierten (A) und variierenden Enzym-Konzentrationen (B), sowie die aus Abbildung B generierten
Steigungen, die die Zunahme der Absorption min-* ul'* Enzym-Fraktion wiederspiegeln (C). Fir Abbildung A
wurden 25 pl und fir Abbildung B 1, 2, 3 und 4 pl der gereinigten Endolevanase BT1760 zugefiigt. Die
Proteinkonzentration der verwendeten Elutionsfraktion lag bei 0,8 pug ml=.

Die Erhéhung des zugesetzten Eluat-Volumens auf 2, 3 und 4 pl resultierte zwar in einer starkeren
Zunahme der Absorption Uber die Zeit, jedoch korrelierte die Intensivierung der Blaufarbung
(AAbsorptionsessm mint) nicht quantitativ mit der Erhéhung der Enzym-Menge. Aufgrund der nicht

nachweisbaren Aktivitdt unter Verwendung der Endolevanase LevB2ss und der ausbleibenden
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Korrelation zwischen eingesetzter Enzym-Menge und Absorptionszunahme uber die Zeit wurde das
synthetisierte RBB-Levan nicht flir die Charakterisierung der rekombinanten Endolevanasen eingesetzt.
Nichtsdestotrotz kénnte es sich bei dem gefarbten Fruktan um ein geeignetes Substrat flr die
Charakterisierung von Endo- und Exolevanasen handeln. Wie beschrieben, zeigten die Endolevanasen
aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 und B. licheniformis DSM 13 Aktivitat mit dem modifizierten
Levan, sodass ein RBB-basierter Assay Zeit- und Kostenaufwandige Methoden wie die DNS-

Quantifizierung oder HPLC-Analysen ersetzen kdnnte.

3.5.2.2 Produktspektren rekombinanter Endolevanasen unter Verwendung von
pflanzlichem Levan

Als alternatives Substrat fur die Aufklarung der Produktspektren wurde aus Timothy Gras isoliertes,
kommerzielles Levan der Firma Megazyme (Bray, Irland) eingesetzt. Levan aus Timothy Gras wurde
bereits fiir die Charakterisierung von Endolevanasen eingesetzt und erwies sich als in der
entsprechenden Studie als geeignetes Substrat (Mardo et al. 2017). Alle drei heterolog produzierten
Endolevanasen waren in der Lage, das supplementierte Levan zu hydrolysieren, wobei sich die
erzeugten FOS-Spektren stark unterschieden (Abbildung 36A- C). Hinsichtlich der beabsichtigten
Herstellung von Levan-FOS mit einem Polymerisierungsgrad von mindestens drei Monomer-Einheiten
(DP > 3) erwies sich die Endolevanase LevB; aus B. licheniformis DSM 13 als ungeeignet (Abbildung
36B). Das Enzym setzte signifikante Mengen Fruktose und Levanbiose frei und schien vor allem im
spaten Verlauf der Reaktion die relevanten langkettigen FOS zu hydrolysieren. Dartiber hinaus zeigte
das Produktspektrum eine hohe Heterogenitdt, da das Enzym FOS mit gleichem DP, aber
unterschiedlichem Elutionsverhalten produzierte. Dies zeigte sich im Verlauf der chromatographischen

Analyse durch das Auftreten von Doppelpeaks oder Peakschultern (Abbildung 36B).

Das Produktspektrum, das mit der Endolevanase aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 generiert werden
konnte, entsprach den Ergebnisse von Mardo et al. (2017). Die Wissenschaftler untersuchten ebenfalls
das hydrolytische Verhalten der Endolevanase BT1760, obwohl sich ihre Klonierungsstrategie und
damit das Proteinkonstrukt von dem hier verwendeten Protein unterschied (Mardo et al. 2017). In dieser
Arbeit flhrte die katalytische Aktivitdt von BT1760 in der friihen Phase der Reaktion zur Produktion
von FOS mit einem DP von 2 bis 8 (Abbildung 36C). Im spéten Verlauf der Reaktion wurde eine
Akkumulation von Fruktose, Levanbiose und insbesondere Levantriose beobachtet. Mit Levantriose als
primdrem Reaktionsprodukt ist BT1760 grundsétzlich fir die Herstellung von Levan-FOS geeignet, die
der Ballaststoff-Deklaration entsprechen. Dennoch verringerte die Zunahme der unerwinschten
Produkte Fruktose und Levanbiose im Laufe der Zeit die Effizienz und Ausbeute des Prozesses, der auf

die Herstellung hoher Mengen an Ballaststoffen abzielt.
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Abbildung 36: Produktspektren rekombinanter Endolevanasen aus A. chroococcum DSM 2286 (A), B.
licheniformis DSM 13 (B) und B. thetaiotaomicron DSM 2079 (C). Als Substrat diente kommerzielles Levan, das
aus Timothy Gras isoliert wurde. Die durch die hydrolytische Aktivitdt der Enzyme freigesetzten
Reaktionsprodukte wurden mittels Aminophase-HPLC detektiert und quantifiziert. Abgebildet ist ein
beispielhaftes Replikat des durchgefiihrten biologischen Duplikats. Die Zahlen am oberen Rand der Abbildungen
A-C geben die DP-Werte der generierten FOS an; F, Fruktose.

Die hier erstmals charakterisierte Endolevanase LevBaygs aus A. chroococcum DSM 2286 zeigte ein
nahezu ideales Produktspektrum. Das Enzym ermdglichte eine schnelle Umsetzung des
supplementierten Levans und produzierte vorwiegend FOS mit einem DP zwischen 2 — 7 (Abbildung
36A). Auch bei deutlich verlangerter Inkubationszeit blieb die Menge an freigesetzter Fruktose und

Levanbiose auf einem niedrigen Niveau. Wie die quantitative Auswertung der durch LevBa2ogs
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generierten Reaktionsprodukte zeigt, bildete das Enzym Levanhexaose (DP6) als priméres
Reaktionsprodukt (Abbildung 37).

80y
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Abbildung 37: Quantitative Darstellung der durch LevBixgs aus A. chroococcum DSM 2286 erzeugten
Reaktionsprodukte. Das Enzym wurde heterolog in E. coli NEB5-alpha hergestellt und durch Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Aus Timothy Gras isoliertes Levan diente als Substrat fur die
enzymatische Reaktion. Die Produkte Fruktose (<), Levanbiose (o); Levantriose (e), Levantetraose (#),
Levanpentaose (m), Levanhexaose (A), Levanheptaose (V) und Levanoktaose (V) wurden mittels Aminophase-
HPLC analysiert und quantifiziert und werden in Fruktose-Aquivalenten ausgedriickt. Das Experiment wurde als
Duplikat durchgefihrt.

Der GroRteil des supplementierten Levans wurde innerhalb von drei Stunden Inkubation hydrolysiert.
Zu diesem Zeitpunkt wurden 34,1 % der aus dem Levan freigesetzten Fruktose-Aquivalente in Form
von Levanhexaose nachgewiesen, was einer Konzentration von 79,9 £ 2,7 mM entsprach. Die
Konzentration von Levan-FOS mit einem von DP > 3 lag zu diesem Zeitpunkt bei insgesamt 198,5 +
7,4 mM. Darlber hinaus wurden geringe Mengen Fruktose (6,9 + 0,7 mM) und Levanbiose (29 +
1,2 mM) nachgewiesen. Somit wurden nach dreistindiger Inkubation 84,7 % der aus dem Levan
freigesetzten Fruktose-Einheiten in FOS mit einem DP > 3 detektiert. Danach wurde eine schnelle
Abnahme der Levanheptaose-Konzentration und eine langsame, aber stetige Abnahme der
Levanhexaose-Konzentration beobachtet. Fur die relevanten FOS mit einem DP zwischen 3 und 5 wurde
auch bei langerer Inkubation kein Konzentrationsabfall festgestellt. Am Ende des Experiments (22,8 h)
wurden 76,4 % der aus dem Levan freigesetzten Fruktose-Einheiten in Levan-FOS mit einem DP > 3

gefunden. Dariiber hinaus wurden Levanbiose (17,4 %) und Fruktose (6,2 %) gebildet.

Um die hydrolytischen Eigenschaften der rekombinanten Endolevanasen besser vergleichen zu kénnen
wurde Abbildung 38 erstellt. Wie die Abbildung zeigt, wies die Endolevanase aus A. chroococcum DSM
2286 einzigartige hydrolytische Eigenschaften auf. Das rekombinante Enzym hatte eine extrem hohe

Umwandlungsrate und produzierte nur geringe Mengen an Fruktose und Levanbiose (Abbildung 38A).
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Abbildung 38: Quantitative Darstellung der Reaktionsprodukte, die durch die Endolevanasen LevBass aus A.
chroococcum DSM 2286 (A), LevB; aus B. licheniformis DSM 13 (B) und BT1760 aus B. thetaiotaomicron DSM
2079 (C) erzeugt wurden. Die gesamten Reaktionsprodukte (o) wurden unterteilt in FOS mit einem DP >3 (A)
und Produkte mit einem DP < 3 (m).

Im Gegensatz dazu brauchten die Endolevanasen aus B. licheniformis DSM 13 (Abbildung 38B) und
B. thetaiotaomicron DSM 2079 (Abbildung 38C) wesentlich langer fur die Umsetzung des
supplementierten Levans und produzierten groBere Mengen an Fruktose und Levanbiose. Der Anteil an
Reaktionsprodukten mit einem DP < 3 lag nach Ablauf der Inkubation unter Verwendung von LevB;
bei 65,7 % und im Fall von BT1760 bei 38,7 %. Nach Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 des Européischen

Parlaments und des Rates konnen diese Produkte nicht als Ballaststoffe deklariert werden.

3.5.2.3 Produktspektrum von LevB22ss unter Verwendung von bakteriellem Levan

Pflanzliches Levan und bakterielles Levan koénnen sich strukturell und vor allem hinsichtlich des
Molekulargewichts voneinander unterscheiden (Barone & Medynets 2007). So ist die molare Masse von
pflanzlichem Levan hdufig deutlich niedriger als die von bakteriellem Levan, welches zusatzlich
verzweigte makromolekulare Strukturen aufweisen kann (Ehrlich et al. 1975; Stivala et al. 1975;
Kasapis et al. 1994). Um das hydrolytische Verhalten der rekombinanten Endolevanase LevBass
gegentiber bakteriellem Levan zu untersuchen, wurde mit Hilfe der aufgereinigten Levansucrase
LevS1417 polymeres Levan synthetisiert und mittels ethanolischer Fallung prézipitiert. Das ausgefallte
Polymer wurde dialysiert, lyophilisiert und anschlief3end fiir den enzymatischen Assay eingesetzt. Die
mittels Aminophasen-HPLC durchgefiihrte Quantifizierung der Reaktionsprodukte ist in Abbildung 39
abgebildet. Das Produktspektrum zeigte grundsétzlich groRe Ahnlichkeit zu dem in Abbildung 37
dargestellten Produktspektrum, fiir welches pflanzliches Levan als Substrat diente. Unter Verwendung
von bakteriellem Levan konnte Levanhexaose erneut als primares Hydrolyse-Produkt von LevBaogs
identifiziert werden. Die Verbindung wies nach 21 Stunden Inkubation eine Konzentration von 147,1
mM auf (ausgedriickt in Fruktose-Aquivalenten), was einem relativen Produkt-Anteil von 32 %
entspricht. Anders, als beim pflanzlichen Levan, bei dem die Produkte maximal einen
Polymerisierungsgrad von 8 zeigten, konnten ausgehend von bakteriellem Levan-FOS bis zu einem DP

von 11 gebildet werden.
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Abbildung 39: Einzel-Darstellung (A) und kombinierte Darstellung (B) der durch LevB2ss aus A. chroococcum
DSM 2286 erzeugten Reaktionsprodukte. Das Enzym wurde heterolog in E. coli NEB5-alpha hergestellt und durch
Strep-Tactin-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Levan, welches durch die aufgereinigte Levansucrase
LevS1417 synthetisiert wurde, diente als Substrat fir die enzymatische Reaktion. Die Produkte Fruktose (<),
Levanbiose (o); Levantriose (o), Levantetraose (#), Levanpentaose (m), Levanhexaose (A ), Levanheptaose (V)
und Levanoktaose (V), Levannonaose (o), DP10 (4) und DP11 (<= )wurden mittels Aminophase-HPLC analysiert
und quantifiziert und werden in Fruktose-Aquivalenten ausgedriickt. Fiir die kombinierte Darstellung (B) wurden
die gesamten Reaktionsprodukte (o) unterteilt in FOS mit einem DP >3 ( A) und Produkte mit einem DP < 3 (m).

Alle Hydrolyse-Produkte mit einem DP > 6 wurden nach einem anfénglichen Konzentrations-Anstieg
kontinuierlich degradiert. Fir die relevanten FOS mit einem DP zwischen 3 und 5 konnte keine
enzymatische Hydrolyse beobachtet werden. Insgesamt lag der relative Anteil an FOS mit einem DP >
3 nach vollstandiger Umsetzung des supplementierten Levans bei 82 %. Ausgehend von pflanzlichem

Levan lag dieser Anteil auf einem nahezu identischen Level von 84 %.

3.5.3 Enzymatische Charakterisierung der Endolevanase LevB2gs aus A.
chroococcum DSM 2286

Nachdem die Analyse des Produktspektrums der Endolevanase LevBass deren vorteilhaften
hydrolytischen Eigenschaften aufdeckte, wurde eine detaillierte Charakterisierung des Enzyms
durchgefihrt. Eine kinetische Studie des Proteins zeigte, dass sich LevB22gs entsprechend der Michaelis-
Menten-Kinetik verhielt. Mittels nicht-linearer Regression wurde ein Vmax Von 6685 + 224 U mg* und
ein Ky-Wert von 188 + 16 mM bestimmt, was unter physiologischen Bedingungen einem K, von 6554
+ 219 s und einer katalytischen Effizienz von 29,3 + 1,2 M s entsprach (Abbildung 40A). Unter den
Levan-abbauenden Enzymen mit endo-hydrolytischem Reaktionsmechanismus zeigte die Endolevanase
BT1760 aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 mit 310 U mg™* die bisher hochste Aktivitat (Mardo et al.
2017). Trotz N-terminaler Modifikation, zeigte die in dieser Studie untersuchte, verkiirzte Version von
BT1760 nahezu identische Aktivitatswerte (333 U mg™; nicht dargestellt). Insgesamt war die spezifische
Aktivitat der hier untersuchten Endolevanase LevBa2gs 20-mal hoher als die spezifische Aktivitat von
BT1760. LevBa2ss ist an einen leicht sauren pH-Wert angepasst und zeigte seine maximale Aktivitat bei
pH 6,2 (Abbildung 40B).
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Abbildung 40: Michaelis-Menten-Kinetik (A), pH-Profil (B) und Temperatur-Profil (C) der rekombinanten
Endolevanase LevBaygs aus A. chroococcum DSM 2286. Das Protein wurde heterolog in E. coli NEB5-alpha
produziert und mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Das pH-Profil wurde unter
Verwendung des Mcllvaine-Puffer-Systems erstellt. Der Nachweis der Aktivitaten erfolgte mittels Aminophasen-
HPLC durch die quantitative Bestimmung der freigesetzten Fruktose-Aquivalente.

Durch die Erstellung eines Temperaturprofils konnte gezeigt werden, dass LevBags die hdchste
Aktivitat bei 45 °C auslibte (Abbildung 40C). Eine rasche Abnahme der Aktivitat wurde bei

Temperaturen Uber 45 °C beobachtet, was zu einem totalen Aktivitatsverlust bei 55 °C flhrte.

3.6 Extrakt-basierte Produktion von Levan-artigen Fruktooligosacchariden

Die Untersuchungen zur rekombinanten Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 sowie zur
rekombinanten Endolevanase LevB22ss aus A. chroococcum DSM 2286 konnte zeigen, dass sich beide
Proteine effizient heterolog in E. coli produzieren lassen. Parallel zur in-vivo-Produktion (Kapitel 3.3.2
G. japonicus LMG 1417 vs. G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417: Batch-Kultivierung&
3.3.4 Fermentation von G. japonicus LMG 1417 und dem erstellten Uberexpressionsstamm) und zur
Zell-freien Produktion Levan-basierter Fruktane (Kapitel 3.3.5 Zell-freie Levan-Produktion durch
Kulturiiberstand von G. japonicus LMG 1417) wurde daher die Produktivitat und das Produktspektrum

von Prozessen untersucht, bei denen die Enzyme in Form von E. coli-Rohzellextrakt zugefthrt wurden.

3.6.1 Perfomance verschiedener Endolevanasen in Extrakt-basierten Assays

Zur Validierung, ob die untersuchten rekombinanten Endolevanasen in Form von Zellextrakt ein
ahnliches hydrolytisches Verhalten zeigen wie in aufgereinigter Form, wurde ausgehend von den
Stdmmen E. coli NEB5-alpha pASK5_levB2286, E. coli NEB5-alpha pASK5_bt1760 und E. coli
NEB5-alpha pASKS5_levB_Blic (Kapitel 2.2.1) Rohextrakt hergestellt. Daftir wurde das in Teil 2.5.1.1
Heterologe Proteinproduktion in E. coli beschriebene Protokoll durchgefiihrt, jedoch ohne die
affinitatschromatographische Aufreinigung der rekombinanten Proteine. Als Substrat fur den so
generierten Extrakt diente Levan, welches mit Hilfe der rekombinanten Levansucrase LevS1417 aus G.
japonicus LMG 1417 produziert wurde. Wie die quantitative Darstellung der relativen Hydrolyse-
Produkte zeigt, erzeugten die Endolevanasen, eingesetzt in Form von Rohextrakt, ein &hnliches
Produktspektrum wie nach der affinitatschromatographischen Aufreinigung (Abbildung 41). Erneut

produzierte die rekombinante Endolevanase aus A. chroococcum DSM 2286 ausgehend von bakteriellen
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Levan fast ausschlieBlich FOS mit einem DP > 3 (Abbildung 41A). Der relative Anteil der
unerwiinschten Reaktionsprodukte Fruktose und Levanbiose lag nach Ablauf der enzymatischen Levan-
Hydrolyse (50 Minuten) bei 3,5 %.
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Abbildung 41: Quantitative Darstellung der relativen Hydrolyse-Produkte durch Endolevanase-haltige
Zellextrakte von E. coli NEB5-alpha. Eingesetzt wurde Zellextrakt der Stdmme E. coli NEB5-alpha
pASKS5 levB2286 (A), E. coli NEB5-alpha pASK5_bt1760 (B) und E. coli NEB5-alpha pASK5_levB_Blic (C).
Die Hydrolyse-Produkte (A) wurden chromatographisch unter Verwendung der Aminex HPX-42A (Bio-Rad;
Feldkirchen, Deutschland) quantifiziert und unterteilt in Produkte mit einem DP > 3 (m) und DP < 3 (e). Fir die
in den Abbildungsteilen A & B dargestellten Versuche wurden jeweils 10 pl Rohextrakt der entsprechenden
Stamme beigefligt. Aufgrund der geringen Aktivitit von LevB; wurden dem im Abbildungsteil C dargestellten
Experiment 200 pl des entsprechenden Rohextraktes zugesetzt.

Unter Verwendung des BT1760-Zellextraktes konnte erneut die Freisetzung relevanter Fruktose- und
Levanbiose-Mengen detektiert werden (Abbildung 41B). Hier lag der Anteil der unerwinschten
Produkte mit einem DP < 3 nach 50-mintiger Inkubation bei 23 %. Aufgrund der geringen spezifischen
Aktivitat der Endolevanase LevB1 wurde vom entsprechenden Zellextrakt im Vergleich zu den beiden
anderen Reaktionen die 20-fache Menge an Extrakt-Volumen eingesetzt. Obwohl durch das Enzym im
beobachteten Reaktionszeitraum Uberwiegend langkettige FOS mit einem DP > 3 freigesetzt wurden,
konnte keine vollstdndige Umsetzung des supplementierten Levans erzielt werden. Zum Zeitpunkt der
letzten Probennahme, lag unter Verwendung des LevB;-Extraktes der relative Fruktose/Levanbiose-
Anteil bei 3,4 %. Aufgrund der geringen Aktivitét erwies sich die entsprechende Endolevanase jedoch

als ungeeignet fr eine schnelle Umsetzung von Levan.

3.6.2 Produktion von Levan-FOS durch den Einsatz von Levansucrase- und

Endolevanase-haltigen Extrakten (2-Stamm-System)

Da die Untersuchungen zu den Endolevanase-haltigen Extrakten (Kapitel 3.6.1 Perfomance
verschiedener Endolevanasen in Extrakt-basierten Assays) erneut die vorteilhaften, hydrolytischen
Eigenschaften und die hohe Umsatzgeschwindigkeit der Endolevanase LevB.ss bestatigen konnten,
wurde in einem nédchsten Schritt ein kombinierter Assay erstellt. In diesem sollte durch die simultane
Aktivitat von Extrakten der Stamme E. coli pASK5_levS1417 und E. coli pASK5_levB2286 in einem

einzelnen Reaktionsansatz Saccharose zu Levan-basierter FOS umgesetzt werden. Der
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Konzentrationsverlauf des beprobten Assays zeigt, dass die supplementierte Saccharose im innerhalb

von drei Stunden nahezu vollstandig umgesetzt werden konnte (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Quantitative Darstellung der Umsetzung von Saccharose durch den simultanen Einsatz von
LevS1417-haltigem und LevBazgs-haltigem Zellextrakt (2-Stamm-System). Die Extrakte wurden ausgehend von
den Stdmmen E. coli pASK5_levS1417 und E. coli pASK5_levB2286 generiert. Dargestellt sind die
diskontinuierlich detektierten Konzentrationen des Substrates Saccharose (A) sowie der Produkte Glukose (m)
und Fruktose (). Die Konzentration der produzierten FOS mit einem DP > 3 (V) ist in Fruktose-Aquivalenten
ausgedriickt. Die Detektion der Produkte erfolgte chromatographisch unter Verwendung der Aminex HPX-42A
Trennsdule (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland).

Durch die im Extrakt befindliche Levansucrase LevS1417 wurde die Konzentration des Disaccharids in
diesem Zeitraum von initialen 85,5 mM auf 8,1 mM reduziert, was einem relativen Umsatz von 90,5 %
entsprach. Die Glukose-Konzentration nahm uUber die gesamte Reaktion hinweg aquimolar zur
Saccharose-Umsetzung zu und lag zum Zeitpunkt der letzten Probennahme bei 87,4 mM. Der relative
Anteil an akkumulierter Fruktose lag nach sechs Stunden Inkubation bei 42,2 %. Der verhaltnismafig
hohe Anteil an freigesetzter Fruktose lasst sich durch die verhadltnisméaRig geringe
Ausgangskonzentration des Substrates Saccharose erklaren. Bei geringen Saccharose-Konzentrationen
Uberwiegt bei Levansucrasen die hydrolytische Aktivitat, da aufgrund fehlender Saccharose-Molekiile
Wasser als Akzeptor fur die Fruktosyl-Einheit des Fruktosyl-Enzym-Intermediates préferiert wird.
Steigt die Saccharose-Konzentration kommt es vermehrt zur Transfruktosylierung und der damit
verbundenen Ubertragung der Fruktosyl-Einheiten auf Saccharose oder die langer werdende
Fruktankette (Porras-Dominguez et al. 2015). Neben den Reaktionsprodukten Glukose und Fruktose
konnten mit Hilfe der Aminex HPX-42A Trennséule mehrere FOS mit einem DP > 3 detektiert werden.
Die Konzentration der Oligosaccharide erreichte nach drei Stunden Inkubation mit 48,4 mM ihr
Maximum. Die Effizienz der FOS Produktion lag unter Verwendung der beiden Rohzellextrakte somit
bei 56,6 %. Grundsatzlich bestatigte der chromatographische Nachweis die Funktionalitat der simultan

eingesetzt Zellextrakte.
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3.6.3 Produktion von Levan-FOS durch den Einsatz eines Levansucrase- und
Endolevanase-haltigen Extraktes (1-Stamm-System)

3.6.3.1 Konstruktion eines 1-Stamm-Systems zur heterologen Produktion von LevS1417
und LevB22ss

Um den Prozess der Extrakt-vermittelten Produktion Levan-basierter FOS zu vereinfachen, wurde ein
E. coli Stamm konstruiert, der zur simultanen Produktion der Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus
LMG 1417 und der Endolevanase LevBzzgs aus A. chroococcum DSM 2286 befahigt war. Als
Ausgangspunkt fur die Klonierung diente das Konstrukt pASK5_levB2286 welches durch die
Restriktionsendonuklease Mscl linearisiert wurde. Ausgehend vom Plasmid pASK5_levS1417 wurde
ein Fragment mittels Q5 Polymerase amplifiziert, welches das fiir die Levansucrase LevS1417
kodierende Gen sowie die regulatorischen Elemente des pASK-IBA5 Vektors (Promotor, Operator,
RBS, Terminator) enthielt. Durch die Auswahl der Oligonukleotid-Primer LevS/LevB-Assembly for
und LevS/LevB-Assembly rev wurde die amplifizierte Sequenz durch Uberhdnge erweitert, die
homolog zu den Enden des linearisierten Plasmids pASK5_levB2286 waren. Durch Verwendung des
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB; Frankfurt am Main, Deutschland) wurden das
linearisierte Plasmid und das amplifizierte PCR-Fragment zu einem zirkuldren Plasmid ligiert. Nach
Transformation des finalen Konstruktes pASK5_levS1417 levB2286 in E. coli NEB5-alpha und E. coli
BL21 wurde die Klonierung und Aufnahme des Plasmids mittels Kolonie-PCR verifiziert. Durch das
Primerpaar p5 levS1417 for und LevBass_ pASK5 rev konnte fur beide Stdmme eine Fragment

vervielfaltigt werden, welches der prognostizierten Grée von 3274 bp entsprach (Abbildung 43).

M 1 2

3000 bp -

2000 bp -
1500 bp -

1000 bp -

500 bp -

Abbildung 43: UV-Durchlicht-Aufnahme der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR zur Verifizierung der
Stdmme E. coli NEB5-alpha pASKS5_levS1417_levB2286 (1) und E. coli BL21 pASK5_levS1417_levB2286 (2).
Als Referenzmarker (M) wurde die Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt a.M.,
Deutschland) eingesetzt.

Ausgehend von den bestatigten Transformanten wurde Rohextrakt hergestellt, der die rekombinante

Levansucrase LevS1417 und Endolevanase LevB.2gs beinhalten sollte. Um die simultane Produktion der
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beiden Enzyme zu (berprufen, wurde ein Teil des hergestellten Extraktes mittels Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie aufgereinigt und fiir proteinbiochemische Nachweismethoden eingesetzt.
Wie die in Abbildung 44 dargestellte Visualisierung der elektrophoretisch aufgetrennten
Elutionsfraktion zeigt, konnten mit Hilfe des erstellten Plasmids (Abbildung 44A) in E. coli zwei

Proteine produziert werden, die eine starke Affinitat zur Strep-Tactin-Matrix aufwiesen.

A B M C M
100 kDa -
100 kDa - — 70 kD

o
—— S5kDa- e NN
40kDa -  w— 40 kDa -
35kDa- 35 kDa -
25 kDa - 25 kDa -
15 kDa - 15 kDa -

Abbildung 44: Plasmidkarte von pASK5_levS1417 levB2286 (A); AmpR, Ampicillin-Resistenzkassette; Tet,
Tetracyclin; Affinitatschromatographisch aufgereinigter Zellextrakt von E. coli BL21
pASK5_levS1417_levB2286, elektrophoretisch aufgetrennt durch SDS-PAGE und visualisiert durch
Silberfarbung (B) und Western Blotting (C). PageRuler™ Als Referenz wurde die Prestained Protein Ladder (M)
verwendet.

Zwei Proteinbanden wurden mittels Silberfarbung (Abbildung 44B) und Western Blotting (Abbildung
44C) generiert, die den vorhergesagten Molekulargewichten der Endolevanase (58,7 kDa) und der
Levansucrase (51,2 kDa) entsprachen.

3.6.3.2 Untersuchung des 1-Stamm-Systems zur Extrakt-basierten FOS-Produktion

Die Funktionalitat des hergestellten Extraktes wurde analog zum 2-Stamm-System (Kapitel 3.6.2
Produktion von Levan-FOS durch den Einsatz von Levansucrase- und Endolevanase-haltigen Extrakten
(2-Stamm-System)) Uberprift. Wie der Konzentrationsverlauf der chromatographisch nachgewiesen
Zucker in Abbildung 45 zeigt, konnten die Extrakte auf Basis von E. coli NEB5-alpha und E. coli BL21
die supplementierte Saccharose sehr schnell umsetzen. Die Funktionalitat der Levansucrase im 1-
Stamm-System konnte dadurch bestétigt werden. Der Extrakt auf Basis von E. coli NEB5-alpha
PASK5 levS1417 levB2286 reduzierte die Substratkonzentration innerhalb von 240 Minuten von 2,7
M auf 0,27 M, was einem relativen Umsatz von 90 % entsprach (Abbildung 45A). Die finale
Konzentration des unerwiinschten Hydrolyse-Produktes Fruktose belief sich nach der vierstiindigen
Inkubation auf 258,5 mM, was einem relativen Anteil von 10,6 % der aus der Saccharose freigesetzten
Fruktose-Einheiten gleichkam. Die simultane Aktivitat der rekombinanten Enzyme LevS1417 und

LevB22ss generierte eine Gesamt-Ausbeute an FOS mit einem DP > 3 von 2,77 M.
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Abbildung 45: Quantitative Darstellung der Umsetzung von Saccharose durch den Einsatz von LevS1417- und
LevBazgs-haltigem Zellextrakt (1-Stamm-System). Abgebildet sind die Reaktionskinetiken der Extrakte von E. coli
NEB5-alpha pASKS5 levS1417_levB2286 (A) und E. coli BL21 pASK5_levS1417_levB2286 (B). Die
diskontinuierliche Detektion des Substrates Saccharose (A) sowie der Produkte Glukose (m) und Fruktose (e)
erfolgte chromatographisch unter Verwendung der Aminex HPX-42A Trennsdule (Bio-Rad; Feldkirchen,
Deutschland). Die Konzentration der produzierten FOS mit einem DP > 3 (V) ist in Fruktose-Aquivalenten
ausgedriickt.

Der Extrakt auf Basis von E. coli BL21 pASK5_levS1417 levB2286 zeigte im direkten Vergleich zur
NEB5-alpha Mutante eine noch schnellere Umsetzung der Saccharose (Abbildung 45B). Im
entsprechenden Ansatz wurden 91,7 % des Substrates innerhalb von 160 Minuten umgesetzt. Der
freigesetzte Fruktose-Anteil lag zu diesem Zeitpunkt bei 12,4 %. Der Ertrag an FOS mit einem DP >3
erreichte nach drei Stunden mit 2,9 M sein Maximum. Bezogen auf das Reaktionsvolumen und das
Substrat Saccharose konnte der eingesetzte Extrakt eine Raum-Zeit-Ausbeute von 283,7 g Lt h?
erzielen. Die Raum-Zeit-Ausbeute des Extraktes aus Basis von E. coli NEB5-alpha belief sich auf 207,8
g L h. Einzig durch die Auswahl des Stammes konnte somit der Umsatz der Extrakt-basierter FOS

Produktion um 27,8 % gesteigert werden.

Um die Stabilitdt der rekombinanten Enzyme im produzierten Extrakt zu untersuchen und die
eingesetzte Extrakt-Menge zu minimieren, erfolgten weitere Assays, fir die der Extrakt-Anteil am
Reaktionsvolumen auf 3,3 ml L Reaktion beziehungsweise 6,6 ml L** Reaktion reduziert wurde. Die
Reduktion der Extrakt-Menge fiihrte erwartungsgemaf zu einer Verlangerung der Prozesszeit auf 27
Stunden (Abbildung 46A; Extrakt-Anteil: 6,6 ml L) und 55 Stunden (Abbildung 46B; Extrakt-Anteil:
3,3 ml LY. Innerhalb der Inkubationszeit wurde die Konzentration der supplementierten Saccharose
jeweils von 2,34 + 0,01 M auf 0,35+ 0,1 M und 2,49 + 0,04 M auf 0,26 + 0,1 M reduziert, was einem
relativen Umsatz von 85 % und 89,6 % entsprach. In Bezug auf das Reaktionsvolumen und das Substrat
Saccharose wurden Raum-Zeit-Ausbeuten von 25 g L! Reaktion beziehungsweise 13,9 g L Reaktion
ermittelt. Zum Zeitpunkt der letzten Probennahme wurden Fruktose-Konzentrationen von 177,39 mM

beziehungsweise 173,8 + 5,7 mM detektiert, was einem relativen Verlust von 8,7 % und 7,8 % entsprach.

83



3. Ergebnisse |

Die Ausbeute an FOS mit einem DP > 3 erreichte unter Verwendung von 6,6 ml Extrakt pro L

Reaktionsvolumen nach 27 Stunden Inkubation mit 2,05 + 0,07 M ein Maximum.
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T T
0 10 20 30

Stunden Stunden

Abbildung 46: Quantitative Darstellung der Umsetzung von Saccharose durch den Einsatz verringerter Mengen
von LevS1417- und LevBasss-haltigem Zellextrakt (1-Stamm-System). Abgebildet sind die Reaktionskinetiken
des Extraktes von E. coli BL21 pASK5_levS1417 levB2286. Die diskontinuierliche Detektion des Substrates
Saccharose (A) sowie der Produkte Glukose (m) und Fruktose (o) erfolgte chromatographisch unter Verwendung
der Aminex HPX-42A Trennséaule (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland). Die Konzentration der produzierten FOS
mit einem DP > 3 (V) ist in Fruktose-Aquivalenten ausgedriickt. Das Experiment wurde als technisches Triplikat
durchgefunhrt.

Bei verringertem Extrakt-VVolumen (3,3 ml Extrakt pro L Reaktion) wurde das Konzentrationsmaximum
der FOS mit einem DP > 3 nach 55 Stunden gemessen. Die Ausbeute lag in diesem Fall bei 2,07 + 0,06
M.

3.6.3.3 Up-Scaling der Extrakt-basierten Levan-FOS-Produktion

Um die Skalierbarkeit des entwickelten, Extrakt-basierten Systems zu untersuchen, erfolgte ein Up-
Scaling des beschriebenen Prozesses auf 500 ml. Dafiir wurde erneut Extrakt auf Basis des Stammes
E.coli BL21 pASK5_levS1417_levB2286 hergestellt und zu einer entsprechenden Prozessldsung
zugefuhrt. Nach dem Einleiten der enzymatischen Reaktion durch die Zugabe des Rohextrakts wurde
eine rapide Abnahme der Saccharose-Konzentration beobachtet (Abbildung 47). Innerhalb der 48-
stiindigen Inkubation wurde die Substrat-Konzentration von 809,6 + 1,3 auf 127 + 0,7 g L™ reduziert,
was einem relativen Umsatz von 84,3 % entsprach. Durch den optimierten, chromatographischen
Nachweis (Kapitel 3.4.2) konnten die HPLC-Analysen im Rahmen der Uberwachten Reaktion
offenbaren, dass das bi-enzymatische System FOS der Formel GF, und F, produzierte, wobei n den
Grad der polymerisierten intramolekularen Fruktosyl-Einheiten angibt. Mit finalen Ausbeuten von
105,8 + 1 und 78,5 + 4 g L waren 6-Kestose und 6-Nystose die am haufigsten vorkommenden
Fruktosylierungsprodukte der Reaktion. Die Gesamtausbeute von 3-2,6-FOS auf Basis des Akzeptors
6-Kestose betrug 199,9 + 8,4 g L. Dariiber hinaus wurden aus dem Trisaccharid 1-Kestose aufbauende

FOS mit einer kombinierten Ausheute von 91,8 + 56 g L' nachgewiesen. Durch den
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chromatographischen Vergleich mit den Inulin-FOS 1,1-Kestotetraose und 1,1,1-Kestopentaose wurde

ausgeschlossen, dass die von 1-Kestose abgeleiteten FOS 3-2,1-FOS waren.
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Abbildung 47: Up-Scaling der Extrakt-basierten FOS Produktion. Der Start der Reaktion, die im 500-ml-Maf3stab
durchgefuhrt wurde, erfolgte durch die Zugabe wvon Zellextrakt des Stammes E. coli BL21
pASKS5 levS1417 levB2286. Die diskontinuierliche Detektion des Substrates Saccharose (®) sowie der Produkte
Glukose (m), Fruktose (A), 6K-FOS (V¥), 1K-FOS (#) und L-FOS (o) erfolgte chromatographisch unter
Verwendung der Eurospher Il 100-3 NH2, 250 x 3 Aminophasen Trennséule (Knauer; Berlin, Deutschland). Das
Experiment wurde als Duplikat durchgefihrt.

Wahrscheinlich handelte es sich stattdessen um 1K-FOS, die Produkte des Fruktosyltransfers an
Position 6 des terminalen Fruktosylanteils der 1-Kestose darstellen und daher interne p3-2,6-verknupfte
Fruktosylanteile enthalten (Raga-Carbajal, Lopez-Munguia, Alvarez, & Olvera, 2018). L-FOS ohne
terminale Glukose-Einheiten wurden mit einer kombinierten Ausbeute von 57,6 + 3,2 g L*
nachgewiesen, was die Funktionalitit der Endolevanase im skalierbaren Prozess belegte. Die Aktivitat
von LevBasgs bewirkte zusatzlich, dass die Viskositat der Prozessldsung nicht zunahm, was ein
Downstream-Processing drastisch erleichtern konnte. Am Ende der 48-stlindigen Inkubation betrug die
Ausbeute an FOS mit internen R-2,6-Fructosylresten 319,9 + 16,6 g L™*.Von den aus dem Substrat
Saccharose freigesetzten Fruktose-Einheiten wurden zu diesem Zeitpunkt nur 15,9 + 2,5 g L' in Form

von freier Fruktose detektiert. Dies entsprach einem relativen Verlust von 5,2 %.

3.6.4 Optimierung der Extrakt-basierten FOS-Produktion

Ein essentieller Faktor fiir eine groRtechnische Produktion von Fruktooligosacchariden ist die moglichst
hohe Produktion der rekombinanten Proteine, um die Raum-Zeit-Ausbeuten eines entsprechenden
Produktionsprozesses zu maximieren. Obwohl die heterologe Produktion auf Basis des kommerziellen
pASK-IBAS5 Vektors bereits hohe Ausbeuten an rekombinantem Protein erzielte, sollte die Extrakt-
Produktion weiter optimiert werden. Sowohl die Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 als auch die

Endolevanase aus A. chroococcum DSM 2286 lieRen sich Plasmid-vermittelt effizient in E. coli
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produzieren. Durch Transformation des Plasmides in E. coli BL21 konnte die Raum-Zeit-Ausbeute der
Produktion deutlich gesteigert werden (Abbildung 45). Eine nahere Untersuchung der regulatorischen
Elemente des pASK-IBA5 Vektors offenbarte jedoch weitere Optimierungsmaglichkeiten. So wich die
Sequenz der Vektor-kodierten Ribosomen-Bindestelle (RBS) deutlich von Sequenzen ab, die
nachweislich eine starke Translationsinitiation vermitteln. In der Regel zeichnet sich der Bereich
stromaufwaérts des Start-Codons durch eine Adenosin- und Guanin-reiche Sequenz aus, die durch einen
Spacer von 5-8 Nukleotiden vom Start-Codon getrennt wird. Die Studie von Ringquist et al. konnte
beweisen, dass die RBS-Sequenz ,,AGGAGG*, die Uber acht Adenosin-Nukleotide vom Start-Codon
getrennt wird, maximale Ausbeuten der B-Glukosidase LacZ in E. coli vermittelt (Ringquist et al. 1992).
In dem in Abbildung 48 markierten roten Bereich, der beispielhaft die 5-UTR des pASK-IBAS Vektors
zeigt, konnte solch eine Sequenz nicht identifiziert werden.

AAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCGCCGAG

TTTTTAGATCTATTGCTCCCGTTTTTTACCGATCGACCTCGGTGGGCGTCAAGCTTTTTCCGCGGCTC

1 \ 5 L ! L | 10 1
_ Met Ala Ser Trp Ser His Pro GIn Phe Glu Lys Gly Ala Glu
\ Strep-Tag II >

Abbildung 48: Ausschnitt des kommerziellen pASK-IBA5-Vektors mit markierter RBS- und Spacer-Region (rot).

Um die Ausbeuten der Plasmid-vermittelten Protein-Produktionen in E. coli zu steigern, wurden daher
die RBS- und Spacer-Bereiche der Plasmide pASK5_levS1417 und pASK5_levB2286 durch gerichtete
Mutagenese modifiziert. Die Mutagenese erfolgte durch Verwendung des Q5SDM-Kits der Firma NEB
(Frankfurt a. M., Deutschland) unter Verwendung des Primer-Paars pASK5_ optRBS for und
pASK5_optRBS_rev. Da die Primer nicht mit dem inserierten DNA-Fragment, sondern ausschlief3lich
mit Vektorbereichen hybridisierten, konnten die Mutagenese-Primer fiir beide Plasmide genutzt werden.
Nach Abschluss des Mutagenese-Protokolls und anschlieBender Transformation der modifizierten

Plasmide in E. coli NEB5-alpha, wurden entsprechende Transformanten durch Kolonie-PCR verifiziert.
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Alt ATAACGAGEGCAAAAAATG‘GCTA
Neu GAAGGAGGIAAAAAAAAATGIGCTA

Abbildung 49: UV-Durchlicht-Aufnahme der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR (A) zur Verifizierung
der Stdmme E. coli NEB5-alpha pASK5_optRBS_levB2286 oSP (1) und E. coli NEB5-alpha
pASK5_optRBS_levS1417 (2) und Vergleich (B) der optimierten RBS-Sequenz mit dem originalen RBS-Bereich
des pASK-IBA5-Vektors (IBA GmbH; Géttingen, Deutschland). Dargestellt sind die RBS (Griin), der Spacer
(Blau) sowie das Start-Codon (Rot). Als Referenzmarker (M) fiir die Gelelektrophorese wurde die Quick-Load®
Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland) eingesetzt.

Durch Verwendung des Primer-Paars pASK_for und pASK rev konnten in entsprechenden Klonen
Fragmente amplifiziert werden, die den prognostizierten Grélen von 1803 bp
(pPASK5_0optRBS_levB2286) und 1586 bp (pASK5_optRBS _1evS1417) entsprachen (Abbildung 49A).
Mittels Sequenzierung konnte in den entsprechenden Klonen das VVorhandensein der modifizierten RBS
nachgewiesen werden (Abbildung 49B). Die bestétigten E. coli NEB5-alpha-Transformanten wurden
analog zu den Stammen ohne optimierter RBS fur die Produktion der rekombinanten Enzyme LevS1417
und LevBazgs eingesetzt. Nach affinitatschromatographischer Aufreinigung der Strep-Tag gekoppelten
Proteine aus den Zellextrakten wurden die Proteinkonzentrationen in den Elutionsfraktionen nach
Bradford bestimmt und verglichen (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Relative Proteinausbeuten von nativen pASK5-Derivaten und Derivaten mit optimierter
Ribosomenbindestelle. Die Plasmid-vermittelte Produktion der Levansucrase LevS1417 und der Endolevanase
LevB22ss erfolgte in E. coli NEB5-alpha. Die Quantifizierung der Proteinausbeuten erfolgte nach Bradford im
Anschluss an die affinitdtschromatographische Aufreinigung der rekombinanten Proteine aus dem Zellextrakt.

Die Modifikation der RBS in den pASK5-Derivaten pASK5_levS1417 und pASKS5 levB2286 fiihrte zu
deutlich hoéheren Proteinausbeuten bei den entsprechenden Produktionen. Unter Verwendung der
optimierten RBS konnte der Ertrag an rekombinanter Levansucrase um den Faktor 2,5 von 4,1 mg auf
10,1 mg pro L Kultur gesteigert werden. Der Effekt der Optimierung war im Fall des Endolevanase-
kodierenden Konstruktes nochmals grofer. Dort wurde der Ertrag an rekombinantem Protein durch die
Modifikation der RBS um den Faktor 4 von 3,6 mg auf 14,3 mg pro L Kultur erhéht.

3.6.5 Integration der Levansucrase- und Endolevanase-kodierenden Gene in das
Genom von E. coli BW25113

Neben der Plasmid-vermittelten Produktion von rekombinanten Proteinen konnte sich in industriellen
Verfahren auch die genomische Integration von codierenden Nukleotidsequenzen etablieren. Die
genomische Integration gewahrleistet eine stabile Expression entsprechender Gene ohne die Zugabe von
Antibiotika zur Aufrechterhaltung der Plasmid-Stabilitat. Durch die Verwendung eines konstitutiven
Promotors kann zusatzlich die Zugabe von Induktoren wie IPTG oder AHT umgangen werden. Um
diese Vorteile fur die entwickelte Extrakt-basierte FOS-Produktion anzuwenden, sollte eine genomische
Integration der Levansucrase- und Endolevanase-kodierenden Gene in das Genom von E. coli BW25113
erfolgen. Die Integration der Gene levS1417 und levB2286 in das Genom von E. coli BW25113 wurde

durch die von Bassalo et al. etablierte Methode auf Basis von CRISPR-Cas9 durchgeftihrt (Bassalo et
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al. 2016). Unter Verwendung des Plasmids pSS9 fiihrt diese Methode zur Integration des GFP-Gens in
den SS9-Lokus im Genom von E. coli BW25113. Fur die beabsichtige Integration sollte zunéchst die
fir GFP kodierende Nukleotidsequenz durch die Gene levS1417 und levB2286 substituiert werden.
Zeitgleich erfolgte die Co-Transformation der Plasmide pX2_Cas9 und pSIM5 in E. coli BW25113
mittels Elektroporation. Wie Abbildung 51A zeigt, konnte mittels Kolonie-PCR die Aufnahme der
Basis-Plasmide pX2_Cas9 und pSIM5 durch E. coli BW25113 verifiziert werden. Unter Verwendung
der Primer-Paare pX2_screen_f und pX2_screen_r sowie pSIM5_screen_f und pSIM_screen_r wurden
fir einen Klon in den durchgefiihrten Screenings zwei Banden generiert. Diese entsprachen den
prognostizierten Gréflen von 1335 bp (pX2_Cas9) und 1041 bp (pSIM5). Die parallel durchgefiihrte
Substitution des GFP-Gens gelang nur fur das Gen levS1417. Die im Anschluss an die Transformation
des Konstruktes pSS9_optRBS_levS1417 durchgefiihrte Kolonie-PCR fiihrte zur Amplifizierung eines
Fragmentes, welches der prognostizierten GroRe von 3273 bp entsprach (Abbildung 51B).

A B M 3
3000 bp - 3000 bp -
2000 bp - 2000 bp -
1500 bp - 1500 bp -
1000 bp - 1000 bp -
500 bp - 500 bp -

Abbildung 51: UV-Durchlicht-Aufnahme der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR zur Verifizierung der
Stamme E. coli BW25113 pX2_Cas9 / pSIM5 (A) und E. coli NEB5-alpha pSS9_optRBS_levS1417 (B). Der
erstgenannte Stamm wurde durch zwei separate PCR-Reaktionen auf das VVorhandensein der Plasmide pX2_Cas9
(Lane 1) und pSIMS5 (Lane 2) gescreent. Als Referenzmarker (M) wurde die Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder
von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland) eingesetzt.

Im Falle der levB2286-Substitution konnten auch unter Anwendung alternativer Klonierungsstrategien

keine positiven Transformanten generiert werden.

Durch eine zweite Co-Transformation sollte dann durch die simultane Elektroporation der Plasmide
SS9 RNA und pSS9_optRBS_levS1417 die Cas9-Maschinerie komplettiert und ein Doppelstrangbruch
im SS9-Lokus des Transformanten-Genoms induziert werden. Nachweislich ermdglicht dieser Lokus
eine starke Expression kodiererender DNA-Sequenzen (Bassalo et al. 2016). Durch die Rekombinase-
vermittelte Reparatur des DNA-Bruchs und die damit verbundene Insertion des Gens levS1417 sowie
der optimierten regulatorischen Elemente, sollte die finale, genomische Integrationsmutante generiert
werden. Nach Durchfiihrung des Integrationsprotokolls (Kapitel 2.4.10 Genomische Integration in E.

coli BW 25113) wurden Kolonien, die auf selektiven LBamp-Platten wuchsen, durch das Primer-Paar
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SS9 _genomic_for und SS9_genomic_rev auf die Insertion der gewinschten Sequenz Uberpriift
(Abbildung 52).

M - Klone 1 -12

3000 bp -

2000 bp -
1500 bp -

1000 bp -

Abbildung 52: UV-Durchlicht-Aufnahme der elektrophoretisch aufgetrennten Kolonie-PCR zur Verifizierung des
Stammes E. coli BW25113 SS9::1evS1417. Als Referenzmarker (M) wurde die Quick-Load® Purple 1 kb DNA
Ladder von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland) eingesetzt.

Wie die UV-Durchlicht-Aufnahme der aufgetrennten Kolonie-PCR-Fragmente zeigt, wurde bei sechs
der zwolf gepickten Klone die prognostizierte BandengréRe von 2547 bp erzeugt. Mit einer Effizienz
von 50 % konnte somit die fur die Levansucrase LevS1417 kodierende Nukleotidsequenz zusammen
mit der optimierten RBS-/Spacer-Region in den SS9-Lokus von E. coli BW25113 integriert werden.
Die Funktionalitdt der Genom-Integrante wurde ebenfalls durch Verwendung von Roh-Zellextrakt
getestet. Dabei zeigte sich im direkten Vergleich mit dem Plasmid-tragenden Stamm E. coli BL21
pASK5_optRBS_levS1417 ebenfalls eine Zunahme der Viskositdt der angesetzten Reaktionsldsung,
was auf die Produktion von polymerem Levan hindeutete (nicht dargestellt). Die Viskosititserhdhung
verlief jedoch deutlich langsamer als beim Plasmid-basierten Extrakt, was sich durch die geringere
MRNA-Zahl begriindet l&sst, die bei der Integration von codierenden Nukleotid-Sequenzen in das
Genom von Bakterien erzeugt wird. Trotz der geringeren Aktivitdt des Extraktes wurde die
Funktionalitdt der Genom-Integrante bestétigt, sodass multiple Integrationen der Levansucrase-

codierenden DNA vergleichbare Aktivitaten zu den Plasmid-basierten System erzielen kdnnten.
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4. Diskussion

Das prébiotische Konzept, dass im Jahre 1995 durch Glenn R. Gibson und Marcel B. Roberfroid
eingefuhrt wurde (Gibson & Roberfroid 1995), ist fundamental fir das Verstandnis der humanen
Mikrobiota. Die Mdglichkeit, die Zusammensetzung mikrobieller Populationen in Kompartimenten wie
dem Darm oder der Haut gezielt zu modulieren, gewahrt zahlreiche Ansatzpunkte zur VVerbesserung der
menschlichen Gesundheit. Die selektive Manipulation der Mikrobiota kann daruber hinaus fir
therapeutische Zwecke eingesetzt werden, um zahlreiche Krankheiten zu behandeln (Markowiak &
Slizewska 2017). Innerhalb der vergangenen 25 Jahre wurde das prébiotische Konzept stetig
weiterentwickelt, da der technische Fortschritt im Bereich der Hochdurchsatz-Sequenzierung neue
Erkenntnisse Uber die Zusammensetzung der humanen Mikrobiota ermdglichte. Zuséatzlich trug dieser
Fortschritt auch zur Identifikation neuer Substanzen bei, die die Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota vorteilhaft modulieren kénnen. Zu diesen Substanzen z&hlen auch das B-2,6-glykosidisch

verknupfte Fruktan-Polymer Levan sowie Levan-basierte Fruktooligosaccharide.

Strikte Kriterien mussen erflllt werden, damit eine Verbindung als Prébiotikum klassifiziert werden
darf (Gibson et al. 2017), was dazu gefiihrt hat, dass nur eine enge Auswahl nicht verdaulicher
Lebensmittelbestandteile diesen Status bis dato erreichen konnte. Eine Evaluierung neuartiger,
prabiotischer Kandidaten gestaltet sich aufgrund fehlender Produktionsprozesse und der damit
einhergehenden geringen oder nicht vorhandenen kommerziellen Verfugbarkeit schwierig. Das
Interesse an ertragreichen, Zeit- und Kostenginstigen Produktionsstrategien flr prébiotische Substanzen

ist daher grof3.

In dieser Arbeit sollte daher ein effizientes Verfahren zur Produktion Levan-basierter

Fruktooligosaccharide entwickelt werden.

4.1 ldentifizierung eines geeigneten Levan-Produzenten

Wie im einleitenden Teil dieser Arbeit erwahnt wurde, wird der prabiotische Markt durch Inulin und
Inulin-basierte FOS dominiert. Im Jahr 2015 wurden 38,1 % des weltweit erzielten Prabiotika-
Marktumsatzes durch den Verkauf von Fruktanen des Inulin-Typs erwirtschaftet (Balthazar et al. 2016).
Die Aufreinigung B-2,1-glykosidisch verknupfter Fruktane aus pflanzlichem Material unterliegt jedoch
gewissen Limitierungen, die sich negativ auf die Produktstabilitdt auswirken. Faktoren wie Anbau,
Erntezeitpunkt und Lagerbedingungen nach der Ernte fihren zu einer hohen Variabilitat im DP von
pflanzlich extrahiertem Inulin (Cabezas et al. 2002; Saengthongpinit & Sajjaanantakul 2005; Li et al.
2015b). Diese Variabilitat wirkt sich auch auf die angesprochene Modulation der humanen Mikrobiota
aus, da die Kettenlange prabiotischer Inulin-Préparationen groflen Einfluss darauf nimmt, welche
Mikroorganismen selektiv in ihrem Wachstum geférdert werden (Gibson & Wang 1994; Roberfroid et
al. 1998; Rossi et al. 2005; Van De Wiele et al. 2007). In kontinuierlichen Kultivierungsexperimenten

zeigte sich bei der Zugabe von Inulin-basierten Oligofruktosen ein bifidogener Effekt, nicht aber bei der
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Supplementation von Glukose oder langkettigem Inulin (Gibson & Wang 1994). Roberfroid et al.
bestétigten die Tendenz, dass kurzkettige FOS das Wachstum von Bifidobakterien starker fordert als
langkettiges Inulin. Die Autoren verifizierten zusatzlich, dass Bifidobakterien schneller auf FOS
wachsen als andere, représentative Vertreter der intestinalen Mikrobiota (Roberfroid et al. 1998). Eines
der wohl umfassendsten Screenings zur Evaluation des bifidogenen Effekts von Inulin-Fruktanen wurde
von Rossi et al. durchgefuihrt. Die Wissenschaftler kultivierten tber 50 Bifidobacterium Stdmme auf
Inulin-FOS und polymerem Inulin und zeigten, dass nahezu alle Stamme auf FOS, nicht aber auf
polymerem Inulin Wachstum zeigten (Rossi et al. 2005). Kontrare Ergebnisse lieferten van de Wiele et
al., die die prébiotische Wirkung von Inulin-Praparaten unter Verwendung des SHIME (Simulator of
the Human Intestinal Microbial Ecosystem) untersuchten. Der SHIME ist eines der wenigen
Darmmodelle, das den gesamten Gastrointestinaltrakt inklusive Magen, Dunndarm und verschiedenen
Dickdarmregionen nachahmt (van de Wiele et al. 2015). Die Forscher deckten auf, dass im SHIME
durch Inulin-Zugabe die Konzentration an SCFAs und die Zahl an Bifidobakterien starker zunahm als
durch Zugabe von Oligofruktose (Van De Wiele et al. 2007). Zusétzlich resultierte der Oligofruktose-
Feed in einer erhdhten Ammonium-Konzentration, was auf proteolytische Bedingungen im SHIME
hindeutet, die wiederum die Tumorgenese fordern kénnen (Ichikawa & Sakata 1998). Die erwahnten
Publikationen unterstreichen die Bedeutung des Polymerisierungsgrades flr den prabiotischen Effekt
entsprechender Fruktan-Préparationen und deuten zugleich daraufhin, dass weitere Untersuchungen
notwendig sind, um den Einfluss der Kettenlange auf gesundheitsfordernde Bakterien im menschlichen

Darm einzuordnen.

Alternative Produktionsstrategien auf Basis mikrobieller Prozesse kénnten in diesem Zusammenhang
ein einheitliches Produktspektrum mit definierten Kettenlangen gewahrleisten. Im Gegensatz zu
agrarwirtschaftlichen Prozessen bieten biotechnologische Prozesse kontrollierbarere Bedingungen und
werden nicht von abiotischen Faktoren beeinflusst. Diese Vorteile werden bereits genutzt, um Inulin-
FOS in industriellem Malstab mit Hilfe mikrobieller Fruktosyl-Transferasen zu produzieren (Nobre et
al. 2015).

4.1.1 Gluconobacter sp. — Plattform fiir die Levanproduktion

Die Produktion des extrazelluldren Polysaccharids Levan konnte innerhalb des prokaryotischen Reichs
bei Vertretern zahlreicher Gattungen beobachtet werden. Prominente Beispiele gram-positiver Levan-
Produzenten sind Arten der Gattungen Bacillus (Shih et al. 2010; Dos Santos et al. 2013; Zhang et al.
2014; Abou-taleb et al. 2015; Kekez et al. 2015) und Paenibacillus (Han & Clarke 1990; Liu et al. 2012;
Liang & Wang 2015). Die Synthese von Levan, die auch in gram-positiven Milchsaurebakterien der
Gattungen Streptococcus, Leuconostoc und Lactobacillus beobachten werden konnte, (Rathsam &
Jacques 1998; Van Geel-Schutten et al. 1999; Olvera et al. 2007), wird auch von gram-negativen
Mikroorganismen ausgeflhrt. Essigsdurebakterien der Gattungen Gluconacetobacter (Hernandez et al.
1999; Kornmann et al. 2003; Molinari & Boiardi 2013) und Gluconobacter (Jakob et al. 2012; Ua-Arak
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et al. 2017), der halophile Organismus Halomonas sp. (Poli et al. 2009; Poli et al. 2013) sowie
Zymomonas mobilis (Dawes et al. 1966; Calazans et al. 2000; Bekers et al. 2002) konnten als Levan-

Produzenten identifiziert werden.

In seiner Doktorarbeit machte Dr. Konrad Kosciow die Beobachtung, dass das Essigsaurebakterium
G. japonicus LMG 1417 auf Saccharose-haltigen Agarplatten eine extrem schleimige Kolonien-
Morphologie ausbildete (Kosciow, 2017). Diese Beobachtung, die auf die Produktion des
extrazelluldren Polysaccharids Levan hindeutete, diente als Ansatzpunkt fur die vorliegende
Dissertation, in der eine effiziente Produktionsstrategie fir Levan-basierte FOS entwickelt werden
sollte.

Zusétzlich zu dem untersuchten Organismus G. japonicus LMG 1417 (Kosciow 2017) wurden in dieser
Arbeit funf weitere Vertreter der Gattung Gluconobacter auf die Produktion des vielversprechenden
Polysaccharids Levan gescreent (Kapitel 3.1). Die Produktion von extrazellularen Polysacchariden dient
zahlreichen Mikroorganismen als Schutzmechanismus, um sich gegen umweltbedingte Stressfaktoren
wie Austrocknung oder osmotischen Druck zu schiitzen (Veldzquez-Hernandez et al. 2011). Ferner
kénnen EPS als Néahrstoffspeicher assimiliert werden, die Ausbildung von Biofilmen unterstitzen oder
als Virulenzfaktor wahrend der Kolonisierung eines Wirtsorganismus dienen (Velazquez-Hernandez et
al. 2009). Insgesamt drei der sechs untersuchten Organismen zeigten auf Saccharose-haltigen
Agarplatten die Ausbildung schleimiger Kolonien, was auf die Produktion eines EPS hindeutete
(Abbildung 4). Die extreme Mucus-Produktion durch G. japonicus LMG 1417, die von Dr. Kosciow
beobachtet wurde, konnte in dieser Arbeit reproduziert werden. Zwecks Identifizierung des gebildeten
EPS, wurde aus Kulturiiberstand von G. japonicus LMG 1417 isoliertes Prazipitat mittels *C-NMR-
und FTIR-Spektroskopie analysiert. Beide Verfahren konnten bestétigen, dass es sich bei dem Prazipitat
um das B-2,6-glykosidisch verkniipfte Fruktan-Polymer Levan handelte (Kapitel 3.1.2). Der interne
Vergleich mit dem kommerziellen Levan-Standard, der mit Hilfe von E. herbicola produziert wurde,
zeigte, dass die Fruktan-Praparationen in beiden analytischen Verfahren nahezu identische
Verschiebungen erzeugten. Darliber hinaus konnte der Vergleich der detektierten *C-NMR-
Verschiebungen mit Literaturwerten die Produktion von Levan durch G. japonicus LMG 1417
zusétzlich verifizieren. Eine valide Datengrundlage lieferte in diesem Zusammenhang die Publikation
von Jakob et al. (2013). Die Forscher der Technischen Universitat Miinchen unterzogen insgesamt vier
Fruktane, die wvon verschiedenen Essigsdurebakterien produziert wurden, einer detaillierten,
strukturellen Analyse. Ein Vergleich mit den von Jakob et al. generierten 3C-NMR-Verschiebungen
untermauerte den Befund, dass es sich bei dem durch G. japonicus LMG 1417 produzierten EPS um
Levan handelte (Tabelle 27). Neben den insgesamt sechs Resonanzsignalen, die den sechs Kohlenstoff-
Atomen der monomeren Levan-Untereinheit Fruktose zugeordnet werden konnten, wurden in der *C-
NMR-Analyse zwei weitere Signale erzeugt. Durch einen Literaturvergleich wurden diese Signale als
Ethanol identifiziert, was auf eine unvollstandige Trocknung des prazipitierten Materials hindeutete

(Gottlieb et al. 1997). Die Methode der Lufttrocknung erwies sich daher als ungeeignet flr die
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Aufbereitung des ausgefallten Polymers. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde ausgefélltes Material
daher zunéchst in H,O, aufgenommen, dialysiert, bei -80 °C weggefroren und mittels Lyophilisation
gefriergetrocknet. Dieses Verfahren, dass sich das physikalische Prinzip der Sublimation zu Nutze
macht, eignet sich im Labormafstab ideal flr die vollstandige Trocknung sensibler Substanzen (Arndt
2017). Daflr wird tiefgefrorenes Material einem Vakuum ausgesetzt, wodurch das im Produkt
enthaltene Wasser unter dem Gefrierpunkt sublimiert. Der hohe Dampfdruck von Wasser im gefrorenen
Aggregatszustand ermdglicht den direkten Ubergang in den gasformigen Aggregatszustand. Durch die

zusétzliche Zufuhr von Wérme kann der Wassergehalt im Lyophilisat auf bis zu 1 % gesenkt werden.

Neben der 3C-NMR-Spektroskopie wurde auch die FTIR-Spektroskopie fir die Identifizierung des
durch G. japonicus LMG 1417 produzierten EPS eingesetzt. Dieses Verfahren beruht auf dem
physikalischen Phdnomen, dass die meisten Molekiile Licht im infraroten Bereich des
elektromagnetischen Spektrums absorbieren und die absorbierte Energie in Molekilschwingungen
umwandeln (Dutta 2017). Substanzspezifisch wird so ein einzigartiger, molekularer Fingerabdruck
generiert, der die Identifizierung unbekannter Verbindungen erméglicht. Ahnlich wie bei der **C-NMR-
Analytik zeigten die FTIR-Verschiebungen des durch G. japonicus LMG 1417 produzierten EPS hohe
Ubereinstimmungen zu den Verschiebungen des Referenz-Levans aus E. herbicola (Abbildung 6).
Dieses Verfahren konnte somit die Ergebnisse der *C-NMR-Analysen untermauern. Im direkten
Vergleich mit den Daten von Barone und Medynets (2007) zeigten sich geringe Abweichungen zu den
Verschiebungen der ,,Carbohydrate-Fingerprint“-Region. In dem Bereich zwischen 800 — 1400 cm™
erzeugen Kohlenhydrate ein Struktur-spezifisches Signalmuster, bei dem die Position und die Intensitat
der Signale von Substanz zu Substanz variiert (Filippov 1992). Die Abweichungen im direkten
Vergleich mit Barone und Medynets (2007) kdnnten darin begriindet sein, dass die Wissenschaftler kein
gereinigtes Levan flr ihre Messungen eingesetzt haben, sondern verschiedene Gemische aus Levan und
Glycerin. Glycerin erzeugt im angesprochenen Bereich zwischen 800 — 1400 cm™ ebenfalls
Resonanzsignale, was eine Bestimmung der Levan-Verschiebungen erschwert (Danish et al. 2017).
Zusammengefasst lieferten die analytischen Verfahren einen validen Nachweis dafir, dass G. japonicus
LMG 1417 Levan als EPS produziert. Damit reiht sich der Organismus ein in eine Reihe von Vertretern
der Gattung Gluconobacter, fur die ein analytischer Nachweis der Levan-Produktion erbracht werden
konnte (Elisashvili 1980; Jakob et al. 2012; Semjonovs et al. 2016).

4.1.2 Charakterisierung der rekombinanten Levansucrase LevS1417

Nachdem G. japonicus LMG 1417 als Levan-Produzent verifiziert wurde, konnten bioinformatische
Untersuchungen ein Gen (GenBank-Eintrag: AD937_13255) im Genom des untersuchten Stammes
identifizieren, dessen Genprodukt wahrscheinlich die Synthese des B-2,6-glykosidischen Fruktan-
Polymers katalysiert. Laut Annotation kodiert das Gen AD937_13255 fiir eine nicht naher spezifizierte
Sucrase. In der Vorbereitung auf die Klonierung des Sucrase-kodierenden Gens wurden verschiedene

Browser-basierte Tools eingesetzt, um Proteinfunktionen und -eigenschaften aus den vorhandenen

95



4. Diskussion |

Sequenzdaten abzuleiten. Der Fokus lag dabei besonders auf der Identifizierung potenzieller
Signalsequenzen, die fir eine heterologe Produktion in E. coli hinderlich sein kdnnen. Keines der in
diesem Zusammenhang verwendeten Tools (SignalP-5.0, TatP 1.0, Phobius, TMHMM 2.0) konnte ein
Signalpeptid in der entsprechenden Aminosdure-Sequenz aufklaren. Dies erschien zunéchst
verwunderlich, da sich eine zytoplasmatische oder periplasmatische Lokalisation von Levansucrasen in
Anwesenheit von Saccharose letal auf den Organismus auswirkt. Aus diesem Grund wird die
Levansucrase SacB aus B. subtilis als Selektionsmarker in genetischen Systemen eingesetzt (Blomfield
etal. 1991).

4.1.2.1 Phylogenetische Unterteilung von Levansucrasen in Essigsaurebakterien

Sequenz-Analysen konnten aufdecken, dass Levansucrasen von Essigsdurebakterien in zwei
phylogenetische Klassen eingeteilt werden kdnnen. Demnach sind Enzyme der Gattungen Acetobacter,
Kozakia und Gluconobacter (Typ-1-Levansucrasen) phylogenetisch eng verwandt mit der Levansucrase
aus Zymomonas mobilis (a-Proteobakterium, Familie Sphingomonadaceae) und Levansucrasen aus y-
Proteobakterien wie Pseudomonas syringae und Erwinia amylovora (Jakob et al. 2019). Im Gegensatz
dazu weisen die Enzyme der Gattungen Gluconacetobacter und Asaia (Typ-2-Levansucrasen) hohe
phylogenetische Ubereinstimmung zur Levansucrase aus Beijerinckia indica (a-Proteobacterium,
Familie Beijerinckiaceae) und Levansucrasen der Gattungen Burkholderia, Paraburkholderia (j-
Proteobakterien, Familie Bulkholderiaceae) und Azotobacter (y-Proteobakterium, Familie
Pseudomonadaceae) auf. Der Sekretionsmechanismus von Typ-2-Levansucrasen, wie der Levansucrase
LsdA aus G. diazotrophicus SRT4 konnte nahezu vollstandig aufgeklart werden. Diese verfugt tber ein
N-terminales Signalpeptid, bestehend aus 30 Aminoséduren (Hernandez et al. 1999), welches mit Hilfe
der oben gelisteten Tools unproblematisch identifiziert werden kann. Wahrend der Translokation des
Proteins in den periplasmatischen Raum wird das Signalpeptid durch eine spezifische Signal-Peptidase
abgetrennt und das N-terminale Glutamin in ein zyklisches Pyroglutamat umgewandelt. Dieses schiitzt
das Polypeptid vor N-terminalem proteolytischem Abbau. In einem zweiten Schritt wird das gefaltete

Protein mit Hilfe der Typ-11-Sekretionsmaschinerie durch die &ulRere Zellmembran transportiert.

Anders als die beschriebenen Typ-11-Levansucrasen verfiigen bisher untersuchte Levansucrasen des Typ
I, zu denen auch die in dieser Arbeit untersuchte Levansucrase zugeordnet werden kann, (ber keine
bekannten Signalmotive. Es wird daher vermutet, dass diese Proteine ohne jegliche Form der
proteolytischen Modifikation in den extrazelluldren Raum entlassen werden (Jakob et al. 2019). Die
Sekretionsmaschinerie, die die Signalpeptid-unabhéngige Translokation der Typ-l-Levansucrasen
vermittelt, konnte bis dato weder in Essigsaurebakterien noch in den beschriebenen Gattungen

Pseudomonas oder Erwinia identifiziert werden.

Auf Grundlage der bioinformatischen Analysen wurde fir die Klonierung des pASKS5-
Uberexpressionsplasmids daher die gesamte Nukleotidsequenz des Gens (GenBank-Eintrag:

AD937_13255) amplifiziert und in den Vektor eingebracht. Die Klonierung sowie die Transformation
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des Plasmids pASK5_levS1417 konnte durch Kolonie-PCR der generierten Transformanten bestatigt
werden (Abbildung 7). Das Protein lief? sich mit einem Ertrag von 11,5 mg pro L E. coli Kultur effizient
heterolog produzieren. In der Literatur existiert lediglich ein einzige Publikation, in der eine
Levansucrase aus der Gattung Gluconobacter heterolog in E. coli produziert wurde (Jakob et al. 2012).
Jakob et al. nutzen flr die heterologe Produktion in E. coli Top10 den Vektor der pBADMycHis-Serie
(Thermo Fisher Scientific; Schwerte, Deutschland) und konnten aktives, rekombinantes Protein
produzieren. Dieser Nachweis erfolgte makroskopisch auf Basis der beobachteten Schleimproduktion,
die von transformierten E. coli Zellen ausging. Da keine Aufreinigung der Hiss-getaggten Proteine
erfolgte, kann an dieser Stelle kein Vergleich (ber die Effizienz der verwendeten Expressionssysteme
getatigt werden. In dieser Arbeit wurde somit erstmals eine Levansucrase aus der Gattung
Gluconobacter nach heterologer Produktion in E. coli aufgereinigt und die rekombinante

Proteinausbeute quantifiziert.

Die enzymatische Charakterisierung der Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417
offenbarte eine typische Anpassung des extrazellularen Proteins an bevorzugte Lebensrdume dieser
Gattung. Gluconobacter gedeiht in zuckerreichen Habitaten wie beispielsweise in oder auf Bliiten und
Fruchten (Blackwood et al. 1969; Ameyama 1975; Passmore & Carr 1975) und konnte zusatzlich von
Insekten isoliert werden, die als Ubertrager von Essigsaurebakterien angesehen werden kénnen (Crotti
et al. 2010). Die optimalen Wachstumsbedingungen von Gluconobacter sp., die bei Temperaturen
zwischen 25 — 30 °C und einem pH von 5,5 — 6 liegen, spiegeln die Bedingungen in den beschriebenen
Habitaten wieder (Gupta et al. 2001). Der optimale pH-Wert von 5, der fur die Levansucrase LevS1417
nachgewiesen wurde, impliziert eine ideale Anpassung an den bevorzugten Lebensraum. Das wohl
bedeutendste Merkmal der rekombinanten Levansucrase sind die kinetischen Parameter, die durch die
Erstellung einer Michaelis-Menten-Kinetik aufgedeckt wurden (Abbildung 10). So zeigte das Enzym
unter physiologischen Bedingungen eine auf3erordentlich hohe spezifische Aktivitat von 2826 + 102,5
U mg™. In Bezug auf die Brenda-Datenbank handelt es sich dabei um die héchste spezifische Aktivitét,
die fr ein Enzym dieser Enzymklasse (EC 2.4.1.10) jemals detektiert wurde (Jeske et al. 2019). Laut
der Datenbank wurde die bisher hochste spezifische Aktivitat mit 2603 + 34 U mg™ fiir die Levansucrase
LsdA aus G. diazotrophicus SRT4 nachgewiesen (Hernandez et al. 1999). An dieser Stelle muss jedoch
angemerkt werden, dass die LsdA-Aktivitatsbestimmung bei 40 °C erfolgte, was nicht den
physiologischen Bedingungen von G. diazotrophicus SRT4 entspricht (Gillis et al. 1989). In ihrem
aktuellen Review aus dem Jahr 2019 haben die Autoren um Wei Xu die spezifische Aktivitat
verschiedener Levansucrasen zusammengetragen und aufgelistet (Xu et al. 2019). Von den dort
aufgefiihrten 18 Levansucrasen wird mit 714 U mg™ fir die Levansucrase aus Rhanella aquatilis die
hdchste spezifische Aktivitdt angegeben (Ohtsuka et al. 1992). Der Vergleich mit dem Review
unterstreicht nochmals die Bedeutung der in dieser Arbeit fur LevS1417 nachgewiesenen Aktivitat.
Zusétzlich zu der hohen Umsatzrate zeigte die rekombinante Levansucrase eine hohe Stabilitat unter

physiologischen Bedingungen. Beide Faktoren, Enzym-Aktivitdt und -Stabilitdt, sind essentielle
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Faktoren flr industrielle Applikationen, da sie maf3geblich die Prozessdauer und -kosten beeinflussen
(Eisenthal et al. 2006).

4.1.2.2 Der nicht-prozessive Elongationsmechanismus der Levansucrase aus G. japonicus
LMG 1417

Unter Verwendung der gereinigten Levansucrase LevS1417 konnte in einem in-vitro-Assay das
Produktspektrum des rekombinanten Enzyms bestimmt werden (Abbildung 11). Der
chromatographische Nachweis der Reaktionsprodukte deckte auf, dass das Enzym neben polymerem
Levan groBere Mengen eines unbekannten Tri- und Tetrasaccharids produzierte. Zum Zeitpunkt der
Versuchsauswertung wurde vermutet, dass es sich bei diesen Substanzen um 6-Kestose und 6-Nystose,
die Vorlaufer-Molekiile der Levan-Synthese, handelt. Das verwendete Saulensetup, bestehend aus der
Aminex HPX-42A und einer speziellen De-Ashing-Kartusche (Bio-Rad; Feldkirchen, Deutschland),
ermdglichte aufgrund des dominierenden GroRenausschluss-Charakters keine Differenzierung zwischen
FOS mit gleichem Polymerisierungsgrad aber variierendem Bindungstypen. Aus diesem Grund konnten
die durch die Levansucrase produzierten FOS zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig identifiziert werden.
Grundsatzlich konnte der durchgefiihrte Versuch die hohe Umsatzrate der rekombinanten Levansucrase
bestétigen. In neun Stunden erzielte das Enzym bei einer eingesetzten Enzym-Konzentration von 5,56
mg L Reaktion einen Ertrag von 319,6 + 17,9 g L. Diese Berechnung stiitzt sich auf Verordnung Nr.
1169/2011 des Europdischen Parlamentes und des Rates, der nach nur Kohlenhydratpolymere als
Ballaststoff deklariert werden konnen, die aus drei oder mehr Monomer-Einheiten bestehen. Demnach
konnen sowohl die im Zuge der Reaktion synthetisierten Tri- und Tetrasaccharide als auch das
produzierte polymere Levan als préabiotische Ballaststoffe eingeordnet werden. Des weiteren deckte der
durchgefuhrte Versuch auf, dass die Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417 nach dem
nicht-prozessiven Elongationsmechanismus fungiert. Untersuchungen zeigten, dass sich der von
Levansucrasen katalysierte Prozess der Fruktan-Synthese erheblich unterscheiden kann, je nach
Herkunft und Struktur des Proteins (Raga-Carbajal et al. 2016). Im Laufe der Zeit wurde daher postuliert
und experimentell bestétigt, dass die Enzyme der Enzymklasse 2.1.4.10 entweder nach einem
prozessiven oder nicht-prozessiven Elongationsmechanismus arbeiten (Abbildung 53). Der
erstgenannte Mechanismus zeichnet sich dadurch aus, dass die im Zuge der Levan-Synthese entstehende
Fruktan-Kette sukzessive durch Fruktose-Einheiten erweitert wird und diese erst vom Enzym
dissoziiert, wenn ein bestimmter Polymerisierungsgrad erreicht wurde. Prominente Beispiele fiir
Enzyme, die nach diesem Modell arbeiten, sind die Levansucrasen aus Bacillus subtilis (Ortiz-Soto et
al. 2008), Lactobacillus reuteri 121 (Ozimek et al. 2006b) und Bacillus megaterium (Homann et al.
2007). Beim nicht-prozessiven Elongationsmechanismus hingegen konnen die fruktosylierten
Reaktionsprodukte in die Prozesslésung abgegeben und erneut aufgenommen werden, was zur
Akkumulation von Fruktooligosacchariden fuhrt (Kralj et al. 2008). Dieser Mechanismus wurden bei
den Levansucrasen aus G. diazotrophicus (Hernandez et al. 1995) und Zymomonas mobilis (Doelle et
al. 1993) und der Inulosucrase aus L. reuteri 121 (Ozimek et al. 2006b) beobachtet.
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Abbildung 53: Schematisches Modell des prozessiven (A) und nicht-prozessiven (B) Elongationsmechanismus
von Levansucrasen. Im oberen Quadrat ist die Ausbildung des temporéren Enzym-Fruktosyl-Intermediates (EF)
sowie die Ubertragung der Fruktosyl-Einheit auf ein Akzeptor-Molekiil (L) dargestellt. Der prozessive
Elongationsmechanismus zeichnet sich durch eine sukzessive Elongation der Fruktankette aus, bei der das Enzym-
Fruktosyl-Intermediat bis zur Ausbildung eines bestimmten Polymerisierungsgrades assoziiert bleibt. Der nicht-
prozessive Mechanismus beinhaltet eine kontinuierliche Dissoziation und Neubindung des fruktosylierten
Produktes. Enthommen aus Raga-Carbajal et al. 2016.

4.1.2.3 Einflussfaktoren fir das Produktspektrum von Levansucrasen

Die Kettenldange der Reaktionsprodukte wird jedoch nicht nur durch den Strukturbedingten
Elongationsmechanismus beeinflusst. Die Reaktionsbedingungen, unten denen die enzymatische
Reaktion ablauft, haben groRen Einfluss auf den Polymerisierungsgrad der Fruktan-Ketten. Wé&hrend
Additive wie Ethanol, Polyethylenglykol oder Acetonitril die Synthese von hochmolekularem (HMW)
Levan beginstigen, fiihrt eine Erhdhung der lonen-Starke zur Akkumulation von niedermolekularem
(LMW) Levan (Tanaka et al. 1980; Yamamoto et al. 1985; Chambert & Petit-Glatron 1989). Dieser
Effekt zeigte sich auch fir die Levansucrase aus B. licheniformis, bei der eine hohe lonen-Stérke die
Ausbildung einer einzelnen LMW-Levan-Fraktion lancierte (Nakapong et al. 2013), was beweist, dass
das Produktspektrum von Levansucrasen durch Additive moduliert werden kann. Fir eine moglichst
effiziente Produktion von Levan-basierten Fruktanen scheint sich die Zugabe von Acetonitril zu
entsprechenden Prozessldsungen zu eignen. Régis Chambert und Marie-Francoise Petit-Glatron konnten
experimentell belegen, dass die Levansucrase aus B. subtilis in 50 %-igem Acetonitril nahezu keine
nachweisbare hydrolytische Aktivitdt ausibt (Chambert & Petit-Glatron 1989). In 60 %-igem

Acetonitril setzte das Enzym das Substrat Saccharose etwa dreimal schneller um als in wéssriger
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Ldsung, was auf eine Aktivierung des Enzyms durch Acetonitril hindeutet. Neben Acetonitril konnten
auch 1,4-Dioxan und Aceton eine Enzym-Aktivierung induzieren, obwohl sich die Substanzen
hinsichtlich ihrer Eigenschaften (dielektrischen Konstante ¢ & elektrisches Dipolmoment p) stark
voneinander unterscheiden. Ein allgemeines Gesetz (iber den Einfluss verschiedener Lésungsmittel auf
die katalytische Aktivitét von Levansucrasen kann daher nicht formuliert werden. Beachtet werden muss
an dieser Stelle, dass ein Prozess, basierend auf 60 %-igem Acetonitril, geringere Raum-Ausbeuten
ermdglicht, da die initiale Saccharose-Konzentration deutlich niedriger gewahlt werden muss, um ein
Prézipitieren des Disaccharids im Lésungsmittel zu verhindern. Zusatzlich muss berticksichtigt werden,
dass der Einsatz von Losungsmitteln die Prozesskosten einer industriellen Produktion erhéhen kénnten.
Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass sich hohe Zuckerkonzentrationen positiv auf die

Ruckgewinnung von Acetonitril aus Acetonitril-Wasser-Gemisches auswirken (Wang et al. 2008).

Neben den zuvor erwadhnten Additiven konnen weitere Faktoren das Produktspektrum von
Levansucrasen modulieren. Die mexikanischen Forscher um Jaime R. Porras-Dominguez konnten
mehrere Faktoren ermitteln, die die katalytische Aktivitat der Levansucrase aus B. subtilis 168
beeinflussen (Porras-Dominguez et al. 2015). Sie zeigten anhand der aufgereinigtem Levansucrase
SacB, dass durch niedrige Temperaturen eine héhere Transfruktosylierungseffizienz erzielt werden
kann. Eine ahnliche Zunahme der Transfruktosylierungseffizienz wurde auch durch eine Erhéhung der
Substrat-Konzentration beobachtet. Die Reduktion der Inkubationstemperatur fiihrte zusatzlich zu
einem Anstieg des Polymerisierungsgrades der enzymatisch produzierten Fruktanketten. Ausgehend
von einer Saccharose-Konzentration von 200 mM wurde bei 4 °C eine Levan-Fraktion mit einem
mittleren Molekulargewicht von 20,64 kDa produziert. Durch einen Anstieg der Reaktionstemperatur
auf 37 °C verringerte sich das mittlere Molekulargewicht des produzierten Levans auf 7,73 kDa. Unter
Verwendung hoherer Saccharose-Konzentrationen (600 mM) minimierte sich dieser Effekt, da die
generierten Levane vergleichbare Molekulargewichte von 4,5 (4 °C) und 4,98 (30 °C) kDa aufwiesen.
In diesem Zusammenhang kann spekuliert werden, dass sich der mit Hilfe der Levansucrase LevS1417
durchgefihrte in-vitro-Assay (Abbildung 11) in einem Konzentrationsbereich befand, der eine optimale
Transfruktosylierung begiinstigte. Porras-Dominguez und Kollegen untersuchten in ihrer Studie
zusétzlich den Einfluss variierender Enzym-Konzentrationen auf das von SacB gebildete
Produktspektrum (Porras-Dominguez et al. 2015). Sie konnten beweisen, dass geringe
Enzymkonzentrationen (0,1 U ml?) die Synthese von hochmolekularem Levan fordern, wéhrend hohe
Enzymkonzentrationen (5 U mlt) zur Akkumulation von niedermolekularem Levan filhren. Bei einer
Enzymkonzentration von 1 U ml* wurde eine bimodale Verteilung der Reaktionsprodukte, also eine
simultane Akkumulation von HMW-Levan und LMW-Levan, detektiert. Fiir die in-vitro-Reaktion, die
in dieser Arbeit analysiert wurde, wurden 16 U ml? der rekombinanten Levansucrase LevS1417
eingesetzt, was die Akkumulation der Tri- und Tetrasaccharide erklaren kénnte. Héhere Enzym-
Konzentrationen kénnten somit nicht nur die Raum-Zeit-Ausbeute der Reaktion steigern, sondern auch

zu einer direkten Synthese prabiotischer FOS fiihren. Angemerkt werden muss an dieser Stelle, dass es

100



4. Diskussion |

sich bei den FOS, die von Levansucrasen synthetisiert werden, um FOS der Formel GF, handelt, wobei
n den Grad der polymerisierten p-D-Fruktosyl-Einheiten angibt.

4.1.3 In-vivo-Produktion Levan-basierter Fruktane durch G. japonicus LMG 1417
Die Erkenntnisse der enzymatischen Charakterisierung von LevS1417 wurden genutzt, um die in-vivo-
Produktion Levan-basierter FOS durch G. japonicus LMG 1417 zu optimieren. Aufgrund der hohen
spezifischen Aktivitat der rekombinanten Levansucrase und der verfugbaren genetischen Tools fiir die
Gattung Gluconobacter (Kallnik et al. 2010), wurde ein Uberexpressionsstamm auf Basis von
G. japonicus LMG 1417 erstellt, der Plasmid-vermittelt zur homologen Expression von LevS1417
befahigt ist. Wie die photometrische Aktivitdtsbestimmung der Levansucrase-Aktivitat in verschiedenen
Fraktionen zeigte, konnte der Uberexpressionsstamm G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417
erhdhte Levansucrase-Mengen in den Kulturiiberstand sekretieren (Kapitel 3.3.1). Dadurch wurde
bestétigt, dass der Organismus in der Lage ist, den konstitutiven p264 Promotor zu erkennen. Bei diesem
Promotor handelt es sich um die 5‘-UTR des Gens gox0265 aus G. oxydans 621H, der nachweislich eine
starke Expression stromabwarts gelegener Gene ermdglicht (Kiefler et al. 2017; Battling et al. 2020;
Hoffmann et al. 2020). Die Menge an sekretierter Levansucrase konnte durch die Plasmid-basierte
Produktionsstrategie um den Faktor 2,5 gesteigert werden. Die Quantifizierung der GBPDH-Aktivitat in
den préaparierten Fraktionen konnte beweisen, dass zum Zeitpunkt der Aktivitatsbestimmung keine

relevanten Mengen an Zellen lysiert waren.

4.1.3.1 Batch-Kultivierung von G. japonicus LMG 1417

Die Ergebnisse der photometrischen Aktivitatsbestimmung konnten durch weitere Versuche
untermauert werden. In Kultur-basierten Ansétzen setzte die Uberexpressionsmutante supplementierte
Saccharose (450 mM) deutlich schneller um als der Wildtyp-Stamm G. japonicus LMG 1417
(Abbildung 15). Die auf Saccharose bezogenen Umsatzraten von 2,88 g L' h? (Wildtyp) bzw.
6,03 g L"*h™ (Uberexpressionsstamm) bzw. das Verhéltnis dieser Umsatzraten spiegelten dabei die im
Zuge der photometrischen Aktivitatsbestimmung nachgewiesenen relativen Levansucrase-Aktivitaten
wieder. Durch eine Steigerung der initialen Saccharose-Konzentration wurde die Osmotoleranz des
generierten Stammes ausgetestet. Es zeigte sich, dass G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 _levS1417
Substratkonzentrationen von bis zu 1,2 M tolerierte, das verwendete MES-Puffersystem jedoch nicht
ausreichte, um die im Zuge des oxidativen Stoffwechsels von Gluconobacter gebildeten Zuckersauren
abzufangen. Die Gattung Gluconobacter ist bekannt fiir ihre Fahigkeit zur unvollstandigen Oxidation
verschiedener Monosaccharide (Gupta et al., 2001). Vertreter dieser Gattung verfligen Uber ein
umfangreiches Set von membrangebundenen Oxidoreduktasen, die mit der Atmungskette des gram-
negativen a-Proteobakteriums verknipft sind und im Periplasma die Oxidation von Zuckern
katalysieren. Eine dieser Oxidoreduktasen, die D-Glukose-Dehydrogenase, oxidiert D-Glukose
periplasmatisch zu D-Glukonat. Durch eine tblastn-Analyse konnte in den verfiigbaren ,,Whole Genome

Shotgun“-Kontigs von G. japonicus LMG 1417 ein Homolog der D-Glukose-Dehydrogenase Gox0265
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aus G. oxydans 621H identifiziert werden (GenBank-Eintrag: KXV26275.1). Es ist anzunehmen, dass
dieses Protein die im Zuge der Levansucrase-vermittelten Saccharose-Spaltung freiwerdenden Glukose-
Einheiten zu Glukonat oxidiert. Glukonat und die Oxidationsprodukte 2- und 5-Keto-Glukonat werden
durch Gluconobacter produziert (Richhardt et al. 2013) und stellen im vorgestellten Produktionsprozess
fiir Levan wiinschenswerte Nebenprodukte dar. Glukonsauren haben einen hohen industriellen Wert, da
sie in der Lebensmittelindustrie als Komplexbildner, Sdureregulatoren und Stabilisatoren eingesetzt
werden (Gupta et al. 2001). Die hohe Osmotoleranz des hier untersuchten Stammes ermdglicht, dass
ausgehend von sehr hohen Saccharose-Konzentrationen neben Levan und Levan-FOS gréfRere Mengen
der beschriebenen Glukonséauren akkumulieren, was in einer starken Abnahme des pH-Wertes resultiert.
Wie der Verlauf des pH-Spektrums in den Kultivierungen der konstruierten Uberexpressionsmutante
zeigte, reichten weder 100 mM (Abbildung 16) noch 200 mM (Abbildung 17) des verwendeten MES-
Puffers aus, um dem Absinken des pH-Wertes addquat entgegenzuwirken. Zusatzlich zeigte sich unter
Verwendung von 200 mM MES-Puffer kein Wachstum in Kulturen, denen Saccharose in einer
Konzentration von 1,2 M zugesetzt wurde. Aus industrieller Sicht kann eine so hohe Konzentration von
organischen Sauren jedoch nur durch automatisierte pH-Titration abgefangen werden und nicht durch
ein Puffer-System, wie sich im Zuge der Batch-Kultivierungen von G. japonicus LMG 1417 zeigte.

Eine Levan-Quantifizierung erfolgte wéhrend der Batch-Kultivierungen nicht, da im Kultivierungs-
verlauf zwar zundchst eine starke Zunahme der Medienviskositat beobachtet wurde, diese jedoch im
spaten Verlauf der Inkubation rapide abnahm. Dies deutete darauf hin, dass G. japonicus LMG 1417 in
der spat-exponentiellen oder stationdren Wachstumsphase ein oder mehrere Levan-hydrolysierende
Enzyme sekretiert. Um auszuschlieBen, dass chemische Hydrolyse die beobachtete Viskositdtsabnahme
verursachte, wurde kommerzielles Levan den Bedingungen wahrend der stationaren Wachstumsphase
ausgesetzt. Chromatographisch konnte keine Freisetzung von Fruktose oder Oligosacchariden

nachgewiesen werden, was eine chemische Hydrolyse des produzierten Levans ausschloss.

4.1.3.2 Funktionelle Validierung der potenziellen Levanase aus G. japonicus LMG 1417

Aufgrund der beobachteten Viskositatsabnahme in der spaten Wachstumsphase von G. japonicus LMG
1417 erfolgten bioinformatische Recherchen, um auf Basis der vorhandenen Sequenzdaten des
untersuchten Essigsdurebakteriums die mogliche Levan-Hydrolyse zu erkldren. Thlastn-Analysen
deckten dabei ein Gen im Genom von G. japonicus LMG 1417 auf, das laut Annotation fiir eine
Levanase und somit fur ein Levan-hydrolysierendes Enzym kodiert. Um einordnen zu kénnen, ob das
Genprodukt (GenBank-Eintrag: KXV26505.1) der Ausldser fur die Viskositatsabnahme war, wurde die
kodierende Nukleotidsequenz in einen pASK-IBA5 Uberexpressionsvektor eingebracht. In
Vorbereitung auf die Klonierung wurde bioinformatisch aufgeklart, dass das translatierte Polypeptid
tber ein N-terminales Signalpeptid verfligt. Gemal des TatP 1.0 Prediction Tools handelte es sich dabei

um ein Signalpeptid des Twin-Arginin-Translokationsapparates (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Graphische Darstellung des bioinformatisch identifizierten N-terminalen Signalpeptids der
potenziellen Levanase KXV26505.1 aus G. japonicus LMG 1417. Die Analyse der gesamten Aminosauresequenz
erfolgte durch das Browser-basierte Tool TatP 1.0. Bei dem C-Score handelt es sich um einen ,,Cleavage‘-Wert,
der ein signifikantes Maximum am Ort der Signalpeptid-Spaltung aufweisen sollte. Der S-Score wird fir jede
einzelne Aminoséure kalkuliert und gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine Aminosaure Bestandteil eines
Signalpeptids ist. Der Y-Score ist eine Ableitung des C-Scores unter Einbezug des S-Cores, was zu einer besseren
Vorhersage der Spaltungsstelle fiihrt als der rohe C-Score allein.

Der TAT-Apparat zeichnet sich durch den Transport von Proteinen im gefalteten Zustand aus und ist in
nahezu allen a-Proteobakterien funktionell vorhanden (Nufiez et al. 2012). In G. oxydans 621H, dessen
Genom vollstandig sequenziert vorliegt (Prust et al. 2005), lassen sich alle drei Untereinheiten des TAT-
Apparates bioinformatisch zuweisen.

Tabelle 29: Thlastn-Analyse der Komponenten des TAT-Apparates. Die Aminosdure-Sequenzen der TAT-

System-Komponenten aus G. oxydans 621H wurden gegen die Whole-Genome-Shotgun-Kontigs von G. japonicus
LMG 1417 geblastet.

Komponente des TAT- Homologin G. oxydans Homolog in G. japonicus ldentitat

Systems 621H LMG 1417 [96]
TatA Gox1241 KXV27614.1 84
TatB GOox1757 KXV26022.1 70
TatC Gox1758 KXV26021.1 87

Durch tblastn-Analysen konnten die entsprechenden Gene des Apparates auch im Genom von
G. japonicus LMG 1417 nachgewiesen werden (Tabelle 30). In der Regel werden Proteine durch den
Sec-unabhédngigen TAT-Transport lediglich (iber eine Plasmamembran transloziert (Sargent et al. 2006).
Dieser Umstand stand im Widerspruch mit der potenziellen Levan-abbauenden Funktion von
KXV26505.1, da diese Funktion nur im extrazelluldren Raum ausgeubt werden kann. Um die Funktion
des Enzyms einordnen zu kdnnen, wurden die Aminosduren 39-648 der kodierenden Nukleotidsequenz
in den pASK-IBA5 Vektor inseriert und dieser in E. coli NEB5-alpha transformiert. Anschlielend
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erfolgte die heterologe Produktion der potenziellen Levanase, die im Anschluss mittels Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie aufgereinigt wurde. Bei enzymatischen Assays zeigte das rekombinante
Enzym weder fur Levan noch fur Inulin hydrolytische Aktivitat. Unter Verwendung des Substrates
Saccharose konnte jedoch sowohl durch eine photometrische Aktivitatsbestimmung als auch durch
chromatographische Nachweismethoden eine hydrolytische Aktivitdt des Enzyms nachgewiesen
werden (Kapitel 3.3.3.2 Charakterisierung der potenziellen Levanase aus G. japonicus LMG 1417). Die
HPLC-Analysen offenbarten, dass das Enzym Saccharose mit einer spezifischen Aktivitat von 29,3 U
mg™ in die monomeren Untereinheiten Glukose und Fruktose spaltet. Inzwischen konnte aufgeklart
werden, dass es sich bei der potenziellen Levanase um eine B-Fruktofuranosidase/Invertase der
Enzymklasse 3.2.1.26 handelt (Hoffmann et al. 2020). Enzyme dieser Proteinfamilie zeichnen sich
durch die Fé&higkeit aus, terminale nicht-reduzierende [-D-Fruktofuranosid-Einheiten aus
entsprechenden Di- oder Oligosacchariden abzuspalten. Zusammen mit den a-Glukosidasen (EC
3.2.1.10) und Oligo-1,6-Glucosidasen (EC 3.2.1.48), bilden p-Fruktofuranosidasen die Uberfamilie der
Sucrasen. Die in dieser Arbeit identifizierte Invertase konnte sich aufgrund der hohen spezifischen
Aktivitat flr die effiziente Produktion des neuartigen SifRstoffes 5-Ketofruktose etablieren. Im
entsprechenden Produktionsprozess katalysiert die Invertase die Hydrolyse des nachwachsenden und
gunstigen Ausgangssubstrates Saccharose in die monomeren Einheiten Glukose und Fruktose
(Hoffmann et al. 2020). Der freigesetzte Fruktose-Anteil wird dann durch Vertreter der Gattung
Gluconobacter zu 5-Ketofruktose oxidiert. Die Oxidation der Ketohexose wird dabei durch den
Membrangebundenen Fruktose-Dehydrogenase Komplex FDHs katalysiert. Ausgehend von Fruktose
konnte durch die Plasmid-vermittelte Produktion der Fruktose-Dehydrogenase in G. oxydans 621H eine
5-Ketofruktose-Ausbeute von 489 g L™ generiert werden, was einer relativen Ausbeute von 98 %
entsprach (Herweg et al. 2018). Die Verbindung zeigt im Vergleich zu D-Fruktose (10.2 mmol L) einen
geringfiigig hoheren Schwellenwert (16,4 mmol L) in Bezug auf die StiRkraft. Ein Panel aus geschulten
Sensorik-Experten konnte iso-stiBe Losungen von 5-Ketofruktose und Fruktose hinsichtlich SuRkraft
und SuRBqualitdt nicht voneinander unterscheiden (Herweg et al. 2018). Aufgrund der
vielversprechenden sensorischen Eigenschaften und der ertragreichen Produktionsverfahren werden
zurzeit intensive Bemuhungen angestellt, um die Vertréglichkeit von 5-Ketofruktose fiir den Menschen

Zu untersuchen.

Thlastn-Analysen konnten keine weiteren Gene im Genom von G. japonicus LMG 1417 identifizieren,
die fir Levan-hydrolysierende Enzyme kodierten. Da die Anzahl an charakterisierten Levan-
abbauenden Enzymen mit vorhandenen Sequenzdaten berschaubar ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass der Organismus dennoch (ber eine entsprechende Hydrolase verfugt, die die

Viskositadtsabnahme im spéten Verlauf der Batch-Kultivierungen verursachte.

4.1.3.3 Fermentation von G. japonicus LMG 1417
Um die pH-Problematik der Batch-Kultivierungen zu umgehen (Kapitel 3.3.2 G. japonicus LMG 1417
vs. G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417: Batch-Kultivierung), erfolgte eine Fermentation
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von G. japonicus LMG 1417 und dem generierten Uberexpressionsstamm G. japonicus LMG 1417
pBBR1 p264 levS1417 mit automatisierter pH-Regulation (Kapitel 3.3.4 Fermentation von G.
japonicus LMG 1417 und dem erstellten Uberexpressionsstamm). Durch diese sollten hohere
Zelldichten und somit eine schnellere Umsetzung hochkonzentrierter Saccharose-Ldsungen erzielt
werden. Wie der entsprechende Wachstumsverlauf der Fermentationen zeigt (Abbildung 22), konnte
lediglich der Uberexpressionsstamm in dem hoch-osmotischen Medium wachsen. Fiir den Wildtyp-
Stamm wurde zwar innerhalb der ersten 20 Stunden der Fermentation eine Zunahme der ODsoonm
beobachtet, das Wachstum stagnierte ab da an jedoch, sodass die ODeoonm €inen finalen Wert von 0,41
nicht tiberschritt. Im Gegensatz dazu zeigte der Uberexpressionsstamm ein stirkeres Wachstum und eine
damit verbundene starkere Ansduerung der Fermentationsbriihe. Nach 40 Stunden Fermentation
erreichte der Stamm eine ODsoonm VON 0,63 + 0,04. Gleichzeitig wurde durch das Absenken des pH-
Wertes auf unter 5,1 die automatische pH-Regelung aktiviert, die den pH-Wert fur den Rest der
Kultivierung durch NaOH-Zugabe auf einem konstanten Niveau hielt. Nach 90-stiindiger Inkubation
wurde das Experiment bei einer ODgoonm VOn 0,78 + 0,03 abgebrochen, da eine Stagnation der
Saccharose-Umsetzung beobachtet wurde. Im Laufe des Experimentes konnte eine extreme
Viskositdtszunahme der Fermentationsbrihe beobachtet werden, die die Probennahme und
Probenaufbereitung zunehmend erschwerte. Diese Beobachtung veranschaulichte die Problematik der
Kultur-basierten Levan-Produktion. Ein Abtrennen der Zellen vom Reaktionsprodukt ist nur unter
erheblichem Mehraufwand oder durch den Einsatz spezifischer Levan-hydrolysierender Enzyme
mdoglich, die das Polymer in kiirzere Fruktan-Ketten hydrolysieren und somit die Viskositét verringern.
Zum Zeitpunkt der letzten Probennahme wurde mittels saurer Hydrolyse des ausgefallten Polymers eine
Levan-Ausbeute von 109 g L ermittelt. In Bezug auf den Ubersichtsartikel von Oner et al. (iber Levan
aus dem Jahr 2016, handelte es sich dabei um die dritthochste Ausbeute, die jemals fiir eine Levan-
Produktionsprozess beschrieben wurde. Ein Kultur-basierter Ansatz auf Basis von B. subtilis (natto)
CCT7712 erzielte in deutlich kiirzerer Zeit (16 h) eine Ausbeute von 111,6 g L™ (Dos Santos et al. 2013).
Die hochste bis dato beschriebene Levan-Ausbeute (112,53 g L) wurde innerhalb von 18 Stunden durch
immobilisierte Zellen von Z. mobilis CCT 4494 erzeugt (Lorenzetti et al. 2015). Es kann davon
ausgegangen werden, dass durch eine Optimierung der Fermentation von G. japonicus LMG 1417 die
Levan-Ausbeute noch weiter gesteigert werden kann. Durch eine Verringerung der initialen Saccharose-
Konzentration und des damit verbundenen osmotischen Drucks, kénnte ein schnellerer Ubergang in die
exponentielle Wachstumsphase und moglicherweise eine héhere End-ODeoonm erreicht werden, was eine
vollstandige Umsetzung der Saccharose zur Folge haben konnte. In der durchgefthrten Versuchsreihe
wurde die supplementierte Saccharose nicht vollstandig umgesetzt, da zum Zeitpunkt der letzten
Probennahme eine Saccharose-Konzentration von etwa 440 mM in der Fermentationslésung
nachgewiesen wurde. Zusatzlich zur Medienzusammensetzung sollte auch die Beluftung der
Fermentation optimiert werden. Die verwendete Ruhreinheit und der im Fermenter befindlichem

Ruhrfisch reichten nicht aus, um eine gleichmaRige Sauerstoffversorgung der Fermentationsldsung zu
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gewahrleisten. Dies &uferte sich mit zunehmender Viskositdt dadurch, dass sich in bestimmten
Bereichen des Fermenters Luftblasen ansammelten, die weder durch ihren eigenen Auftrieb noch durch
die Durchmischung des Ruhrfisches zur Oberflache stiegen. Es ist daher anzunehmen, dass sich in
Teilen des Fermenters Sauerstoff-limitierte Zonen ausbildeten. Mehrere Studien konnten zeigen, dass
sich Sauerstoff-limitierende Bedingungen negativ auf die Produktausbeute und die Gen-Expression von

Gluconobacter auswirken (Flickinger & Perlman 1977; Hanke et al. 2012).

Trotz nicht-optimierter Bedingungen zeigte die Fermentation des konstruierten Uberexpressions-
stammes relativ hohe Produktraten. Bezogen auf das Substrat Saccharose ermoglichte die Fermentation
von G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417 eine Raum-Zeit-Ausbeute von 13 g L h, Zum
Vergleich: Die Raum-Zeit-Ausbeute der Batch-Kultivierung des gleichen Stammes lag bei 6,03 g L™ h?
(Abbildung 16). Ein direkter Vergleich zwischen beiden Experimenten kann nicht vorgenommen
werden, da fiir die Fermentation deutlich hthere Saccharose-Konzentrationen eingesetzt wurden als flr
die Batch-Kultivierung. Aufgrund des vergleichsweise hohen Ku-Wertes der Levansucrase LevS1417
kann davon ausgegangen werden, dass das Enzym wahrend der Fermentation Uber einen langeren

Zeitraum nahe ihres Vmax arbeitete, was die hdhere Raum-Zeit-Ausbeute erklaren kdnnte.

Angemerkt werden muss an dieser Stelle, dass der konstruierte Uberexpressionsstamm im direkten
Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm zwar deutlich hohere Umsatzraten ermdglicht, ein solcher
Produktionsstamm aus industrieller Sicht jedoch einige Nachteile mit sich bringt. So ist die Verwendung
von genetisch modifizierten Organismen (GMOQOs) in der Lebensmittelindustrie und im agrar-
wirtschaftlichen Sektor ein in der Offentlichkeit kontrovers diskutiertes Thema (Friedrich et al. 2019).
Dieser Umstand sowie der hohe Zulassungsaufwand fir GMO-basierte Prozesse bewegt viele
Unternehmen dazu, Biotransformationen mit Wildtyp-Stammen durchzufiihren. Ein zusétzlicher
Nachteil einer Plasmid-basierten Produktion ist die Supplementierung von Antibiotika zur
Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks sowie die Zugabe von Induktor-Substanzen. Beide Stoffklassen
erhdhen die Kosten entsprechender Fermentationen und missen im Zuge des Downstream-Prozesses

aus der Reaktionslosung entfernt werden.

4.1.4 Zell-freie Levan-Produktion durch Kulturiberstand von G. japonicus LMG
1417

Der chromatographisch verfolgte Verlauf der Saccharose-Konzentration wahrend der Fermentation der
G. japonicus LMG 1417 Stdmme offenbarte, dass erhebliche Mengen der supplementierten Saccharose
in der stationdren Wachstumsphase umgesetzt wurden (Abbildung 23). Diese Beobachtung deutete
darauf hin, dass relevante Mengen der Levansucrase durch den Organismus produziert und in den
Kulturiiberstand abgegeben wurden und unabhdngig von der Vitalitat der Zellen Levan produzierten.
Wie im Zuge der Enzymcharakterisierung der rekombinanten Levansucrase gezeigt wurde (Abbildung
9), wies das Enzym unter physiologischen Bedingungen eine hohe Stabilitat auf. Die Erkenntnisse aus

der Fermentationsreihe und der Charakterisierung von LevS1417 deuteten darauf hin, dass der
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Kulturiiberstand von G. japonicus LMG 1417 zur Zell-freien Produktion von Levan eingesetzt werden
konnte. Experimentelle Versuche konnten diese Theorie bestédtigen. So zeigte sich, dass sowohl der
Uberexpressionsstamm als auch der Wildtyp ausreichende Mengen der Levansucrase sekretierte, um
hoch-konzentrierte Saccharose-Lésungen nahezu vollstandig umzusetzen (Abbildung 24 + Abbildung
25). Die finale Reaktionsldsung setzte sich zusammen aus jeweils 2 ml Kulturiiberstand von einem der
beiden Stdmme und 7,8 ml einer 2,3 M Saccharose-Losung. Durch Zugabe von 200 pl eines 1 M Acetat-
Puffers wurden die Ansitze auf pH 5 eingestellt. Wie die Zusammensetzung der Ld&sung
veranschaulicht, machte der Kulturiiberstand lediglich 20 % des Reaktionsvolumens aus. Ausgehend
von einem Liter bakterieller Kultur kénnen demnach funf Liter Prozessldsung angesetzt werden. Durch
die 1:5 Verdunnung des Kulturliberstandes zeigten die Zell-freien Levan-Produktionen verhéltnisméaRig
niedrige Raum-Zeit-Ausbeuten von 1,97 g L* h'* (Uberexpressionsstamm) bzw. 1,12 g L™* h'* (Wildtyp),
bezogen auf die Umsetzung des Substrates Saccharose. Beriicksichtigt man den erwdahnten
Verdinnungsfaktor liegt die theoretische Raum-Zeit-Ausbeute, die ausgehend von einem Liter
Gluconobacter Kultur erzielt werden kann, bei 9,85 g L h* (Uberexpressionsstamm) bzw. 5,6 g L™ h-
1 (Wildtyp). Der Wert des Uberexpressionsstammes lag dabei auf einem vergleichbaren Niveau wie
wahrend der Fermentation (13 g L™ ht). Mit finalen Ausbeuten von 157,9 + 7,6 g L (Wildtyp) und
148,5 + 12,9 g L (Uberexpressionsstamm) generierten die Zell-freien-Verfahren die hochsten Levan-
Ausbeuten, die bis dato in der Literatur beschrieben wurden (Oner et al. 2016). Gegeniber der
enzymatischen Levanproduktion (Abbildung 11) konnte das Zell-freie Produktionsverfahren deutlich
hohere Levan-Ausbeuten generieren (157,9 + 7,6 g L vs. 80,5 + 1,3 g L%). Dieser Umstand lasst sich
durch die deutlich langere Zeit begriinden, die unter Verwendung von Kulturiiberstand fiir die
Umsetzung der supplementierten Saccharose benotigt wurde. Wie zuvor erwéhnt, begiinstigen niedrige
Levansucrase-Konzentrationen die Produktion von polymerem Levan, wahrend hohe Levansucrase-
Konzentrationen zur Akkumulation von niedermolekularem Levan und FOS fiihren (Porras-Dominguez
et al. 2015; Raga-Carbajal et al. 2016). Diese Beobachtung gibt Grund zur Annahme, dass durch die
Variation der Enzym-Konzentration das Produktspektrum der Levansucrase LevS1417 aktiv moduliert
werden kann. Neben den hohen Ertrdgen, die durch das Zell-freie Verfahren generiert wurden,
ermoglicht der Einsatz von Kulturiiberstand ein einfacheres Downstream-Prozess, da das Abtrennen von

Zellen aus der hochviskosen Prozesslosung umgangen wird.

Die chromatographische Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte fur die Zell-freie Levan-Produktion
erstmals unter Verwendung einer Aminophasen-Trennsdule. Der HILIC-Trennmodus der S&ule deckte
auf, dass die Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 ausgehend von Saccharose FOS mit gleichem
Polymerisierungsgrad aber variierenden Bindungstypen produzierte. So wurden im Reaktionsverlauf
relevante Mengen der Trisaccharide 1-Kestose und 6-Kestose sowie weitere Tetrasaccharide mit
variierendem Elutionsverhalten detektiert (Abbildung 25). Das Auftreten eines heterogenen FOS-
Spektrums ist in der Literatur flr mehrere Levansucrasen beschrieben, die nach dem nicht-prozessiven

Elongationsmechanismus arbeiten (Raga-Carbajal et al. 2016; Raga-Carbajal et al. 2018). Wie
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Abbildung 55 veranschaulicht, entstehen im Zuge der Transfruktosylierungsreaktionen, die von
Levansucrasen katalysiert werden, die initialen Produkte 1-Kestose, 6-Kestose und Neo-Kestose, was
darauf hindeutet, dass Levansucrasen im Bezug auf die primére Transfruktosylierung eine geringe

Regioselektivitat besitzen (Raga-Carbajal et al. 2018).
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der Zwischenprodukte/Produkte, die im Zuge des nicht-prozessiven
Elongationsmechanismus durch die Levansucrase SacB aus B. subtilis 168 produziert werden. Entnommen aus
Raga-Carbajal et al. 2018; modifiziert.

Aufgrund der sterischen Affinitdt zu 1-Kestose und 6-Kestose, werden ausgehend von diesen
Trisacchariden FOS mit steigendem Polymerisierungsgrad gebildet. Die Verknlpfung neuer Fruktosyl-
Einheiten geschieht dabei an Position 6 des Fruktose-Anteils des Akzeptor-Molekuls. Neben dieser
Primarreaktion synthetisieren Levansucrasen, die nach dem nicht-prozessiven Elongationsmechanismus
fungieren, gering-konzentrierte Sekundér-Intermediate. Diese Intermediate bauen auf den
Monosacchariden Glukose und Fruktose auf, die durch die enzymatische Saccharose-Hydrolyse
akkumulieren. Abgesehen von den Produkten, die ausgehend von Fruktose synthetisiert werden, weisen
alle Produkte der Levansucrase eine terminale Glukose-Einheit auf. Neuste Untersuchungen legten
offen, dass FOS mit terminaler Glukose (GF»,-FOS) das Wachstum von probiotischen Bifidobakterien
und Laktobazillen besser fordern als ein Gemisch aus GF,-FOS und F,-FOS. Die Forscher um Shuai
Wang verglichen dafur den prébiotischen Effekt von Inulin-FOS, die durch Fruktosyltransferasen
gebildet wurden (GF,-FOS) und jenen, die ausgehend von polymerem Inulin durch Endoinulinasen
erzeugt wurden (GF,-FOS und F,-FOS). Wie Tabelle 30 veranschaulicht, zeigten vier der finf
kultivierten Probiotika auf GF,-FOS besseres Wachstum als auf dem heterogenen FOS-Gemisch (Wang
et al. 2020). Unter Verwendung von Glukose erreichten die untersuchten probiotischen Bifidobakterien
B. lactis BB12, B. lactis FN019 und B. lactis B420 die héchsten ODsgsnm-Werte. Da Glukose nicht das
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Kriterium der selektiven Fermentation erfiillt und durch ein breites Spektrum von Darmbakterien
verstoffwechselt wird, kann das Monosaccharid jedoch nicht als Prébiotikum angesehen werden.
Tabelle 30: Wachstum probiotischer Bifidobakterien und Laktobazillen auf Glukose und Inulin-FOS. Die ODsgsnm-

Werte wurden visuell aus den Abbildungen der Publikation von Wang et al. aus dem Jahr 2020 entnommen (Wang
et al. 2020).

Finale ODsgsnm

Stamm
Glukose GFy-FOS GFy-FOS + F,-FOS
B. lactis BB-12 1,3 1,1 0,8
B. lactis FN019 13 1,05 0,75
B. lactis B420 1,25 1,2 0,8
L. acidophilus NCFM 0,7 0,75 0,85
L. acidophilus LA-5 0,6 0,5 0,45

Die Forscher untersuchten zusétzlich den Einfluss des Polymerisierungsgrades auf den prabiotischen
Effekt. Dafur fraktionierten sie die einzelnen DPs des GF,-FOS-Gemischs und verfitterten diese separat
an ausgewahlte Probiotika. Der Stamm B. lactis BB-12 wurde abhéngig vom DP unterschiedlich stark
in seinem Wachstum gefdrdert, und zwar in folgender, absteigender Reihenfolge: Glukose > GF, > GFy-
FOS > Fruktose ~ Saccharose ~ GF3; > GF4. Demnach zeigte sich, dass das Trisaccharid 1-Kestose den
hdchsten prébiotischen Effekt vermittelte und der Organismus an die Verstoffwechselung kurzkettiger
Substrate adaptiert ist. Fur den probiotischen Stamm L. acidophilus NCFM zeigte sich folgende
Reihenfolge in Hinsicht auf den wachstumsfordernden Effekt: GF, ~ GFs > GF,-FOS ~ Saccharose ~
GFs > Glukose > Fruktose. Grundsatzlich konnten die Forscher experimentell belegen, dass
Bifidobakterien eine hohe Selektivitét hinsichtlich der strukturellen Zusammensetzung und dem DP von
FOS aufweisen. Vertreter der Gattung Lactobacillus hingegen scheinen ein breites Spektrum an FOS
verstoffwechseln zu kdnnen, unabhéngig von Struktur und DP. Zusétzlich zeigte sich bei Ihnen eine

Préferenz fur Oligosacchariden tiber Monosacchariden (Wang et al. 2020).

Durch das Verfahren der in dieser Arbeit etablierten Zell-freien Levan-Produktion wurden demnach
neben polymerem Levan gréRere Mengen prabiotisch wirksamer GF,-FOS produziert. Ob GF,-FOS mit
B-2,6-glykosidischem Bindungscharakter einen ahnlich starken prébiotischen Effekt vermitteln wie die
von Wang et al. untersuchten Inulin-FOS, kann an dieser Stelle nicht prognostiziert werden. Die
Datenlage auf diesem Forschungsgebiet reicht nicht aus, um diesbeziiglich eindeutige Aussagen zu
treffen. Es konnte zwar gezeigt werden, dass Levan und Levan-FOS das Wachstum probiotischer
Mikroorganismen fordern (Marx et al. 2000; Porras-Dominguez et al. 2014; Adamberg et al. 2015), ein
direkter Kultur-basierter Vergleich der beiden Fruktan-Gruppen wurde jedoch bis dato nicht

durchgefihrt.
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4.2 Charakterisierung Levan-abbauender Enzyme

Wie in der Literatur beschrieben und in dieser Arbeit unter Verwendung der rekombinanten
Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 experimentell bestatigt werden konnte, akkumulieren
Levansucrasen im Zuge ihrer katalytischen Aktivitat polymeres Levan. Die polymere Form des -2,6-
glykosidisch verknupften Fruktans erschwert ein Downstream-Processing entsprechender Prozesse
erheblich, da es die Viskositét der Prozesslosung stark erhoht. Industrielle Verfahren wie Nanofiltration
oder chromatographische Separation konnen ohne ein Herabsetzen der Viskositdt nicht fur die
Aufreinigung der Reaktionsprodukte eingesetzt werden. Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit
Enzyme identifiziert und charakterisiert werden, die polymeres Levan in kurzkettige
Fruktooligosaccharide hydrolysieren. FOS kdénnen durch etablierte Verfahren im grof3technischen
MaRstab aufgereinigt werden (Kuhn et al. 2010; Kuhn & Filho 2010; Nobre et al. 2010; Kuhn et al.
2014) und weisen dartiber hinaus prabiotische Eigenschaften auf. Fur die Evaluation der enzymatischen
Hydrolyse-Produkte wurde dieser Arbeit die Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 des Europaischen
Parlaments und des Rates zugrunde gelegt, die besagt, dass nur Kohlenhydratpolymere, die aus drei oder
mehr Monomer-Einheiten bestehen, als prabiotischer Ballaststoffe deklariert werden diirfen. Drei
Endolevanasen wurden fir diesen Zweck heterolog in E. coli NEB5-alpha produziert und hinsichtlich
ihrer hydrolytischen Eigenschaften charakterisiert. Bei den Enzymen handelte es sich um die bereits
charakterisierte Endolevanase BT1760 aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 sowie die
uncharakterisierten Endolevanasen LevB: aus B. licheniformis DSM 13 und LevBasgs aus
A. chroococcum DSM 2286. Qualitative Assays auf Basis von Levan, welches mit Hilfe der
rekombinanten Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 hergestellt wurde, konnten zeigen, dass alle
drei Enzyme in der Lage waren polymeres Levan zu hydrolysieren. Nach ausreichender Inkubationszeit
flihrte die Aktivitat aller drei Endolevanase dazu, dass nach Ethanol-Zugabe kein sichtbares Prézipitat

aus den angesetzten Lésungen ausgefallt werden konnte.

4.2.1 RBB-Levan — Substrat zur Charakterisierung von Endolevanasen

In der Glykochemie und -biologie konnten sich chromogene Substrate fur die Charakterisierung von
Hydrolasen etablieren. Dabei ermdglicht die Kopplung geeigneter Farbstoffe an Kohlenhydrate eine
photometrische Detektion der im Zuge von enzymatischen Reaktionen freigesetzten Reaktionsprodukte.
Héufig wird dafiir eine Kopplung an den Anthrachinon-Farbstoff Remazol Brilliant Blau R (RBB)
durchgefuhrt, wie im Falle der etablierten Substrate RBB-Inulin (Castro et al. 1995), RBB-Xylan (Biely
et al. 1988) und RBB-Cellulose (Boyer & Redmond 1983). Der Vorteil dieser Verbindungen ist, dass
diese durch Zugabe von Ethanol aus entsprechenden Lésungen ausgefallt werden kénnen, wodurch ein
klarer, ungefarbter Uberstand entsteht. Die durch die enzymatische Aktivitit spezifischer Hydrolasen
freigesetzten FOS sind hingegen in Ethanol 16slich und verleihen dem Fallungsiberstand eine intensive
Blaufarbung. Durch diskontinuierliche Beprobung eines entsprechenden Assays, Ausfallung des
kolorimetrischen Substrates und anschlieBende Absorptionsmessung des Uberstandes, kann die

enzymatische Aktivitat von Hydrolasen bestimmt werden.
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Da keine kommerzielle Verfigbarkeit fur kolorimetrische Substrate auf Levan-Basis besteht, wurde in
dieser Arbeit untersucht, ob sich polymeres Levan, welches mit Hilfe der rekombinanten Levansucrase
aus G. japonicus LMG 1417 produziert wurde, mit RBB koppelt lasst. Orientiert wurde sich dabei an
dem Syntheseprotokoll von Castro und Kollegen (Castro et al. 1995). Durch das in Kapitel 2.6.3
Synthese und Aufreinigung von RBB-Levan3 beschriebene Protokoll konnte ein wasserldsliches,
tiefblaues Material generiert werden, welches sich durch Ethanol-Zugabe prézipitieren lieB. Im
Anschluss an die saure Hydrolyse des Prézipitates konnten chromatographische Analysen verifizieren,
dass es sich bei dem blau geféarbten Material um ein Fruktan-Polymer handelte. Ein Teil der Lésung, die
fir die saure Hydrolyse eingesetzt worden war, wurde parallel fir eine photometrische
Absorptionsbestimmung bei 595 nm eingesetzt. Aufgrund des spezifischen Extinktionskoeffizienten
von RBB von es2 = 6,170 cm™ M konnte die RBB-Stoffmenge in der erwahnten Losung bestimmt und
durch einen Vergleich mit den chromatographisch quantifizierten Fruktose-Aquivalenten der
Kopplungsgrad des RBB-Levan bestimmt werden, der bei 0,15 % lag.

Eine enzymatische Hydrolyse des eigens synthetisierten RBB-Levans konnte bestatigen, dass das
ausgefallte Material aus B-2,6-glykosidisch verkniipften Fruktose-Einheiten bestand. Dabei zeigten sich,
abhangig von der verwendeten Endolevanase, groRe Unterschiede in der Zunahme der im
Fallungslberstand nachgewiesen Absorption. Unter Verwendung der Endolevanasen BT1760 und
LevB; deutete die Zunahme der im Uberstand gemessenen Blaufarbung darauf hin, dass diese Enzyme
kurzkettige FOS aus dem geférbten, polymeren Levan freisetzten. Dabei verlief die Freisetzung im Fall
des Enzyms LevB; deutlich langsamer als fiir die Endolevanase BT1760 aus B. thetaiotaomicron DSM
2079, was sich durch die geringe spezifische Aktivitat von LevB; begriinden lasst. Beim Einsatz der
Endolevanase LevB2ss aus A. chroococcum DSM 2286 konnte keine Zunahme der Absorption
beobachtet werden. Anders als unter Verwendung des polymeren Levans, welches enzymatisch durch
die rekombinante Levansucrase LevS1417 produziert wurde und durch alle drei untersuchten Enzyme
(LevB22gs, BT1760 und LevB:) hydrolysiert werden konnte, waren lediglich LevB: und BT1760 in der

Lage, das eigens synthetisierte RBB-Levan zu spalten.

Basierend auf der nachweisbaren Hydrolyse des synthetisierten RBB-Levan durch BT1760 und LevB:
wurden weitere Untersuchungen mit BT1760 und dem kolorimetrischen Polymer durchgefiihrt. Diese
deckten auf, dass ein linearer Zusammenhang zwischen Inkubationszeit und Absorptionszunahme
bestand (Abbildung 35). Das BestimmtheitsmaR von R? = 0,9703 deutete dabei auf eine hohe Validitat
des Messverfahrens hin. Durch den Einsatz variierender Enzymmengen sollte evaluiert werden, ob ein
proportionales Verhéltnis zwischen Absorptionsédnderung pro Zeiteinheit und zugefiigter Enzymmenge
besteht. Zwar resultierte die Erh6hung des zugesetzten Eluat-VVolumens in einer starkeren Zunahme der
Absorption (iber die Zeit, jedoch korrelierte die Intensivierung der Blaufarbung (AAbsorptionsgs,m min?)
nicht proportional mit der Erhéhung der Enzymmenge. Aufgrund dieser ausbleibenden Korrelation
wurde die Strategie, die Aktivitat der Endolevanasen mit Hilfe von RBB-Levan zu bestimmen,

verworfen. Dennoch stellt das gefarbte Levan ein vielversprechenden Substrat fiir die Charakterisierung
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von Endolevanasen dar. Eine Optimierung des Synthese-Prozesses sowie der Assay-Zusmmensetzung
konnte dazu beitragen, die ausbleibende Korrelation zwischen eingesetztem Enzym und

Absorptionsanderung herbeizufihren.

Wie durch die chromatographischen Analysen, die im nachsten Kapitel diskutiert werden, verifiziert
wurde, war auch die Endolevanase LevBaz:s zur Hydrolyse von polymerem Levan befahigt. Die
Tatsache, dass das Enzym keinerlei Aktivitat gegenuber dem synthetisierten RBB-Levan zeigte, konnte
darauf hindeuten, dass das Enzym maoglicherweise einen einzigartigen Reaktionsmechanismus besitzt,
der sich von den Endolevanasen BT1760 und LevB; unterscheidet. Wie bereits erwahnt wurde, weisen
Levansucrasen groBe Unterschiede hinsichtlich des ausgefiihrten Elongationsmechanismus auf und
konnen demnach in prozessive und nicht-prozessive Levansucrasen unterteilt werden. Strukturell
weisen Levansucrasen (GH68 Familie) und Endolevanasen (GH32 Familie) groRe Ubereinstimmungen
auf, da beide (ber eine charakteristische Propeller-Doméne verfugen und daher in den gleichen
Glykosid-Hydrolasen Clan (GH-J) eingeordnet werden. Zusatzlich zur Propeller-Domane verfiligen
Endolevanasen uber ein B-Sandwich, dass sich aus zwei Schichten & sechs B-Strangen zusammensetzt
(Ernits et al. 2019). Obwohl der Elongationsmechanismus von Levansucrasen bis zum heutigen Tag
noch nicht vollstandig aufgeklart ist (Raga-Carbajal et al. 2016; Raga-Carbajal et al. 2018), wird
vermutet, dass strukturspezifische Merkmale der Propeller-Domane bestimmen, ob Levansucrasen nach
dem prozessiven oder nicht-prozessiven Mechanismus arbeiten. Die Tatsache, dass diese Domane auch
bei Endolevanasen vorliegt, gibt Grund zur Annahme, dass Proteine dieser Enzymklasse ebenfalls tiber
variierende, hydrolytische Mechanismen verfligen konnten. Der nicht-prozessive Elongations-
mechanismus von Levansucrasen ist durch eine kontinuierliche Assoziation und Dissozitation der im
Reaktionsverlauf gebildeten Intermediate aus dem aktiven Zentrum charakterisiert. Bei Enzymen, die
nach dem prozessiven Mechanismus fungieren, besteht dagegen tiber langere Zeit ein stabiler Komplex
aus Enzym und der sukzessiv verlangerten Fruktankette (Raga-Carbajal et al. 2016). Ubertragt man
diese Beobachtungen auf Endolevanasen, so lasst sich die Hypothese aufstellen, dass auch dort ein
prozessiver und ein nicht-prozessiver Mechanismus in der hydrolytischen Reaktion auftreten konnte,
der vom Enzym katalysiert wird. Diese Theorie konnte erkldren, warum die in dieser Arbeit untersuchte
Endolevanase LevB2.gs keine hydrolytische Aktivitat auf das modifizierte RBB-Levan ausubte. Geht
man davon aus, dass LevB2.gs aufgrund spezifischer, struktureller Eigenschaften einen Komplex mit der
Levan-Kette ausbildet, wirden die an das Polymer gekoppelten RBB-Molekiile eine prozessive oder
kontinuierliche Aktivitat des Enzyms verhindern. Anders waére es bei Enzymen, die nur temporéar mit
dem Substrat assoziieren und sich nach erfolgter Spaltung von diesem ablésen. Enzyme, die nach solch
einem Mechanismus arbeiten, waren in der Lage, in einer nicht-prozessiven Reaktion das

colorimetrische Levan zwischen den RBB-Maodifikationen zu binden und vollstdndig zu hydrolysieren.
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4.2.2 Etablierung eines chromatographischen Nachweisverfahrens zur Analyse

von Fruktooligosacchariden

Nachdem sich das eigens synthetisierte RBB-Levan fiir die Analyse der rekombinanten Endolevanasen
als ungeeignet erwies, wurde die Etablierung eines analytisches Nachweisverfahren fir
Fruktooligosaccharide erforderlich. Gegenwaértig sind die Hochleistungsflussigkeitschromatographie
(HPLC) und die Hochleistungs-Anionenaustauschchromatographie mit gepulstem amperometrischem
Detektor (HPAEC-PAD) die gebrauchlichsten chromatographischen Methoden fiir die qualitative und
guantitative Analyse von Kohlenhydraten (Sangeetha et al. 2005). Aufgrund der Tatsache, dass zum
Start dieser Arbeit ein Smartline-HPLC-System der Firma Knauer (Berlin, Deutschland) zur Verfigung
stand, wurden verschiedene HPLC-Trennsdulen hinsichtlich ihrer Trennleistung fiir FOS evaluiert. Die
Detektion der Zucker wurde dabei durch einen Brechungsindexdetektor gewahrleistet. Erste
Untersuchungen erfolgten unter Verwendung der Trennséulen HPX-42A und HPX-42C (Bio-Rad;
Feldkirchen, Deutschland), bei denen es sich um Polymer-basierte Sdulen handelt, die Substanzen nach
dem Prinzip der ionenmoderierten Verteilungschromatographie auftrennen. Als Standard fur die
chromatographischen Analysen diente ein kommerzielles Gemisch aus Inulin-FOS (Megazyme; Bray,
Irland), welches sich laut Hersteller aus den DPs 2 — 8 zusammensetzte. Die Saule HPX-42C, die laut
Bio-Rad eine hochlauflésende Trennung von Oligosacchariden bis zu einem DP von 10 ermdglicht,
erwies sich fiir die beabsichtigte Applikation als ungeeignet. Der bei der Trennung von Oligosacchariden
primér wirkende Mechanismus der GréRRenausschlusschromatographie ermdglichte nicht ansatzweise
eine Basislinie-getrennte Separierung der einzelnen DPs (nicht dargestellt). Durch die Aminex HPX-
42A, die im Gegensatz zur Aminex HPX-42C (Kalzium-Form) eine Silber-Form aufweist, konnten
deutlich bessere Resultate erzielt werden. Die einzelnen DPs des kommerziellen FOS Gemischs wurden
voneinander separiert, jedoch nur mit geringer Auflésung, da fir alle Substanzen liber DP2 keine
Basislinien-getrennte Auftrennung erzielt wurde. Bei ersten Analysen von enzymatisch aus Levan
freigesetzten FOS wurde ein groRBer Nachteil des Sdulensetups aufgedeckt. So zeigte sich, dass das im
Zuge der Probenaufbereitung in die Probenmatrix eingebrachte Ethanol ebenfalls durch den RI-Detektor
detektiert wurde und bedingt durch die hohe Konzentration ein entsprechend grof3es Signal erzeugte.
Aufgrund des geringen Molekulargewichts penetriert Ethanol das Sdulenmaterial der Aminex HPX-42A
und co-eluierte mit dem Monosaccharid Fruktose nach etwa 39 Minuten. Um eine Quantifizierung der
Fruktose zu ermoglichen, wurde das in den Proben befindliche Ethanol mit Hilfe des Rotations-
Vakuum-Konzentrators RVC 2-25 CDplus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH; Osterode
am Harz, Deutschland) entfernt und die aufkonzentrierte Probenmatrix in H,O; geldst. Dieser Schritt
verlangert die Quantifizierung der Reaktionsprodukte enorm und lieferte bei einem nicht vollstandigen
Verdampfen des Ethanols eine Uberbestimmung der Fruktose-Konzentration. Dieser Umstand sowie
die geringe Aufldsung, die durch die Aminex HPX-42A erreicht wurde, machte die Evaluierung

alternativer Saulenkonfigurationen notwendig.
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Wie in der Literatur beschrieben wird, kann eine hochauflésende, chromatographische Analyse von
Fruktooligosacchariden durch den Einsatz von Aminophasen realisiert werden (Churms 1996; Lin &
Lee 1998; Rodriguez-Gomez et al. 2015). Die Trennleistung drei verschiedener Aminophasen-
Trennséulen wurde daher in dieser Arbeit untersucht. Durch Analysen mit der Eurospher 11 100-3 NH2
(250 x 40 mm; Knauer GmbH; Berlin, Deutschland) konnte eine hochauflésende Auftrennung Inulin-
basierter FOS erzielt werden (Abbildung 28). Die geringe PartikelgroBe von 3 um und die damit
verbundene hohe Trennbdden-Zahl flihrte jedoch zu einer unndétig langen Analyse-Zeit. Das
Pentasaccharid 1,1,1-Kestopentaose eluierte beispielsweise erst nach 32 Minuten. Durch die Erhéhung
des Laufmittel-Wasseranteils auf 35 % [v/v] konnte die Retention der Analyten und somit auch die
Analyse-Zeit auf unter 15 Minuten reduziert werden. Da bei der enzymatischen Hydrolyse von Levan
deutlich langere FOS-DPs generiert werden kdnnen (Mardo et al. 2017), wurde die Trennleistung einer
Eurospher Trennséule mit groRerem Partikeldurchmesser (5 pm) gepruft. Mit steigendem
Partikeldurchmesser sinkt die Anzahl an Trennbdden, die Zucker kdnnen die S&ulenmatrix schlechter
lateral penetrieren, wodurch es zu verringerten Retentionszeiten kommt (Carr et al. 2009). Dieser Effekt
zeigte sich bei der Auftrennung der Inulin-FOS deutlich, da die funf Zucker mit variierendem DP in
unter sieben Minuten von der S&ule eluierten, was einen sehr hohen Probendurchsatz und die
Auftrennung langkettiger FOS ermdglichte. Aufgrund der schnellen, hochausldsenden Trennleistung
wurde die Eurospher 1l 100-5 NH2 (250 x 40 mm; Knauer GmbH; Berlin, Deutschland) fir die

Charakterisierung Levan-hydrolysierender Enzyme verwendet.

Obwohl sich Aminophasen hervorragend fur die Analyse von Kohlenhydraten eignen, weist dieser
Saulentyp zwei Defizite auf, die sich negativ auf die Lebenszeit der Sdule auswirken. Einer dieser
Nachteile ist die hohe Reaktivitdt der terminalen Aminogruppen, die mit Aldehyden und Ketonen
Schiff’sche Basen ausbilden konnen, was zu einer irreversiblen Adsorption der Analyten fuhrt. Des
weiteren ist das Silica-Rickgrat der Séulen anféllig gegeniiber hohen pH-Werten (Tanaka et al. 2003).
Dieser Effekt konnte in dieser Arbeit ebenfalls beobachtet werden und &uferte sich mit steigender
Analysenzahl in Form von abnehmenden Retentions- und Aufldsungswerten. Um eine hohe Daten-
Validitat und Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, wurde daher ein weiterer S&ulentyp untersucht. Bei
der Asahipak NH2P-50 3E Trennsdule (Showa Denko K.K.; Tokio, Japan) handelt es sich um eine
Polymer-basierte  Aminophase, deren Ruckgrat sich aus einem Polyvinyl-Alkohol-Polymer
zusammensetzt. Dieses Polymer bietet eine verbesserte chemische Stabilitdt gegenuber Kieselgel-
basierten Sdulen, wodurch die Sdule ohne Aufldsungsverlust in einem pH-Bereich zwischen pH 2 und
pH 13 betrieben werden kann. Die Asahipak Trennsdule lieferte vergleichbare Auflésungs- und
Retentionswerte wie die Silica-basierten Trennsiulen der Knauer GmbH, zeigte jedoch eine deutlich
hohere Stabilitat, was zu einer verbesserten Reproduzierbarkeit beitrug. Aus diesem Grund wurde die
Asahipak NH2P-50 3E als geeignetste Sdule fir die beabsichtigte Auftrennung von

Fruktooligosacchariden eingeordnet.

114



4. Diskussion |

4.2.3 Produktspektren rekombinanter Endolevanasen

Auf Basis der etablierten, chromatographischen Nachweismethode konnten die Produktspektren der
rekombinanten Endolevanasen aus B. thetaiotaomicron DSM 2079, B. licheniformis DSM 13 und
A. chroococcum DSM 2286 detailliert aufgeklart werden. Anders als unter Verwendung von RBB-
Levan wurde durch den Einsatz von pflanzlichem Levan bestatigt, dass alle drei Enzyme in der Lage
waren, das B-2,6-glykosidisch verknuipfte Fruktan-Polymer Levan zu hydrolysieren (Abbildung 36).
Dabei offenbarte die in dieser Arbeit erstmals charakterisierte Endolevanase aus A. chroococcum DSM
2286 einzigartige, hydrolytische Eigenschaften. Das Enzym produzierte ausgehend von Timothy Gras
Levan-FOS mit einem DP zwischen 2 und 8 und geringe Mengen monomerer Fruktose. Nach
Umsetzung des supplementierten Levans fanden sich etwa 85 % der aus dem Levan freigesetzten
Fruktose-Einheiten in FOS mit einem DP > 3 wieder. Diese Produkte diirfen entsprechend der
Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 des Europdischen Parlaments und des Rates als prébiotische
Ballaststoffe deklariert werden. Ein &hnliches Produktspektrum wurde in der Literatur bereits fur die
Endolevanasen aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 (Mardo et al. 2017), B. licheniformis DSM 13
(Porras-Dominguez et al. 2014) und Bacillus sp. L7 (Miasnikov 1997) beschrieben. Im Gegensatz zu
diesen Endolevanasen besitzt LevBa2gs jedoch eine deutlich héhere spezifische Aktivitat, wie die
enzymatische Charakterisierung des rekombinanten Enzyms aufdeckte. Wie Tabelle 31 verdeutlicht,
hebt sich LevBa22ss mit einem Vmax von 6685 + 224 U mg™ deutlich von bisher Endolevanasen ab.

Tabelle 31: Uberblick tiber die spezifischen Aktivitaten Levan-hydrolysierender Enzyme. Die Liste basiert auf der
Publikation von Zhang et al. (2019).

Enzym Organismus Spez. Aktivitat Referenz
[U mg™]

LevBasgs* Azotobacter chroococcum DSM 2286 6685 Diese Arbeit
LevB,* Bacillus licheniformis DSM 13 36 Diese Arbeit
LevB,* Bacillus licheniformis IBt1 1.8 (Porras-Dominguez et

al., 2014)
BTi760™ Bacteroides thetaiotaomicron DSM 2079 333 Diese Arbeit
BTi760™ Bacteroides thetaiotaomicron DSM 2079 310 (Mardo et al. 2017)
LevB* Bacillus subtilis 168 3 (Jensen et al. 2016)
LevB* Bacillus sp. L7 128 (Miasnikov 1997)
LevB* Bacillus sp. No. 71 21.7 (Murakami et al. 1992)
LevB Pseudomonas sp. No. 43 30.5 (Kang et al. 1999)
LevB Actinomyces viscosus ATCC 19246 851 (lgarashi et al. 1987)
LevB Arthrobacter ureafaciens 29.4 (Tanaka et al. 1989)

* Levan-abbauende Enzyme mit endo-Reaktionsmechanismus

Von den Levan-abbauenden Enzymen mit endo-artigem Reaktionsmechanismus zeigte die
Endolevanase BT1760 aus B. thetaiotaomicron DSM 2079 mit 310 U mg* die bisher héchste spezifische
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Aktivitat (Mardo et al., 2017). Neben der ebenfalls in dieser Arbeit durchgefuhrten Deletion des N-
terminalen Signalpeptids erweiterten die Wissenschaftler um Karin Mardo den C-Terminus von BT1760
zwecks Aufreinigung mit einen Poly-Histidin-Tag. Trotz der N-terminalen Modifikation, zeigte die in
dieser Studie untersuchte verkirzte Version von BT1760 nahezu identische Aktivitatswerte (333
U mg?). Insgesamt war die spezifische Aktivitat der hier untersuchten Endolevanase LevB2gs 20-mal
hoher als die spezifische Aktivitdt von BT1760. An dieser Stelle muss erwéhnt werden, dass ein
einheitlicher Vergleich der Endolevanase-Aktivititen aufgrund der vielseitigen Produktspektren nur
bedingt mdglich ist. Im Fall von Exolevanasen ist der quantitative Nachweis der freigesetzten Fruktose-
Einheiten eine valide Methode zur Aktivitatsbestimmung. In diesem Zusammenhang ist die
Bestimmung der freigesetzten Fruktose-Aquivalente zu einer Methode der Wahl fiir Levanasen mit
endo-artigem Reaktionsmechanismus geworden (Kasperowicz et al., 2010; Porras-Dominguez et al.,
2014). Dieser Ansatz ist jedoch aufgrund der Variabilitdt des Polymerisationsgrads der Hydrolyse-
Produkte nicht ideal. Neben der hohen Aktivitat zeigte sich firr die Endolevanase LevBazgs €in weiteres
Alleinstellungsmerkmal. Wie der Reaktionsverlauf der rekombinanten Endolevanasen zeigte
(Abbildung 38), benétigte das Enzym unter den gegebenen Reaktionsbedingungen etwa drei Stunden,
um das supplementierte Levan zu hydrolysieren. Die Reaktion wurde fiir 20 weitere Stunden verfolgt,
wodurch offenbart wurde, dass LevBa2ss in dieser Zeit nahezu keine relevanten Mengen an Fruktose und
Levanbiose freisetzte. Innerhalb der verlangerten Inkubation stieg der relative Anteil der unerwiinschten
Produkte Fruktose und Levanbiose an den Reaktionsprodukten von 15,3 % auf 23,6 %. Ein &hnliches
Phdnomen zeigte sich ebenfalls unter Verwendung von bakteriellem Levan, das mit Hilfe der
rekombinanten Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 produziert wurde. Im Vergleich dazu lag der
Anteil der unerwiinschten Produkte Fruktose und Levanbiose an den Gesamtprodukten bei den beiden
ebenfalls untersuchten Endolevanasen BT1760 und LevB; deutlich héher. Nach Ablauf der verlangerten
Inkubation belief sich deren relativer Anteil auf 38,7 % (BT1760) und 65,7 % (LevB,).

Das einzigartige hydrolytische Verhalten bei verlangerter Inkubation untermauert die im vorherigen
Kapitel aufgestellte Hypothese des prozessiven Hydrolyse-Mechanismus der Endolevanase aus
A. chroococcum DSM 2286. Wie die chromatographische Analyse der Reaktionsprodukte zeigte, schien
das untersuchte Enzym nur bedingt in der Lage zu sein, FOS mit einem DP < 6 als Substrat flr die
enzymatische Hydrolyse zu verwenden (Abbildung 37). Die Tatsache, dass bei der durch Endolevanasen
katalysierten Reaktion bereits im friihen Reaktionsverlauf kurzkettige FOS entstehen, deutet darauf hin,
dass die Enzyme vorwiegend an den Enden der Levan-Ketten arbeiten. Dadurch kommt es zur
Ausbildung einer Sattigungskurve, die im friihen Verlauf der Reaktion die stirkste Steigung aufweist.
Eine solche Sattigungskurve, die nachfolgend in Abbildung 56A dargestellt ist, konnte in dieser Arbeit
und auch in der Literatur fir die Endolevanase-vermittelte FOS-Freisetzung beobachtet werden (Porras-
Dominguez et al. 2014; Mardo et al. 2017). Wirden die Enzyme dieser Enzymklasse vorwiegend

zentrale Bindungen des Polymers hydrolysieren, wiirde die FOS-Freisetzung einen exponentiellen
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Charakter vorweisen, da es aufgrund des extremen Molekulargewichts von Levan erst im spaten Verlauf
zu einer Freisetzung kurzkettiger FOS kdme (Abbildung 56B).

Konzentration
kurzkettiger FOS

S|
S
St

Abbildung 56: Visuelle Darstellung der durch Endolevanasen katalysierten Hydrolyse von Levan. Bei den
dargestellten Mechanismen und Graphen handelt es sich um hypothetische Modelle. Modell A beschreibt einen
Mechanismus, bei dem die Levan-Hydrolyse am Ende des Molekdls stattfinden, wahrend es bei Modell B zu einer
Hydrolyse in zentralen Bereichen des Polymers kommt.

Maoglicherweise bildet die Endolevanase LevBass aus A. chroococcum DSM 2286 einen stabilen
Komplex mit dem Levan-Polymer aus, lauft die Fruktan-Kette entlang und setzt in unregelmagigen
Abstanden FOS oder Fruktose frei. Das Enzym scheint aufgrund sterischer Griinde nicht oder nur in
sehr geringem Mal%e in der Lage zu sein, die in diesem Prozess freigesetzten FOS erneut als Substrat zu
verwenden. Die Beobachtung, dass die produzierten FOS auch bei verlangerte Inkubation auf einem
konstant hohen Konzentrationsniveau bleiben, deutet darauf hin, dass LevB2ss kurzkettige FOS nur
bedingt hydrolysieren kann. Dieses fiir LevB22gs beobachtete Phdanomen ist einzigartig, da bisher nahezu
alle in der Literatur beschriebenen Levan-hydrolysierenden Enzyme eine Hydrolyse der gebildeten FOS
bei elongierter Inkubation zeigten, was zu einem kontinuierlichem Anstieg der Fruktose- und
Levanbiose-Konzentration fiihrte (Zhang et al. 2019). Ein entsprechender Anstieg konnte auch fir die
in dieser Arbeit untersuchten Endolevanasen LevB; aus B. licheniformis DSM 13 und BT1760 aus

B. thetaiotaomicron DSM 2079 nachgewiesen werden.

In Bezug auf die industrielle Applikation zur Produktion von Levan-basierten FOS erwies sich LevB22gs
nach Abschluss der enzymatischen Charakterisierung als geeignet. Das Enzym zeigte bis zu einer
Temperatur von 45 °C Aktivitat und ist an einen leicht sauren pH angepasst, da das Protein bei einem

pH von 6 optimale Aktivitat aufwies.

Von Mitgliedern der Gattung Azotobacter ist bekannt, dass sie verschiedene Oberflachenpolymere wie
Alginat, Levan und Cellulose produzieren (Ndfiez, Moreno, Soberdn-Chavez, & Espin, 1999; Sadoff,

1975). Diese Polymere sind vermutlich Bestandteile von austrocknungsresistenten Zysten, die Schutz
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fiir die Nitrogenase und andere potenziell O,-empfindliche Proteine bieten (Sabra, Zeng, Lunsdorf, &
Deckwer, 2000). Laut Annotation kodiert das im Genom von A. chroococcum DSM 2286 enthaltene
Gen sacB (GenBank-Eintrag: EV691 101303) fiir eine Levansucrase, die wahrscheinlich fir die Levan-
Synthese verantwortlich ist. Das Gen, das fur die in dieser Arbeit untersuchte Endolevanase (GenBank-
Eintrag: EV691_101302) kodiert, befindet sich in der direkten genomischen Umgebung von SacB. Es
ist daher wahrscheinlich, dass sacB und levB2286 ein funktionales Operon ausbilden. Laut Annotation
handelt es sich beim Genprodukt von EV691 101302 um eine Levanbiose-produzierende Levanase der
Enzymklasse 3.2.1.64. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, gehort die Endolevanase LevBa2ss jedoch zu
den Endolevanasen der Enzymklasse 3.2.1.65. Diese Diskrepanz verdeutlicht, dass die Computer-
basierte, automatische Annotation fur Levan-abbauende Enzyme nicht ausreicht, um klare Aussagen
uber die Enzymfunktion zu treffen. Hier miissen biochemische Charakterisierungen erfolgen, um die

Enzym-Funktionen und -Aktivitaten zu bestimmen.

4.3 Extrakt-basierte Produktion Levan-basierter FOS

Die Charakterisierung der rekombinanten Enzyme LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417 und LevB22gs
aus A. chroococcum DSM 2286 lieferte wichtige Erkenntnisse uber die Merkmale der heterolog
produzierten Proteine und bestatigte, dass beide Proteine ertragreich in E. coli produziert werden
konnen. Beide Enzyme zeigten hohe spezifische Aktivitditen und vorteilhafte hydrolytische
Eigenschaften fir die beabsichtigte Produktion von prabiotischen FOS mit einem DP > 3. Unter
Verwendung der Aminophasen-Trennsdulen wurde durch HPLC-Analysen gezeigt, dass die
Levansucrase aus G. japonicus LMG 1417 ausgehend von Saccharose relevante Mengen kurzkettiger
FOS produziert. Zeitgleich kam es aber auch zur Akkumulation von polymerem Levan, welches die
Viskositat entsprechender Reaktionslésungen stark erhdhte und einen Probenaufbereitung erschwerte.
Die Charakterisierung der Endolevanase LevBass legte offen, dass das Enzym in der Lage ist, Levan
schnell in kurzkettige FOS zu tberfuhren, was mit einer Reduktion der Viskositat der Reaktionslésung
einherging. Durch den simultanen Einsatz beider Enzyme in einem gemeinsamen Reaktionsansatz sollte
Uberpruft werden, ob die Aktivitat beider Enzyme genutzt werden kann, um Saccharose direkt in Levan-

basierte FOS umzusetzen.

4.3.1 Extrakt-basierte Produktion Levan-artiger FOS

Bevor die simultane Aktivitat der Levansucrase LevS1417 und Endolevanase LevBa2gs untersucht
wurde, erfolgte eine Produktion Levan-basierter FOS unter Verwendung von E. coli NEB5-alpha Roh-
Zellextrakt. Der Einsatz von Zellextrakt umgeht die kosten- und zeitaufwendige Aufreinigung
rekombinanter Proteine durch geeignete Reinigungsverfahren. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Strep-
Tactin-Affinitadtschromatographie eignet sich zwar im LabormaRstab fiir eine schnelle und zuverlassige
Aufreinigung rekombinanter Enzyme, im industriellen MaRstab wirde dieses Verfahren die
Prozesskosten jedoch drastisch erhéhen. Um die kostenintensive Aufreinigung zu umgehen, sollte daher

analysiert werden, ob die in dieser Arbeit untersuchten Endolevanasen in Form von E. coli Zellextrakt
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ahnliche Produktspektren generieren wie in aufgereinigter Form. Zellfreie Bio-Prozesse werden in der
Industrie bereits fur zahlreiche Produktionen eingesetzt und ersetzen vermehrt Zell-basierte
Fermentationen (Rollin et al. 2013). Vor mehr als 100 Jahren nutzte der deutsche Chemiker Eduard
Alois Buchner Zell-freien Extrakt von Hefezellen zur Produktion von Ethanol und ebnete damit den
Weqg fir einen bis heute etablierten Zweig in der Biotechnologie (Buchner 1897). Im Jahr 1907 erhielt
er fur diese Errungenschaft den Nobelpreis in Chemie. Zell-freie Prozesse haben zahlreiche Vorteile
gegeniiber Prozessen, die auf lebenden Mikroorganismen basieren, darunter erhéhte Ausbeuten (Ye et
al. 2009), eine verbesserte Prozesssteuerung (Carlson et al. 2012) und eine héhere Toleranz gegenuber
toxischen Substanzen (Wang et al. 2011) und Produkten (Guterl et al. 2012). Eines der bekanntesten
industriellen Beispiele fur die zell-freie Biotechnologie ist die Isomerisierung von Glukose zu Fruktose
durch den Einsatz von Glukose-lsomerasen. Durch Mutagenese wurden die in heutigen Prozessen
verwendeten Glukose-Isomerasen derart stabilisiert, dass eine Aufreinigung der Enzyme nicht mehr
notwendig ist. Zwecks Wiederverwendbarkeit erfolgt dennoch h&ufig eine Immobilisierung des
Enzyms, indem Zell-Rohextrakt uber ein spezielles Tragermaterial geleitet wird, an der die Glukose-
Isomerase adsorbiert. In dieser Form kann das Enzym als kostengtinstiger und wiederverwendbarer

Biokatalysator dienen (Bhosale et al. 1996).

Um die Vorteile der Zell-freien Biotechnologie auf die beabsichtigte Produktion Levan-basierter FOS
zu Ubertragen, wurde ausgehend von den Stammen E. coli pASK5_levB2286, E. coli pASK5_levB Blic
und E. coli pASK5_bt1760 (Kapitel 2.2.3) Zell-Extrakt hergestellt. Alle drei Extrakte produzierten
ausgehend von polymerem Levan kurzkettige FOS, wie chromatographisch durch HPLC-Analysen
nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.6.1). Die im Zuge der enzymatischen Hydrolyse generierte
Produktspektren dhnelte den Produktspektren, die ausgehend von aufgereinigten Enzymen erzeugt
wurden. Dies implizierte, dass die rekombinanten Enzyme nicht durch die zelleigenen Proteine des
Produktionsorganismus E. coli NEB5-alpha negativ beeinflusst wurden und der Produktionsorganismus
selbst keine Enzyme produziert, die das B-2,6-glykosidische Fruktanpolymer Levan hydrolysieren.
BlastP-Analysen gegen das Genom von E. coli DH5a konnten keine Hydrolasen identifizieren, die eine
ausreichende Sequenziibereinstimmung zu der hier untersuchten Endolevanase LevB22gs aufwiesen. Die
hochste Ubereinstimmung erzielte mit einer Query-Cover von 6 % und einer Ubereinstimmung von
37,5 % die Protein-Deglycase YajL. Dieses Enzym katalysiert den Abbau von Maillard-Addukten, die
sich zwischen den Aminogruppen von Proteinen oder Nukleotiden und reaktiven Carbonylgruppen von
Glyoxalen ausbilden konnen (Abdallah et al. 2016).

4.3.2 2-Stamm-System: Extrakt-basierte Produktion Levan-artiger FOS aus

Saccharose

Die Ergebnisse der Extrakt-basierten FOS-Produktion bestatigten die Funktionalitit der Endolevanase
LevB2ygs in dem produzierten Extrakt-System. Um ausgehend von Saccharose eine skalierbare

Produktion Levan-basierter FOS zu ermdglichen, wurde im néchsten Schritt der Endolevanase-haltige
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Extrakt mit einem Levansucrase-haltigen Extrakt vereint und in eine entsprechende Reaktion eingesetzt.
Als Produktionsorganismus fir den Levansucrase-haltigen Extrakt diente E. coli NEB5-alpha
pASK5 levS1417. Die simultane Aktivitat der beiden Rohextrakte flhrte, ausgehend von Saccharose,
direkt zur Produktion Levan-basierter FOS (Abbildung 42). Mit einer Effizient von 59,5 % wurden die
in der Saccharose-enthaltenen Fruktose-Einheiten in FOS mit einem Polymerisierungsgrad > 3
eingebaut. Anders als bei den zuvor untersuchten Einzelreaktionen wurden in dem untersuchten 2-
Stamm-System relevante Mengen monomerer Fruktose freigesetzt. Zum Zeitpunkt der letzten
Probennahme wurde eine Fruktose-Konzentration von 36,9 mM detektiert, was einem relativen Anteil
an den freigesetzten Fruktose-Aquivalenten von 42,2 % entsprach. Dieser vergleichsweise hohe Wert
lasst sich zurlickfihren auf die geringe Saccharose-Konzentration (85 mM), die fiir die Extrakt-basierte
Reaktion eingesetzt wurde. Fur Levansucrasen ist bekannt, dass die Konzentration des Substrates
Saccharose groRe Auswirkungen auf das Verhaltnis aus Transfruktosylierungs- und Hydrolyse-Aktivitat
hat. Bei geringeren Konzentrationen arbeitet das Enzym vermehrt hydrolytisch und spaltet Saccharose
in die monomeren Untereinheiten Fruktose und Glukose. Erhdht man die Saccharose-Konzentration,
sinkt die hydrolytische Aktivitat, wodurch der relative Anteil der Transfruktosylierungsprodukte Levan
und FOS zunimmt (Chambert et al. 1974; Tian & Karboune 2012; Santos-Moriano et al. 2015). Der
beabsichtigten Produktion prabiotischer FOS kommt dieses Ph&nomen zugute, da eine Maximierung der

Substrat-Konzentration eine Maximierung der erwiinschten Reaktionsprodukte zur Folge hat.

Trotz der vergleichsweise hohen Fruktose-Konzentration, die im Zuge der enzymatischen Reaktion
freigesetzt wurde, konnte die Funktionalitdt des 2-Stamm-Systems bestatigt werden. Das kritische
Element der Viskositatserhohung wurde durch die simultane Levansucrase/Endolevanase-Aktivitat
umgangen, was zeitgleich zur Produktion prabiotischer FOS fiihrte. Diese kénnen im industriellen
Mafstab unproblematisch durch Verfahren wie Nanofiltration (Kuhn et al. 2010), Festbett-Sdulen-
Chromatographie (Kuhn & Filho 2010; Kuhn et al. 2014) oder die moderne SMB-Technologie (Nobre
et al. 2010) aufgereinigt werden.

4.3.3 1-Stamm-System: Extrakt-basierte Produktion Levan-artiger FOS aus

Saccharose

Aufbauend auf den Ergebnissen zum zuvor diskutierten 2-Stamm-System erfolgten verschiedene
Optimierungen, um die Handhabung der Extrakt-basierten FOS-Produktion zu vereinfachen und die
generierten Ausbeuten zu erhéhen. Ein Ansatzpunkt zur Optimierung war die Reduktion der fur die
Extrakt-Produktion notwendigen Stdmme, sprich, die Entwicklung eines 1-Stamm-Systems. Fir diesen
Ansatz  wurde zundchst ein geeignetes Expressionsplasmid konstruiert, welches den
Produktionsorganismus E. coli zur simultanen Produktion der rekombinanten Enzyme LevS1417 und
LevB2ss befdhigt. Dafur wurde das Plasmid pASK5 levS1417 levB2286 erstellt (Kapitel 3.6.3.1
Konstruktion eines 1-Stamm-Systems zur heterologen Produktion von LevS1417 und LevB22ss). Bei

diesem Plasmid stehen beide Gene unter unabh&ngigen regulatorischen Elementen des pASK-IBA5
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Vektors. Diese Elemente schlieRen den Promotor- und Operatorbereich, die RBS und die
Transkriptions-Terminationssequenz ein. Nach Transformation des Plasmids in E. coli NEB5-alpha und
Herstellung des entsprechenden Zellextraktes, wurde die Funktionalitdat des Expressionssystems
untersucht. Um die Aktivitat der beiden rekombinanten Enzyme im 1-Stamm-System-Extrakt
nachzuwiesen, wurden der produzierte Extrakt fir einen entsprechenden Reaktionsansatz eingesetzt.
Um die hydrolytische Aktivitat der Levansucrase méglichst niedrig zu halten, wurde fiir die Assays eine
geséttigte Saccharose-Losung eingesetzt. Die chromatographische Auswertung der diskontinuerlich
entnommenen Proben bestatigte, dass durch die Erhéhung der Substrat-Konzentration die hydrolytische
Aktivitat der im Extrakt befindlichen Levansucrase LevS1417 deutlich reduziert wurde. Aufgrund der
zeitgleich wirksamen Endolevanase konnte die hydrolytische Aktivitat der Levansucrase nicht valide
bestimmt werden, da die hydrolytische Aktivitdt von LevBasgs ebenfalls zur Freisetzung geringer
Mengen Fruktose fiihrte. Insgesamt lag der relative Anteil der freien Fruktose-Einheiten, die durch die
hydrolytische Aktivitat der beiden verwendeten Enzyme produziert wurde, bei 10,6 % der aus der
Saccharose freigesetzten Fruktose-Einheiten. Unter Verwendung der deutlich erhéhten Substrat-
Konzentration muss es im Zuge der bi-enzymatischen Reaktion zu einer Akkumulation von FOS der
Formel GF, gekommen sein. Dieses Phdnomen wurde bereits bei Assays mit der aufgereinigten
Levansucrase LevS1417 (Kapitel 3.2.3 In-vitro-Levanproduktion durch die rekombinante Levansucrase
LevS1417) und der Zell-freien Produktion von Levan-basierten Fruktanen beobachtet (Kapitel 3.3.5
Zell-freie Levan-Produktion durch Kulturiiberstand von G. japonicus LMG 1417). Zum Zeitpunkt der
Assay-Durchfiihrung war das chromatographische Nachweisverfahren auf Basis der Aminophasen-
Trennséaulen noch nicht etabliert. Die fir die Quantifizierung der Reaktionsprodukte verwendete Bio-
Rad-Sdule Aminex HPX-42A ermdglichte keine Differenzierung zwischen FOS mit Fy- und GFy-
Zusammensetzung. Die Gesamtheit der Produkte mit einem DP > 3 wurde daher in Form von Fruktose-
Aquivalenten quantifiziert. Diese Quantifizierungsmethode fiinrte zu einer Uberbestimmung der zum
letzten Probenzeitpunkt nachweisbaren Fruktose-Einheiten (121 %) und entsprechend zu einer
Unterbestimmung der nachweisbaren Glukose-Einheiten (79,6 %). Trotz der Fehlverteilung der
Monomer-Einheiten, kann die Massen-Ausbeute der FOS valide bestimmt werden, da Glukose und
Fruktose das gleiche Molekulargewicht aufweisen. Demnach lag die Ausbeute an FOS mit einem
Polymerisierungsgrad > 3 bei 498,6 g L. Bezogen auf das Substrat Saccharose zeigte die Extrakt-
basierte Produktion (1-Stamm-System) eine Raum-Zeit-Ausbeute von 207,8 g L't hl. Dieser Wert lag
deutlich tber den Raum-Zeit-Ausbeuten die durch die Kultur-basierten Ansétze (6,03 g L™ h't; Kapitel
3.3.2 G. japonicus LMG 1417 vs. G. japonicus LMG 1417 pBBR1_p264 levS1417: Batch-
Kultivierung), die Fermentationen (13 g L™ h'; Kapitel 3.3.4 Fermentation von G. japonicus LMG 1417
und dem erstellten Uberexpressionsstamm) und das Zell-freie Produktionssystem (9,85 g L™ h'*; Kapitel
3.3.5 Zell-freie Levan-Produktion durch Kulturiiberstand von G. japonicus LMG 1417) auf Basis von

G. japonicus LMG 1417 erzielt werden konnten.
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Um die Raum-Zeit-Ausbeute des Prozesses noch weiter zu steigern, wurde das Plasmid
pASK5 levS1417 levB2286 in E. coli BL21 eingebracht (Jeong et al. 2016). Dieser Stamm eignet sich
aufgrund der Defizienz der lon- und ompT-Proteasen flir die heterologe Proteinproduktion und sollte
gegeniber dem Klonierungsstamm E. coli NEB5-alpha hthere Ausbeuten der rekombinanten Enzyme
LevS1417 und LevBa2ss ermdglichen. Tatsachlich wurde die Raum-Zeit-Ausbeute unter Verwendung
des BL21-Extraktes um 36,5 % auf 283,7 g L h?! gesteigert. Erneut zeigten die HPLC-Analysen des
diskontinuierlich beprobten Assays ein Ungleichgewicht in Bezug auf die detektierten Fruktose- und
Glukose-Einheiten, was auf die geringe Auflésung und Trennleistung der verwendeten Trennsdule
Aminex HPX-42A zuriickzufithren war. Die nachgewiesener Fruktose-Aquivalente lagen mit 129,2 %
erneut deutlich Ober den nachweisbaren Glukose-Einheiten (99,5). Grundsatzlich muss davon

ausgegangen werden, dass die Produkte in dieser Versuchsreihe iberquantifiziert wurden

Um die Stabilitat der im Extrakt befindlichen rekombinanten Enzyme auszutesten und den Anteil der
zugesetzten Extrakt-Menge zu reduzieren, wurde im Triplikat eine weitere Versuchsreihe durchgefunhrt,
fiir die reduzierte Volumina des zuvor beschriebenen Extraktes eingesetzt wurden (Kapitel Zwei
Proteinbanden wurden mittels Silberfarbung (Abbildung 44B) und Western Blotting (Abbildung 44C)
generiert, die den vorhergesagten Molekulargewichten der Endolevanase (58,7 kDa) und der

Levansucrase (51,2 kDa) entsprachen.

3.6.3.2 Untersuchung des 1-Stamm-Systems zur Extrakt-basierten FOS-Produktion). In den
untersuchten Reaktionen wurden bei der Zugabe von 5 pl Rohextrakt nach 55 stiindiger Inkubation 90
% [w/w] der aus dem Substrat Saccharose freigesetzten Glukose- und Fruktose-Einheiten in den
chromatographisch detektierten Reaktionsprodukten nachgewiesen. Die Ausbeute an FOS mit einem
DP > 3 belief sich nach Ablauf der Reaktion auf 372,6 + 10,8 g L. Bei der Zugabe von 10 pl Rohextrakt
verlief die Reaktion erwartungsgemal schneller, sodass bereits nach 27 Stunden mehr als 90 % [w/w]
des Substrates umgesetzt wurden. 97,7 % [w/w] der freigesetzten Glukose- und Fruktose-Einheiten
lieBen sich zu diesem Zeitpunkt in den Produkten wiederfinden. FOS mit einem DP > 3 wurden zum
Zeitpunkt der letzten Probennahme in einer Konzentration von 369 + 12,6 g L™ nachgewiesen. Durch
den vollstandigen Ablauf der enzymatischen Reaktion bei deutlich reduzierten Extrakt-Volumina wurde
die Stabilitat der rekombinanten Enzyme in Extrakt-Form verifiziert. Die Enzyme zeigten fir mehr als
50 Stunden Aktivitidt und das Abflachen der Saccharose-Umsetzung zum Ende der Reaktion lies sich
eher mit dem hohen Ku-Wert der beteiligten Levansucrase LevS1417 begriinden, als mit einer zeitlich
bedingten Inaktivierung der Enzyme. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der Anteil an
Extrakt-Volumen fiir die Extrakt-basierte Produktion Levan-basierter FOS noch weiter reduziert werden

kann.

4.3.3.1 Upscaling der Extrakt-basierte Produktion Levan-basierter FOS aus Saccharose
Um die Skalierbarkeit des entwickelten Systems zu testen, wurde die etablierte Extrakt-basierte FOS-

Produktion auf einen 500 ml Malstab ausgeweitet. Zwischen der Durchfiihrung der zuvor beschriebenen
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Extrakt-basierten Ansétze und der Upscale-Produktion konnte die chromatographische Analytik durch
den Einsatz von Aminophasen-Trennséaulen deutlich verbessert werden. Diese Saulen ermdglichen die
Identifizierung und Quantifizierung von FOS mit gleichem Polymerisierungsgrad aber variierendem
Bindungstypen. Das im Duplikat durchgefiihrte Experiment bestatigte die Skalierbarkeit des
entwickelten Verfahrens und untermauerte die Beobachtung, dass die Ausbeute an FOS bzw.
polymerem Levan erheblich von der Menge an zugefugter Levansucrase abhangt. Nach der 48-
stiindigen Inkubation, in der die Saccharose-Konzentration von 809,6 + 1,3 auf 127 + 0,7 g L reduziert
wurde, zeigte sich ein heterogenes Produktspektrum, welches FOS mit GF, und F,-Struktur beinhaltete.
Das Auftreten von FOS mit F,-Charakter bestétigte die Funktionalitit der Endolevanase LevBjzss im
Extrakt-basierten System. In Ubereinstimmung mit den Daten von Raga-Carbajal et al. (2016) zeigte
sich, dass die Levansucrase LevS1417 1-Kestose und 6-Kestose als initiale Produkte der Levansucrase-
vermittelten Transfruktosylierungsreaktion bildete. Diese Verbindungen wurden dann an Position 6 der
terminalen Fruktose-Einheit durch weitere Fruktose-Einheiten elongiert, was zur Akkumulation von 1K-
FOS und 6K-FOS fuhrte. Am Ende der 48-stiindigen Inkubation betrug die Ausbeute an FOS mit einem
DP > 3 und internen B-2,6-Fructosylresten 319,9 + 16,6 g L. Das bi-enzymatische System lieferte
uberwiegend FOS mit GF,-Charakter, welche, wie kurzlich publizierte Daten zeigten, probiotische
Bakterien besser in ihrem Wachstum férdern als FOS mit Fp-Charakter (Wang et al. 2020).

Bisher wurde in der Literatur erst ein einziges Produktionsverfahren erwahnt, indem Levan-FOS durch
den simultanen Einsatz einer Levansucrase und Endolevanase produziert wurden. Die Forscher um
Jaime R. Porras-Dominguez fusionierten die Levansucrase SacB aus B. subtilis 168 mit der
Endolevanase LevB; aus B. licheniformis IBt1 und produzierten mit dem Fusionsprotein ausgehend von
Saccharose Levan-basierte FOS (Porras-Dominguez et al. 2017). Auf diese Weise wurde bei einem
Volumen von 600 ml eine Levan-FOS Ausbeute von 210,4 g L™ und bei 1,7 L eine Levan-FOS Ausbeute
von 208,4 g L erzielt. Wie in einer friiheren Publikation aufgeklart wurde, produziert die Endolevanase
LevB; aus B. licheniformis IBt1 mit einer spezifischen Aktivitat von 1,8 U mg?* FOS mit einem DP
zwischen 2 — 8 (Porras-Dominguez et al. 2014). Bei verlangerter Inkubation bildet das Enzym groRere
Mengen des Disaccharids Levanbiose. Dieser Effekt machte sich auch bei der FOS-Synthese unter
Verwendung des Fusionsproteins LevBiSacB bemerkbar, da dort Levanbiose mit einem Gehalt von 48,9
g L das primare Reaktionsprodukt darstellte. Vor dem Hintergrund von Verordnung (EU) Nr.
1169/2011 des Européischen Parlaments und des Rates kann dieses Produkt nicht als prébiotischer
Ballaststoff deklariert werden. Wie die HPAEC-PAD-Chromatogramme in der erwédhnten Publikation
zeigen, generierte das Fusionsprotein, dhnlich wie das in dieser Arbeit verwendete bi-enzymatische
System, ein heterogenes FOS-Spektrum. Ein genauer Vergleich mit dem System von Porras-Dominguez
et al. (2017) kann an dieser Stelle nicht vorgenommen werden, da die Autoren in ihrer Verdffentlichung
keine Angaben darliber machten, wie viel Zeit das Fusionsprotein LevB:SacB fur die Umsetzung der
supplementierten Saccharose benétigte. Des Weiteren wird aus der Publikation nicht ersichtlich, welche

Proteinausbeuten durch den verwendeten Produktionsstamm E. coli erzielt wurden. Aufgrund der
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hoheren spezifischen Aktivitaten der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme LevS1417 und LevB2ogs
stellt das beschriebene Extrakt-basierte System eine vielversprechende Mdoglichkeit fur die skalierbare
Produktion Levan-basierter FOS dar. Um das prébiotische Potenzial des heterogenen FOS-Gemischs zu
evaluieren, welches durch das bi-enzymatische Verfahren generiert wird, sollten nachfolgende Arbeiten
untersuchen, inwiefern probiotische Bakterien durch das besagte FOS-Gemisch in ihrem Wachstum
gefdrdert werden. In diesem Zusammenhang konnte sich die ausgiebige Methodenentwicklung fur den
chromatographischen Nachweis der FOS bezahlt machen, da die verwendeten Aminophasen-
Trennséaulen Europsher 11 100-5 NH2 (Knauer GmbH; Berlin, Deutschland) und Asahipak NH2P-50
3E (ShowaDenko K.K.; Tokio, Japan) auch im préparativen Malstab verfugbar sind. Dies ermdglicht
die Abtrennung der relevanten FOS von den Beiprodukten Glukose, Fruktose und Saccharose durch
praparative HPLC und eine Verfutterung der gereinigten FOS an probiotische Bakterien der Gattungen
Lactobacillus und Bifidobacterium sowie an reprasentative Vertreter der intestinalen Mikrobiota.

4.3.4 Optimierung regulatorischer  Plasmid-Elemente zur  Steigerung

rekombinanter Proteinausbeuten

Um die Ausbeuten der rekombinanten Proteine LevS1417 und LevB2ss im Zuge der heterologen
Produktion in E. coli zu steigern, erfolgte eine Optimierung regulatorischer Elemente der verwendeten
PASK5-Uberexpressionsplasmide. Priméres Ziel der Optimierung war dabei die Modifikation der
Vektor-kodierten Ribosomenbindestelle. Grundsatzlich ist die bakterielle Translation durch vier Phasen
definiert: Initiation, Elongation, Termination und das Ribosomen-Turnover (Laursen et al. 2005). Die
Initiation der Translation, die hdufig den Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt wéhrend der
Translation darstellt, wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst. Zu diesen Faktoren zahlt die
Hybridisierung der 16S rRNA an die RBS-Sequenz, die Bindung der tRNAM™ET an das Start-Codon, die
Distanz zwischen der 16S rRNA-Bindestelle und dem Start-Codon (Spacer-Region) sowie das Auftreten
von RNA-Sekundarstrukturen, die die Bindestellen der 16S rRNA verdecken (de Smit & van Duin 1990;
Vellanoweth & Rabinowitz 1992; Chen et al. 1994; Kudla et al. 2009). Im Zuge der
Translationsinitiation bindet das 3'-Ende der 16S rRNA (in E. coli: 3' -AUUCCUCCA- 5') an die RBS
und vermittelt so die Bindung der mRNA an das Ribosom. Ein Abgleich der pASK-kodierten RBS
deckte auf, dass diese nur bedingt zur Hybridisierung mit dem erwéhnten 3'-Ende der E. coli 16S rRNA
geeignet ist. Auf Basis der Publikation von Ringquist et al. (1992) wurde die pASK-RBS durch die
Sequenz AGGAGG substituiert und die Spacer-Region angepasst. Die Modifikation der RBS- und
Spacer-Sequenz steigerte die Ausbeuten der rekombinanten Enzyme LevS1417 und LevBazgs deutlich
(Kapitel 3.6.4). Im Fall des erstgenannten Enzyms wurde die Gesamt-Ausbeute um den Faktor 2,5 von
4,1 mg auf 10,1 mg pro L Kultur gesteigert. Fir die Endolevanase LevBa2ss war der Effekt noch grofier.
Dort wurde der Ertrag an rekombinantem Protein durch die Modifizierung der RBS um den Faktor 4
von 3,6 mg auf 14,3 mg pro L Kultur erhéht. Die Optimierung der RBS stellte sich somit als effektives
Mittel fir die Maximierung rekombinanter Proteinausbeuten unter Verwendung der pASK-IBA5-

Vektoren dar. Um die Ausbeuten noch weiter zu steigern, sollte der Einsatz synthetischer RBS-
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Sequenzen in Betracht gezogen werden. Der von Howard M. Salis entwickelte RBS-Calculator generiert
auf Basis optimierter Algorithmen und kinetischer Modelle eine ideale Ribosomenbindestelle fiir
kodierende Nukleotidsequenzen (Salis et al. 2009). Diese synthetische RBS soll eine maximale

Translationsinitiationrate gewéhrleisten.

4.3.5 Integration des Gens levS1417 in das Genom von E. coli BW25113

Um den entwickelten Prozess zur Produktion Levan-basierter FOS weiter an industrielle MaRstébe
anzupassen, wurde eine Integration des Gens levS1417 in das Genom von E. coli BW25113
vorgenommen. Das daflir verwendete System auf Basis von CRISPR-Cas9, das von Bassalo et al. (2016)
entwickelt wurde, konnte effizient zur Integration der Levansucrase-kodierenden Nukleotidsequenz
verwendet werden (Kapitel 3.6.5). 50 % der im Anschluss an das Integrationsprotokoll gescreenten
Transformanten zeigten eine Integration des gewiinschten Fragmentes. Durch den Upstream des Gens
levS1417 gelegenen, konstitutiven T7ALl-Promotors ermdglichte die Integrationsmutante eine Induktor-
unabhéngige Produktion der Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417. Ferner wurde fiir
die Anzucht des Stammes kein Antibiotikum bendtigt, dass die Aufrechterhaltung der zuvor
verwendeten Plasmide gewahrleistete. Im direkten Vergleich mit dem Extrakt von E. coli BL21
pASK5_optRBS_levS1417 zeigte Zell-Extrakt auf Basis der Genomintegrante eine deutlich langsamere
Umsetzung von zugefugter Saccharose. Dies lasst sich durch die geringe Kopienzahl des Gens levS1417
begriinden, die die genomische Integration ermdglicht. Die multiple Integration der Levansucrase-
kodierenden Sequenz konnte jedoch ahnliche Produktionsraten wie die zuvor beschriebenen Plasmid-
basierten Systeme erzielen. Solch eine Multi-Integration sollte sich aufgrund der hohen Flexibilitat des
verwendeten Integrationsverfahrens unproblematisch bewerkstelligen lassen. Fiir die Endolevanase
LevBa2ss konnte keine Integrationsmutante generiert werden, da die Klonierung des fir die Integration
notwendigen Plasmids pSS9_optRBS_levB2286 fehlschlug. Wie die Arbeit von Bassalo et al. (2016)
zeigte, kann anstelle des pSS9-Plasmids auch ein lineares DNA-Fragment flr die Durchfiihrung des
Integrationsprotokolls verwendet werden. In zukinftigen Arbeiten kénnte somit durch synthetische
DNA-Fragmente, die die kodierende Sequenz der Endolevanase LevBy.gs beinhalten, eine erfolgreiche
Integration des Gens levB2286 in das Genom von E. coli BW25113 durchgefiihrt werden. Grundsétzlich
konnte die Effektivitat der CRISPR-Cas9 basierten Genomintegration in dieser Arbeit verifiziert
werden, sodass optimierte Stdmme fur industrielle Prozesse in zukunftigen Arbeiten generiert werden

kdnnen.

4.4 Prabiotika und Probiotika — Eine Ubersicht

Wie im einleitenden Teil dieser Arbeit erwdhnt wurde, erweitert das noch recht junge, prébiotische
Konzept das vor tiber 100 Jahren begriindete, probiotische Konzept zu einem ganzheitlichen Ansatz, der
auf die Verbesserung der menschlichen Gesundheit abzielt. Seine berihmte Aussage “The dependence
of the intestinal microbes on the food makes it possible to adopt measures to modify the flora in our

bodies and to replace the harmful microbes by useful microbes" ergénzte Elias Metchnikoff, der Pionier
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der Probiotika, mit dem Satz “Notwithstanding this difficulty, however, a rational solution of the
problem must be sought.” Mehr als 100 Jahre nach dieser Feststellung existieren die experimentellen
Hirden nicht mehr, die Metchnikoff ansprach, sodass die humane Mikrobiota nun aktiv durch
prabiotische Substanzen moduliert werden kann. GroBe Bemihungen werden angestellt, um die
Wechselwirkung zwischen Probiotika und Prébiotika zu nutzen, sei es von wissenschaftlicher Seite zur
Ergriindung physiologischer Prozesse und deren Auswirkungen auf den Menschen, oder von
kommerzieller Seite, um das ,beste“ Produkt am Markt zu platzieren. Die Internationale
wissenschaftliche Vereinigung fur Probiotika und Prébiotika (International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics, kurz: ISAPP) ist bemiiht, strikte Definitionen flr die Termini Prabiotika und
Probiotika zu formulieren und neueste Erkenntnisse auf dem entsprechenden Forschungsgebiet in diese
Definitionen einflielen zu lassen (Hill et al. 2014; Gibson et al. 2017). Um die Erkenntnisse, die in
dieser Arbeit gewonnen wurden, besser in den wissenschaftlichen Kontext einbinden zu kdénnen, soll
der nachfolgende Teil dieser Dissertation einen Uberblick (iber den aktuellen Wissensstand zum
prabiotischen und probiotischen Effekt verschaffen.

4.4.1 Probiotika

Im Jahr 2001 wurde durch ein Experten-Panel, bestehend aus Wissenschaftlern der ,,Food and
Agricultural Organization* (FAO) und der Weltgesundheitsorganisation (WHO), eine allgemeinguiltige
Definition fiir den Begriff Probiotika festgelegt. Demnach werden Probiotika definiert als ,live
microorganisms which when administered in adequate amounts confer a health benefit on the host”.
Diese Definition wurde im Jahr 2013 durch die ISAPP geringfiigig modifiziert zu einer grammatikalisch
korrekteren Version. GeméaR der ISAPP handelt es sich bei Probiotika um ,live microorganisms that,
when administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host” (Hill et al. 2014). Die
Autoren des ISAPP-Consensus Dokuments flihrten weiter aus, dass folgende Stdmme als probiotische
Kerngruppe angesehen werden, wenn sie in Lebensmitteln in einer Menge von 1 x 10° KBE pro Portion
verabreicht werden: Bifidobacterium (adolescentis, animalis, bifidum, breve und longum) und
Lactobacillus (acidophilus, casei, fermentum, gasseri, johnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosus und
salivarius). Zahlreiche Mikroorganismen werden taglich tber die Nahrung aufgenommen, aber fir nur
wenige konnte ein valider Nachweis erbracht werden, dass sie einen gesundheitlichen Nutzen
vermitteln. Um einen kausalen Zusammenhang zwischen einem Probiotikum und einem potenziell
gesundheitsfordernden Effekt nachzuweisen, missen zahlreiche Kriterien erfullt sein. Zu diesen
Kriterien z&hlen: Temporale Korrelation; Starke der Korrelation; Dosis-Abhéngigkeit;
Reproduzierbarkeit; biologische Plausibilitat; Beriicksichtigung alternativer Erklarungsansatze;
Spezifitat der untersuchten Zusammenhange; und Ubereinstimmung mit anderen Erkenntnissen
(Schunemann et al. 2011). Ein Beweis entsprechender Kausalitaten sollte durch randomisierte,
kontrollierte Studien (RCTs) erbracht werden, die vorzugsweise durch einen entsprechenden Review-

Prozess oder Meta-Analysen bewertet wurden. Die Gesundheitseffekte, die durch Probiotika vermittelt
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werden, konnten inzwischen zum Teil durch besagte RCTs aufgedeckt werden (Alfaleh & Anabrees
2014; Hao et al. 2015; Goldenberg et al. 2017).

Grundsatzlich besteht eine Tri-direktionale Verbindung zwischen einem Probiotikum, der humanen
Mikrobiota und dem menschlichen Wirt (Abbildung 57). Einige der in Abbildung 57 dargestellten
Effekte sind innerhalb einiger taxonomischer Gruppen weitverbreitet, wie die Hemmung potenzieller
Pathogene und die Produktion nitzlicher Stoffwechselendprodukte und Enzyme (Reid et al. 2011,
Kumar et al. 2013). Weitere Mechanismen, die von der probiotischen Kerngruppe moduliert werden,
sind die Normalisierung einer gestorten Mikrobiota, ein erhdhter Umsatz von Enterozyten und die
Regulierung der Darmtatigkeit (Hill et al. 2014).
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Abbildung 57: Visualisierung des probiotischen Wirkmechanismus. Die gesundheitsférdernden Effekte von
Probiotika werden durch die Interaktion mit anderen Mikroorganismen der humane Mikrobiota oder durch direkte
Interaktion mit den Wirtszellen ausgeldst. Entnommen aus Sanders et al. (2019); modifiziert.

Effekte, wie die Vitaminsynthese, die Verstdrkung der Darm-Barriere, die Neutralisierung von
Karzinogenen und die Modulation des Gallensalz-Metabolismus sind Gattungsspezifisch und weniger
weit verbreitet als die zuvor erwahnten Mechanismen. Seltene Effekte, die Stammspezifisch vermittelt
werden, koénnen zusatzlich neurologische, immunologische und endokrinologische Funktionen

modulieren (Heuvelin et al. 2009; Fernandez et al. 2011). Aufgrund der tri-direktionalen Interaktion, die
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in Abbildung 57 veranschaulicht wird, bedarf es eines experimentellen Nachweises auf der Ebene des

Wirtes Mensch, um eine valide Aussage Uber die Wirksamkeit eines Probiotikums zu treffen.

4.4.1.1 Kurzkettige Fettsduren — Mediatoren des probiotischen Effekts

Moderne Metagenom-Analysen konnten zur Identifikation spezifischer Darm-Enterotypen beitragen
und deckten auf, dass eine geringe mikrobielle Diversitat mit verschiedenen Darm-Erkrankungen
korreliert, wie beispielsweise chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (englische Abkiirzung: I1BD),
metabolischen Storungen und dem Reizdarmsyndrom (Qin et al. 2010; Lepage et al. 2011; Jeffery et al.
2012; Manichanh et al. 2012). Obwohl die Kausalitit dieses Zusammenhangs noch nicht verifiziert
werden konnte, ist bekannt, dass eine frihe Antibiotika-Exposition das Risiko erhoht, IBDs oder
Fettleibigkeit auszubilden (Hviid et al. 2011; Trasande et al. 2013). Die Metagenom-Analysen trugen
ebenfalls dazu bei, neue Gattungen und Arten zu identifizieren, die mit einer robusten Darm-Mikrobiota
assoziiert sind. Bei diesen potenziellen probiotischen Kandidaten handelt es sich um Akkermansia
muciniphila (Zhai et al. 2019), Faecalibacterium prausnitzii (Miquel et al. 2013) und Butyrat-
Produzenten wie Roseburia spp. (Tamanai-Shacoori et al. 2017) und Eubacterium spp. (Almeida et al.
2020). Butyrat sowie die kurzkettigen Fettsduren (SCFAs) Acetat und Propionat sind
Stoffwechselendprodukte der humanen Mikrobiota und haben vielfaltige Auswirkungen auf den
Energiestoffwechsel von Saugetieren. Sie werden daher als Mediatoren des probiotischen Effektes
angesehen. Acetat (C2-Korper), Propionat (C3-Kdrper) und Butyrat (C4-Kdorper) sind im Kolon und im
Stuhl in einem molaren Verhaltnis von 60:20:20 nachweisbar (Cummings et al. 1987; Hijova &
Chmelarova 2007; Binder 2009). An dieser Stelle der Hinweis, das fakale SCFA-Konzentrationen nicht
die Produktionsraten der SCFAs in den Eingeweiden reflektieren, da diese kontinuierlich durch den Wirt
und andere Mitglieder der Mikrobiota aufgenommen und verstoffwechselt werden. Der Wirkort und der
Wirkmechanismus der einzelnen SCFAs variiert erheblich. So erreicht Acetat die Pfortader, die das Blut
aus den unpaaren Bauchorganen (Magen, Dunndarm, Dickdarm, Bauchspeicheldriise und Milz) zur
Leber fiihrt, und wird in verschiedenen Geweben metabolisiert. Acetat wird geringfligig durch die
Darmepithelzellen verstoffwechselt und fiihrt grundsatzlich zu einer Verringerung des pH-Wertes in
entsprechenden intestinalen Kompartimenten. Diese pH-Reduktion, die auch durch Propionat und
Butyrat ausgelost wird, inhibiert pH-sensitive pathogenen Bakterien wie Enterobacteriaceae und
Clostridien in ihrem Wachstum (Prohészka et al. 1990; Cherrington et al. 1991; Duncan et al. 2009).
Fernen besitzt Acetat anti-inflammatorische Eigenschaften und tragt im Zuge des intestinalen ,,Cross-
Feedings* zur Erhohung der Butyrat-Konzentration im Darm bei (Belenguer et al. 2006). Dadurch, dass
Acetat in den Blutkreislauf eintritt, sind die systemischen Auswirkungen vielfaltig und h&ufig mit
anderen Organen assoziiert. So dient es in der Leber als Substrat fiir die Cholesterin- und die Fettsdure-
Synthese, wahrend es im Gehirn- und Muskelgewebe als Energiequelle fungiert (Riviere et al. 2016).
Propionat erreicht ebenfalls die Pfortader und wird daher, &hnlich wie Acetat, durch die Leber
aufgenommen. Zusétzlich kann auch Propionat geringfligig durch Darmepithelzellen verstoffwechselt

werden und inhibiert die Proliferation von kolorektalen Krebszellen, indem es deren Apoptose induziert.
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Weitere Effekte, die durch den C3-Kodrper moduliert werden, sind anti-inflammatorische Reaktionen,
eine Verringerung des Blut-Cholesterin-Levels, eine Reduktion der Leber-Lipogenese und einer erhohte
Insulin-Sensitivitat (Riviere et al. 2016). Im Gegensatz zu Acetat und Propionat erreicht Butyrat nur in
geringen Mengen die Pfortader, da es durch Darmepithelzellen aufgenommen wird und deren primare
Energiequelle darstellt. Butyrat stimuliert die Proliferation von Darmepithelzellen, verhindert
gleichzeitig die Proliferation kolorektaler Krebszellen und verbessert die Barriere-Funktion des Darms,
indem es die Produktion von Mucin, antimikrobiellen Peptiden und Tight-Junction Proteinen stimuliert.
Weitere Funktionen, die Butyrat moduliert, sind anti-inflammatorische Kaskaden, eine Stimulierung der

Wiasser- und Natriumabsorption sowie eine Verringerung des oxidativen Stresses im Darm.

Die Wissenschaftler um Eef Boets untersuchten in einer aktuellen Studie die systemische Verfligbarkeit
und die Metabolisierung von kurzkettigen Fettsduren im menschlichen Darm (Boets et al. 2017). Daftr
verabreichten sie zwolf gesunden Testpersonen *3C-markiertes Acetat, Propionat und Butyrat und
detektierten die Plasma-Konzentration von *C-SCFAs, C-Glukose, *C-Cholesterin und *C-
Fettsduren. Die Forscher ermittelten eine systemische Verfligbarkeit von Acetat, Propionat und Butyrat
von 36 %, 9 % und 2 %, was bestétigt, dass Acetat und Propionat im Gegensatz zu Butyrat vermehrt in
den systemischen Blutkreislauf eintreten. Ferner deckten die Forscher auf, dass ein relevanter Anteil des
verabreichten Acetats (24 %) durch die Mikrobiota der Probanden in Butyrat umgewandelt wurde.
Dieses Resultat unterstreicht die Relevanz des intestinalen Cross-Feedings, bei dem Mikroorganismen
wie Roseburia spp., Eubacterium spp. und F. prausnitzii mikrobiell produziertes Acetat zu Butyrat
umsetzen. In diesem Zusammenhang wird die Komplexitdt des humanen Mikrobioms deutlich, in
welchem sich zahlreiche Organismen gegenseitig in ihrem Wachstum und/oder ihrer Aktivitat
beeinflussen. In Bezug auf die in dieser Arbeit untersuchten Prabiotika bedarf es daher valider
Nachweismethoden, um die Komplexitdt des Habitats Darm realistisch nachzubilden und die
Auswirkung prébiotischer Substanzen zu evaluieren. So zeigten mehrere Studien, dass zahlreiche
Vertreter der Mikrobiota nicht in der Lage sind komplexe Polysaccharide, die primare Nahrungsquelle
im Darm, zu verstoffwechseln, jedoch immens durch das intestinale Cross-Feeding begunstigt werden
(Zeybek et al. 2020). Begunstigend konnen dabei die angesprochenen SCFAs wirken aber auch
Produkte, die im Zuge der enzymatischen Hydrolyse von Zuckerpolymeren entstehen. So wurde fiir
einige Arten der Gattung Bifidobacterium gezeigt, dass diese nicht in der Lage sind, polymeres Inulin
abzubauen. Durch intestinales Cross-Feeding werden Bifidobakterien jedoch auch durch polymeres
Inulin beglnstigt, da sie die Mono-, Di- und Oligosaccharide verstoffwechseln, die von priméren Inulin-

Verwertern freigesetzt werden (Rossi et al. 2005; Salazar et al. 2009).

Neben den beschriebenen Gattungen werden auch Mitglieder der Ordnung Bacteroidales als Probiotika
der zweiten Generation erforscht, was auf die hohe Abundanz dieser Familie im menschlichen Darm
zuriickzufiihren ist. So konnten Deng et al. (2016) den Stamm Bacteroides fragilis ZY-312 aus dem
Stuhl eines gesunden, gestillten Sauglings isolieren und nachweisen, dass der Organismus die

Produktion mikrobizider Molekile und die phagozytare Funktion von Makrophagen positiv moduliert.
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Diese Funktionen scheinen jedoch Stamm-spezifisch zu sein, da berichtet wurde, dass B. fragilis
Fragilysin bildet (Obiso et al. 1997; Moncrief et al. 1998), das als Risikofaktor fur die Entwicklung von
Darmkrebs angesehen wird (Shiryaev et al. 2013) und kein wiinschenswertes Merkmal eines Next-
Generation-Probiotikums (NPGs) ist. Auch B. xylanisolvens DSM 23964 wird als potenzielles NPG
angesehen, da dieser Organismus im Gegensatz zu B. fragilis kein Fragilysin bildet. Es konnte gezeigt
werden, dass Hitze-inaktivierte Zellen von B. xylanisolvens das Level der Thomsen-Friedenreich-
spezifischen Immunoglobulin M (IgM) Antikorper (TFa) dosisabhangig steigern (Ulsemer et al. 2016).
Durch die Hitze-Inaktivierung geht jedoch eine der grundlegendsten Bedingungen flr eine probiotische
Klassifizierung verloren, ndmlich die Tatsache, dass entsprechende Praparate lebende Mikroorganismen
enthalten mussen (Hill et al. 2014). Weitere Vertreter der Bacteroidales wie beispielsweise B. dorei D8,
B. acidifaciens und B. ovatus sind in den vergangenen Jahren ebenfalls in den Fokus der probiotischen
Forschung gertickt. Der Evidenzgrad fir positive probiotische Effekte, die durch diese Organismen
vermittelt werden, ist jedoch eher gering und bedarf weiterer Forschung (O’Toole et al. 2017).

4.4.1.3 Darm-Hirn-Achse

Das noch recht junge Forschungsgebiet der Neurogastroenterologie beschéftigt sich mit den
Auswirkungen der Darmzusammensetzung und psychisch assoziierten Erkrankungen. Studien konnten
aufdecken, dass eine Stérung der Darm-Mikrobiota signifikant zur Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen beitragt (Foster & McVey Neufeld 2013; Fung et al. 2017; Kowalski & Mulak 2019).
Die Forscher um Thomas C. Fung analysierten dafiir an Mausen die Auswirkung der Mikrobiota auf die
Physiologie und Funktionalitdt von Mikroglia-Zellen, die am haufigsten vorkommenden residenten
Immunzellen im Gehirn. Mikroglia, die etwa 20 % aller Glia-Zellen ausmachen, sind an der
Phagozytose, der Antigen-Présentation, der Zytokin-Produktion und der Aktivierung von
Entzlindungsreaktionen beteiligt (Nayak et al. 2012; Nayak et al. 2014). Keim-freie (KF) — Mé&use und
Mause, deren Mikrobiota durch Antibiotika-Gabe zerstort wurde, zeigten im Vergleich mit normalen
Mausen eine erhohte Zahl an unreifen Mikroglia-Zellen in verschiedenen Hirn-Arealen (Erny et al.
2015). Diese Unreife duRerste sich durch funktionelle und physiologische Beeintrachtigungen. KF-
Maduse, die mit einer Minimal-Mikrobiota, bestehend aus Bacteroides distasonis, Lactobacillus
salivarius und ASF 356 (ein Isolat, das dem Clostridium Cluster XIV angehdort) kolonisiert wurden,
behielten die Mikroglia-Anomalien bei. KF-M&use, die postnatal mit SCFAs supplementiert wurden,
zeigten hingegen eine Normalisierung der KF-assoziierten Veranderung der mikroglialen Morphologie,
Abundanz und Genexpression (Erny et al. 2015). Einen detaillierten Mechanismus fiir die SCFA-
vermittelte Normalisierung der Mikroglia konnten die Wissenschaftler nicht formulieren, da die
systemischen Funktionen, die durch SCFAs moduliert werden, zu vielfaltig sind. Eine Einordnung, ob
die Glia-Zellen aktiv durch die Fettsduren moduliert werden oder die Morphologie der Glia-Zellen
indirekt durch die systemischen Funktionen reguliert wird, die SCFAs beeinflussen, steht daher noch
aus. Grundsétzlich zeigten die Wissenschaftler aber eine Korrelation zwischen der Vitalitdt und

Zusammensetzung der Mikrobiota und der Ausbildung von Mikroglia, die mit neurologischen
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Krankheiten wie Autismus, Parkinson, Multipler Sklerose, Angststdrungen, Depressionen,

Schlaganféllen und Amyotropher Lateralsklerose assoziiert sind (Fung et al. 2017).

Neben dem Einfluss der Mikrobiota auf die Morphologie von Hirnstrukturen wurde in der Literatur auch
der psychotrope Effekt von Probiotika untersucht. In einer Doppelblind-, Placebo-kontrollierten,
randomisierten Studie analysierten Messaoudi et al. (2011) den Effekt einer probiotischen Mischung
auf die Stimmung und die psychische Belastung von Mé&usen und Menschen. Die probiotische
Mischung, die die Forscher fur ihre Studie verwendeten, bestand aus den beiden Stammen Lactobacillus
helveticus RO052 und Bifidobacterium longum R0175. Nach taglicher, subchronischer Verabreichung
konnten die Wissenschaftler durch standardisierte Tests nachweisen, dass die probiotische Mischung
signifikant (P < 0,05) dngstliches Verhalten bei M&usen und psychisches Leiden bei Menschen linderte
(Messaoudi et al. 2011). Diese Studie reihte sich somit ein in eine wachsende Zahl von Publikationen,
die einen positiven Nachweis dafur erbringen konnten, dass psychische Erkrankungen mit Hilfe von
Probiotika behandelt werden kdnnen (Dinan et al. 2013; Mohammadi et al. 2016; Fung et al. 2017).
Aufbauend auf der zunehmenden experimentellen Evidenz etablierte sich in der Literatur der Begriff
,,Psychobiotics, die definiert sind als ,,live organism that, when ingested in adequate amounts, produces

a health benefit in patients suffering from psychiatric illness®.

4.4.1.4 Die Magen-Passage — Der groR3e Filter des probiotischen Konzeptes

Oral verabreichte Probiotika sind auf ihrem Weg zum Wirkort Darm sehr harschen Bedingungen
ausgesetzt. Bedingt durch die hohen S&ure- und Gallensalzkonzentrationen im oberen Verdauungstrakt
(OV), wird die Vitalitat von probiotischen Praparaten hdufig extrem reduziert, wie durch mehrere
Studien gezeigt wurde (Charteris et al. 1998; Fredua-Agyeman & Gaisford 2015). Um den
gastrointestinalen Transit von probiotischen Mikroorganismen zu untersuchen, kreierten die
Wissenschaftler um W. P. Charteris eine kiinstliche Magenséaure und setzten insgesamt 15 probiotische
Stamme dieser Magenséaure aus (Charteris et al. 1998). 14 der 15 untersuchten Stamme (7 Lactobacillus
Stdémme & 8 Bifidobacterium Stdmme) buBten in der simulierten Magenpassage > 90 % ihrer Vitalitat
ein. Lediglich ein Lactobacillus Stamm, Lactobacillus fermentum KLD, zeigte eine intrinsische
Resistenz gegeniiber den harschen Bedingungen des kinstlichen Magensaftes. Die Forscher
untersuchten zusétzlich den protektiven Einfluss von Milchproteinen und Mucin wahrend der
Magenpassage und postulierten, dass beide Substanzen als Puffer fungieren und die Aktivitdt von
Verdauungsproteasen inhibiert. Der Effekt protektiver Verbindungen war jedoch duRerst

stammespezifisch und variierte je nach Organismus stark.

Eine Studie aus dem Jahr 2014 untermauerte diese Erkenntnisse und konnte unter Verwendung von
insgesamt acht kommerziell erhéltlichen Probiotika aufdecken, dass die Zellzahl oral verabreichter
Préparate in der Magen-Passage immens verringert wird. Die Ergebnisse der Forscher deuteten darauf

hin, dass im Magen der Anteil vitaler Mikroorganismen derart reduziert wird, dass deren Uberleben im
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nachfolgenden Verdauungskompartiment, dem Dinndarm, nicht mehr gewéhrleistet ist und somit die
Funktionalitat des Praparates stark beeintrachtigt wird (Fredua-Agyeman & Gaisford 2015).

Um die Resistenz von probiotischen Stdmmen gegeniiber den harschen Bedingungen des oberen
Verdauungstraktes zu erhéhen, werden diese haufig mittels Mikroverkapselung modifiziert (Sangeetha
et al. 2005; Cook et al. 2012). In diesem Zusammenhang konnten sich vor allem Alginat und Pektin
etablieren, da diese eine hohe Stabilitat gegentiber einem sauren pH-Milieu und den Enzymen des OVs
aufweisen und naturlicherweise durch Vertreter der humanen Darm-Mikrobiota abgebaut werden.
Probiotika, die beispielsweise in Alginat-Chitosan Kapseln verabreicht werden, kommen in deutlich
hoheren Zellzahlen in den Ziel-Kompartimenten Duinn- und Dickdarm an (Cook et al. 2012).
Gegenwartig enthélt jedoch die Mehrheit der im Zusammenhang mit verkapselten Probiotika
veroffentlichten Daten nur begrenzt Informationen Uber die Art der Freisetzung. Da die Wirkweise
probiotischer Mikroorganismen jedoch stark vom entsprechenden intestinalen Kompartiment abhéngt,
bedarf es weiterer Studien, um die Freisetzung verkapselter Probiotika gezielt steuern zu kénnen. In
diesem Zusammenhang konnte auch das in dieser Arbeit untersuchte p-2,6-glykosidische
Fruktanpolymer Levan an Interesse gewinnen. Dieses konnte erfolgreich fur mehrere Drug-Delivery-
Systeme verwendet werden, beispielsweise fiir die Verkapselung von Vancomycin (Sezer et al. 2017),
BSA (Xu et al. 2020) und den Farbstoff Indocyanin Grin (Kim et al. 2015). Obwohl noch keine Studien
zur Levan-assoziierten Verkapselung von Mikroorganismen existieren, erscheint eine solche
Applikation aufgrund der zahlreichen Publikationen zu Levan-basierten Nanostrukturen nicht

unwahrscheinlich (de Siqueira et al. 2020).

4.4.2 Prabiotika

Neben den Probiotika bilden die Préabiotika den zweiten, fundamentale Pfeiler des gesamtheitlichen
Konzepts zur aktiven Modulation der humanen Mikrobiota. In ihrem aktuellen Konsensus Dokument
aus dem Jahr 2017 definierte die ISAPP Prébiotika als ,,a substrate that is selectively utilized by host
microorganisms conferring a health benefit“ (Gibson et al. 2017). Das Merkmal der selektiven
Fermentation ist in diesem Zusammenhang besonders wichtig, da die humane Mikrobiota zwar von
einer Vielzahl von Verbindungen beeinflusst wird (Abbildung 1), jedoch nur wenige dieser
Verbindungen selektiv gutartige Bakterien beglinstigen. Wie im einleitenden Teil dieser Arbeit erwahnt
wurde, konnten bis dato lediglich vier Stoffklassen die fiir die prabiotische Klassifizierung notwendigen
Kriterien erfillen: Galaktooligosaccharide (GOS), Fruktooligosaccharide (FOS), Inulin und Lactulose
(Scott et al. 2020). Diese Verbindungen fordern nachweislich gesundheitsférdernde Mikroorganismen
der menschlichen Mikrobiota und sind resistent gegen den gastrischen pH, die Hydrolyse durch Sauger-
Proteasen und gastrointestinale Adsorption. Aufgrund der hohen Komplexitét der humanen Mikrobiota
und des beschriebenen intestinalen Cross-Feedings, verlangt die wissenschaftliche Gemeinschaft
hochste Standards fur den experimentellen Nachweis der selektiven Fermentation. Zurzeit werden

ausnahmslos randomisierte, Placebo-kontrollierte Blindstudien am Menschen oder an Tieren
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berticksichtigt, um eine Kausalitait zwischen einem potenziellen Prabiotikum und positiven
Verdnderungen spezifischer Gesundheits-Marker nachzuweisen. Zu diesen Markern zéhlen unter
anderem Vorteile fir den Gastrointestinal-Trakt (z. B. die Inhibierung von Pathogenen,
Immunstimulation, Produktion von SCFAs), flir den Kardiometabolismus (z. B. die Reduktion des Blut-
Lipid-Levels, positive Effekte auf die Insulin-Sensitivitat) und fur die mentale Gesundheit (z. B. die
Produktion von Metaboliten, die die Hirnfunktion, die Stimmung und die Kognition beglinstigen). In
den letzten Jahren entstand ein konstruktiver Diskurs dariiber, ob Probiotika oder Prabiotika das Mittel
der Wahl zur Modulation der humanen Mikrobiota sind. Grundsétzlich ist bekannt, dass die intestinale
Mikrobiota abhangig von geographischen Faktoren starke Variationen aufweisen kann. Es wird daher
spekuliert, dass die Begiinstigung endogener Probiotika zuverlassigere Resultate vermitteln kdnnte als
das Einbringen exogener Mikroorganismen in den Darm (Gibson et al. 2004). Zudem sind viele
probiotischen Stdmme nicht in der Lage, die harschen Bedingungen des oberen Verdauungstrakten in
ausreichender Zahl und/oder Vitalitat zu Uberstehen (Charteris et al. 1998; Fredua-Agyeman & Gaisford
2015). Aufgrund ihrer chemischen Stabilitat erreichen oral verabreichte Prabiotika den Wirkort Darm
in hoher Konzentration und kdnnen dort selektiv endogene Mikroorganismen fordern.

4.4.2.1 Prabiotische Targets

Wie zuvor ausgefiihrt wurde, beinhalten die meisten probiotischen Préaparate Vertreter der Gattungen
Bifidobacterium und Lactobacillus, da diese Organismen nachweislich das intestinale Cross-Feeding
begtnstigen und positive Gesundheitseffekte vermitteln. Entsprechend konnte man annehmen, dass
Prabiotika das Wachstum human-assoziierter Bakterien der Gattungen Lactobacillus und
Bifidobacterium begunstigen. Tatséchlich konnten moderne Metagenom-Analysen aufdecken, dass
diese beiden Gattungen zwar in der friihen Lebensphase den Darm von S&uglingen dominieren, sich
deren Abundanz mit zunehmendem Alter jedoch drastisch verringert (Arboleya et al. 2016). In der
frihen Kindheit wird der menschliche Darm von den Phyla Actinobacteria, Proteobacteria und
Firmicutes dominiert, wobei die Gattung Bifidobacterium zwischen 60 und 70 % der intestinalen
Biomasse ausmacht. Mit zunehmendem Alter sinkt die Anzahl dieser Gattung, jedoch bleibt sie mit
einer relativen Abundanz von 2 — 14 % eine stabile Gattung im menschlichem Darm (Odamaki et al.
2016). Wahrend die Zahl der Proteobakterien und Actinobakterien mit steigendem Alter sinkt, setzen
sich die Phyla Firmicutes und Bacteroidetes als praédominante Vertreter der intestinalen Mikrobiota
durch (The Human Microbiome Project Consortium 2012). Auch die intestinale Zahl der Gattung
Lactobacillus nimmt mit fortschreitendem Alter ab, wodurch diese lediglich 0,2 — 1 % der Mikrobiota
im Darm bzw. Stuhl représentieren (Mueller et al. 2006). Neueste Studien konnten jedoch aufdecken,
dass Vertreter der Gattung Lactobacillus méglicherweise bevorzugt den Dunndarm kolonisieren und
dort immunmodulatorische Funktionen vermitteln (Kleerebezem & Vaughan 2009). Untersuchungen,
in denen die mikrobielle Zusammensetzung des Illeums analysiert wurde, konnten in einigen der
untersuchten lleostomie-Patienten eine relative Abundanz der Gattung Lactobacillus von 50 %

nachweisen (Booijink et al. 2010).
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Trotz der vergleichsweise geringen relativen Abundanz der Gattungen Bifidobacterium und
Lactobacillus im menschlichen Darm, werden diese Organismen dennoch als priméare Targets des
prabiotischen  Effektes angesehen. Diese Annahme basiert auf den nachgewiesenen
gesundheitsfordernden Effekten, die durch Vertreter dieser Gattungen vermittelt werden, und der
experimentellen Evidenz, dass die orale Aufnahme prébiotischer Substanzen in einer Proliferation der
genannten Bakterien im Darm resultiert. Die Forscher um Evelyne M. Dewulf untersuchten dafiir in
einer Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie den Effekt Inulin-basierter Fruktane auf die intestinale
Mikrobiota Ubergewichtiger Frauen (Dewulf et al. 2013). Die Wissenschaftler deckten auf, dass das
verabreichte Prabiotikum einen signifikanten Anstieg der Phyla Firmicutes und Actinobacteria
induzierte, wéhrend die relative Abundanz des Phylums Bacteroidetes signifikant sank. Auf Gattungs-
Ebene wurde eine signifikante Zunahme von Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. und
Faecalibacterium prausnitzii und eine signifikante Abnahme von Bacteroides intestinalis und
Bacteroides vulgatus beobachtet. Aufgrund &hnlicher Ergebnisse festigte sich in der Literatur die
Annahme, dass Bacteroidetes positiv mit Fett-reicher Nahrung und negativ mit Ballaststoff-reicher
Nahrung korrelieren, wéahrend sich fir Mitglieder der Firmicutes eine umgekehrte Korrelation zeigt (Wu
et al. 2011). In einer weiteren Studie, die den strikten Richtlinien zur Validierung des prébiotischen
Effektes entsprach, wurde unter Verwendung von Inulin ebenfalls ein signifikanter Anstieg des
intestinalen Bifidobakterien-Gehaltes nachgewiesen (Vandeputte et al. 2017). Neben der Gattung
Bifidobacterium spp. wurde die Gattung Anaerostipes spp. ebenfalls durch Inulin beglnstigt, wahrend
die Abundanz der Gattung Bilophila spp. signifikant reduziert wurde. Keine signifikanten Shifts fir die
Gattungen Akkermansia, Eubacterium, Faecalibacterium und Lactobacillus wurden in dieser Studie
detektiert. Eine detaillierte Ubersicht tiber humane Studien zur préabiotischen Wirkung von Inulin,
Fruktooligosacchariden, Galaktooligosacchariden und Lactulose findet sich in der Publikation von M.
Roberfroid, dem Begrinder des prébiotischen Konzepts, in der die Resultate von 19 Studien
zusammengetragen und interpretiert wurden (Roberfroid et al. 2010). In nahezu allen Referenzen, die in
der genannten Publikation aufgefuihrt wurden, zeigte sich eine prabiotisch induzierte Zunahme von

Vertretern der Gattungen Bifidobacterium und/oder Lactobacillus.

4.4.2.2 Die prabiotische Wirksamkeit von Levan und Levan-FOS

Neben prébiotischen Fruktanen auf Inulin-Basis konnte dem B-2,6-glykosidisch verkniipften Levan und
den darauf basierenden Levan-FOS ebenfalls ein prébiotischer Effekt nachgewiesen werden (Marx et
al. 2000; Porras-Dominguez et al. 2014; Adamberg et al. 2015). Aufgrund der fehlenden kommerziellen
Verfligbarkeit von Levan, ist die Datenlage in diesem Zusammenhang jedoch entsprechend diinn,
weshalb groRes Interesse besteht, effiziente Produktionsstrategien fiir das Polymer zu entwickeln. Trotz
der limitierten Verflgbarkeit konnten mehrere Studien zeigen, dass Levan und Levan-FOS einen
bifidogenen Effekt ausiiben. Eine der aktuellsten Studien in diesem Zusammenhang ist die Publikation
der Forscher um Chenxi Liu, in der verschiedene Kompartimente des Dickdarms (proximal, transversal

und distal) durch kontinuierliche Fermentationssysteme simuliert und der prébiotische Effekt von Levan
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und Inulin analysiert wurde (Liu et al. 2020). Mittels FISH (Fluoreszierende in situ Hybridisierung)
wurde der bakterielle Gehalt von insgesamt neun bakteriellen Gruppen untersucht und es zeigte sich,
dass Levan das Wachstum von Bifidobakterien und Mitgliedern der Eubacterium rectale — Clostridium
coccoides Gruppe in allen simulierten Darmbereichen signifikant stimulierte, was in einem signifikanten
Anstieg der SCFAs Acetat und Butyrat resultierte. Der bifidogene Effekt, der durch Levan vermittelt
wurde (0,8 — 1,24 log Zellen ml?), war dabei signifikant groRer als unter Verwendung von Inulin (0,62
— 0,7 log Zellen mIY). Die Autoren postulierten, dass die Ergebnisse mit den Beobachtung von Avila-
Fernandez und Kollegen tbereinstimmen, die aufdeckten, dass die f-Fruktofuranosidase von B. longum
subsp. infantis ATCC eine hdhere Affinitat zu Levan-FOS als zu Inulin-FOS aufweist (Avila-Fernandez
et al. 2016). Diese Aussage sollte jedoch durch weitere Untersuchungen zu B-Fruktofuranosidasen aus
Bifidobacterium Arten, die im adulten Darm vorkommen, untermauert werden. Neben Bifidobakterien
und der Eubacterium rectale — Clostridium coccoides Gruppe wurde durch die Levan-Zugabe in den
simulierten Darm-Kompartimenten Roseburia spp. positiv und das Wachstum des clostridialen Clusters
IX negativ begunstigt (Liu et al. 2020).

In einer weiteren Studie, in der fakale Proben in einem mit Levan supplementierten Medium inkubiert
wurden, zeigte sich ebenfalls ein prabiotischer Effekt flir das Fruktanpolymer (Adamberg et al. 2015).
Durch die komplexe Zusammensetzung des Inokulums beglnstigte das zugefligte Levan sowohl Levan-
hydrolysierende Taxa wie Bacteroides, Streptococcus und Ruminococcus als auch Butyrat-
produzierende Taxa wie Faecalibacterium und Erysipelotrichaeceae. Diese Ergebnisse implizieren,
dass Levan, dhnlich wie etablierte Préabiotika, das intestinale Cross-Feeding beglnstigt und die

Produktion von SCFAs im Darm fordert.

Der bifidogene Effekt von Levan-FOS konnte bisher lediglich in Reinkultur-basierten Ansétzen
untersucht werden. Porras Dominguez et al. produzierten mit Hilfe der rekombinanten Endolevanase
LevB, aus B. licheniformis IBt; Levan-basierte FOS und konnten mit diesen erfolgreich das Wachstum
von vier ausgewéhlten Bifidobakterien (B. bifidum, 2x B. longum spp. infantis, B. longum und B. breve)
und Lactobacillus paracasei selektiv fordern (Porras-Dominguez et al. 2014). In den
Wachstumsversuchen zeigte sich zusétzlich ein bifidogener Effekt fiir polymeres Levan, da die
untersuchten probiotischen Stdmme auch durch das Polymer begiinstigt wurden. Marx et al.
produzierten Levan-FOS, indem sie polymeres Levan sauer hydrolysierten (Marx et al. 2000). Das
Hydrolysat wurde von den Wissenschaftlern erfolgreich zur Kultivierung von B. adolescentis, B. breve,
B. longum und B. pseudocatenulatum eingesetzt, was in einer verstarkten Acetat-Produktion resultierte.
Die Ergebnisse von Porras-Dominguez et al. und Marx et al. widersprachen einigen Studien, in denen
der bifidogene Effekt von Levan und Levan-Oligomeren untersucht wurde. Yamamoto et al. konnten
zum Beispiel unter Verwendung von LMW-Levan (DP ~ 33) keinen bifidogenen Effekt beobachten
(Yamamoto et al. 1999). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in einer Studie, in der das Wachstum
verschiedener Bifidobakterien auf Inulin und Levan analysiert wurde (McKellar et al. 1993). Marx et

al. stellten in ihrer Publikation die Hypothese auf, dass der bifidogene Effekt von Inulin- und Levan-
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Praparationen Spezies-abhéngig ist und der Polymerisierungsgrad des supplementierten Fruktans den
bifidogenen Effekt maRgeblich beeinflusst, sogar starker als die Art der Verknipfung (Marx et al. 2000).
Diese Hypothese wurde durch die bereits erwahnte Studie von Wang et al. (2020) bestétigt, in der der
experimentelle Nachweis erbracht wurde, dass kurkzettige FOS das Wachstum von Bifidobakterien
starker fordern als langerkettige FOS. Diese Ergebnisse bekraftigen die Relevanz des in dieser Arbeit
entwickelten Systems zur Produktion prabiotischer FOS. Durch den Enzym-basierten Prozess
(Abbildung 47) konnte in unter 50 h Inkubation eine FOS-Ausbeute von 349,3 + 17,2 g L! erzielt
werden. Der Polymerisierungsgrad der Produkte lag dabei Uberwiegend zwischen 3 und 7, wodurch
diese als prabiotische Ballaststoffe deklariert werden dirfen und aufgrund der kurzen Kettenlange durch
ein breites Spektrum an gutartigen Darmbakterien verstoffwechselt werden kénnten. Aufgrund des
heterogenen Produktspektrums von Levansucrasen und der prabiotischen Wirksamkeit Inulin-basierter
FOS, sollte die Wirksamkeit heterogener Levan-FOS Gemische vermehrt in den Fokus der Forschung
riicken. Das in dieser Arbeit beschriebene bi-enzymatische System umgeht dabei die Akkumulation von
polymerem Levan und die damit einhergehende Viskositatserhéhung der Prozesslésung. Durch
etablierte Verfahren wie Nanofiltration (Kuhn et al. 2010), Festbett-Saulen-Chromatographie (Kuhn &
Filho 2010; Kuhn et al. 2014) oder die moderne SMB-Technologie (Nobre et al. 2010) kénnen die
Produkte des bi-enzymatischen Systems in groBeren Mengen aufgereinigt werden. Durch in-vivo und
in-vitro Experimente sollte zeitnah evaluiert werden, ob das besagte FOS Gemisch gutartige Vertreter

der intestinalen Mikrobiota selektiv in ihrem Wachstum und/oder ihrer Aktivitat fordert.

4.4.3 Synbiotika

Aufgrund der individuellen Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota gestalten sich
allgemeingultige Therapie-Ansatze zur Modulation der mikrobiellen Darmzusammensetzung schwierig.
Um die Vorteile probiotischer und prabiotischer Strategien zu vereinen und individuelle Therapeutika
zu generieren, wurden sogenannte Synbiotika entwickelt, die sich aus einem Gemisch aus einem oder
mehrerer Pra — und Probiotika zusammensetzen. (Schrezenmeir & De Vrese 2001; Kolida & Gibson
2011). Synbiotika lassen sich grundsétzlich in zwei Gruppen unterteilen. Bei der ersten Gruppe, den
komplementdren Synbiotika, werden die verwendeten Prd- und Probiotika unabhangig voneinander
ausgewahlt. Im Fokus dieser Préparate stehen die individuellen Effekte, die von den synbiotischen
Komponenten im Wirt ausgeldst werden (Krumbeck et al. 2016). Anders verhdlt es sich bei den
synergistischen Synbiotika, bei denen ein préabiotisches Substrat gezielt die Kompetitivitat, das
Uberleben oder die metabolische Aktivitit eines probiotischen Partner-Stamms fordert. Diese Préiparate
wirden auch in Probanden funktionieren, in denen die notwendigen Responder-Stamme fir verabreichte
Préabiotika fehlen. Das Auftreten solcher Non-Responder-Patienten ist eines der grofiten Defizite des
prabiotischen Konzepts, da deren Funktionalitdt von der Prasenz bestimmter Gattungen im Darm
abhangig ist (Reid et al. 2010). Mehrere Studien konnten die Effektivitdt von Synbiotika verifizieren
(Ogawa et al. 2005; Ogawa et al. 2006; Krumbeck et al. 2015), jedoch existiert lediglich eine einzige

Studie, in der die Effektivitat von Synbiotika am Menschen untersucht wurde. (Tanaka et al. 1983). Der
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Trend in der therapeutischen Modulation der humanen Mikrobiota geht in Richtung einer zunehmenden
Individualisierung der prabiotischen und probiotischen Zusammensetzung. Daflir werden in Patienten
durch Prabiotika-Gabe endogene Probiotika angereichert, diese identifiziert und isoliert. Ein
synbiotisches Praparat bestehend aus solch einem angereicherten, endogenen Probiotikum und dem flr
die Anreicherung genutzten Prabiotikum (GOS), flihrte in Ratten dazu, dass B. adolescentis eine relative
Abundanz von 30 % im Darm erreichte (Krumbeck et al. 2015). Inwiefern solch eine individualisierte
Methode auf eine breite Bevolkerungsgruppe angewendet werden kann, bleibt fraglich, da die Kosten
fiir solch eine synbiotische Behandlung deutlich ber den Kosten kommerziell verfligbarer Pro- und

Prébiotika liegen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung eines effizienten Produktionsverfahrens fiir

Levan-basierte FOS, die eine vielversprechende Erganzung fir den Inulin dominierten Fruktan-Markt

darstellen. Die biotechnologische Synthese von FOS bietet zahlreiche Vorteile, da mikrobielle

Produktionsverfahren nur bedingt durch abiotische Faktoren beeinflusst werden und daher ein stabiles

Produktspektrum gewéhrleisten. Diese Vorteile sollten in dieser Arbeit genutzt werden, um aufbauend

auf Gluconobacter japonicus LMG 1417 einen skalierbaren Prozess zur Produktion von Levan und

Levan-basierten FOS zu etablieren.

1)

2)

3)

Das Essigsaurebakterium G. japonicus LMG 1417 produzierte auf Saccharose-haltigen
Agarplatten groBe Mengen eines unbekannten EPS. Durch analytische Nachweismethoden (**C-
NMR- und FTIR-Spektroskopie) wurde gezeigt, dass es sich bei dem EPS um das B-2,6-
glykosidisch verknlpfte Fruktanpolymer Levan handelt. Die in-vivo Produktion des
vielversprechenden Prabiotikums durch G. japonicus LMG 1417 wurde sowohl durch
Anpassung der Kultivierungsbedingungen, Kultivierungsart und die Plasmid-vermittelte
homologe Expression der Levansucrase LevS1417 optimiert. Durch die Verwendung von
Kulturiiberstand der Stdmme G. japonicus LMG 1417 und G. japonicus LMG 1417
pBBR1_p264 levS1417 wurde eine Zell-freie Levan-Produktion etabliert, die eine maximale
Levan-Ausbeute von 157,9 + 7,6 g L erzielte. Dieses Verfahren umgeht die aufwandige
Abtrennung von Zellen aus den hochviskosen Reaktionslosungen entsprechender Levan-
Produktionen und ermdglicht zeitgleich sehr hohe Produkt-Ausbeuten.

Nach heterologer Expression der Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417 in
E. coli NEB5-alpha und anschlieBender Aufreinigung wurde das rekombinante Enzym
eingehend charakterisiert. Durch die Erstellung einer Michaelis-Menten-Kinetik wurde
deutlich, dass LevS1417 mit 2826 + 102 U mg die hochste spezifische Aktivitat aufweist, die
jemals fur ein Enzym dieser Enzymklasse gemessen wurde. Zugleich wurde mit der
beschriebenen Levansucrase erstmals ein Levan-produzierendes Enzym aus der Gattung
Gluconobacter heterolog in E. coli produziert, aufgereinigt und charakterisiert.

Zur qualitativen und quantitativen Analyse Levan-basierter FOS konnte ein
chromatographisches Nachweisverfahren auf Basis der HPLC-Methode etabliert werden. Eine
Auswahl verschiedener Trennséulen zur Analytik von FOS wurde hinsichtlich optimaler
Trennleistung und Trennzeit untersucht. Von den untersuchten Séulen zeigte die Polymer-
basierte Aminophase Asahipak NH2P-50 3E die besten Eigenschaften fur die beabsichtigte
Applikation. Die Séule ermdglichte bei niedrigen Flussraten eine Basislinien-getrennte
Auftrennung von Fruktooligosacchariden. Dabei konnten auch FOS mit gleichem DP aber
variierendem Verknipfungstypen durch die Asahipak-Saulenkonfiguration voneinander

separiert werden.
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Um polymeres Levan, welches durch die katalytische Aktivitat von Levansucrasen produziert
wird, in prabiotische FOS zu hydrolysieren, wurden in dieser Arbeit verschiedene
Endolevanasen heterolog in E. coli NEB5-alpha produziert. Nach affinitatschromatographischer
Aufreinigung und Charakterisierung der rekombinanten Enyzme wurde gezeigt, dass die hier
erstmals charakterisierte Endolevanase LevBags aus A. chroococcum DSM 2286 optimale,
hydrolytische Eigenschaften aufweist. Das Enzym produzierte ausgehend von polymerem
Levan FOS mit einem DP zwischen 2 und 8. Einzigartig war die Tatsache, dass das Enzym auch
bei deutlich verlangerter Inkubation die produzierten FOS nur in sehr geringem Mal} weiter
hydrolysierte. Dadurch erfiillt ein Grof3teil der durch LevBa2ss gebildeten Hydrolyseprodukte
den fur die Ballaststoff-Deklarierung notwendigen Polymerisierungsgrad von mindestens drei
Monomer-Einheiten. Neben den vorteilhaften hydrolytischen Eigenschaften wies LevBaass
zusatzlich eine auBerst hohe spezifische Aktivitat von 6685 + 224 U mg™ auf. Aufgrund der
hohen Umsatzrate und des einzigartigen Produktspektrum erwies sich LevB2ss als ideal fir die
enzymatische Produktion Levan-basierter FOS

Durch simultane Aktivitat der rekombinanten Enzyme LevS1417 und LevB2sgs konnten
ausgehend von Saccharose in einem einzigen Reaktionsansatz Levan-basierte FOS produziert
werden. Um die Kosten- und Zeit-aufwandige Aufreinigung der rekombinanten Proteine zu
umgehen, wurde die Produktion der Levan-basierten FOS unter Verwendung von E. coli
Rohextrakt realisiert. In diesem Zusammenhang konnte ein initiales 2-Stamm-System, bei dem
der Extrakt von zwei verschiedenen E. coli Stammen zwecks FOS-Produktion vereint wurde,
durch ein 1-Stamm-System ersetzt werden. Das daflr konstruierte Plasmid ermdglichte die
simultane Produktion von LevS1417 und LevBaxsgs in E. coli. Durch eine Optimierung der
Ribosomenbindestelle konnte die Raum-Zeit-Ausbeute der Levan-FOS-Produktion noch weiter
gesteigert werden.

Das von Bassalo et al. entwickelte System zur genomischen Integration von
Nukleotidsequenzen wurde in dieser Arbeit fur die Integration der Levansucrase-kodierenden
Sequenz in das Genom von E. coli BW 25113 eingesetzt. Die erstellte Integrationsmutante war
ohne die Zugabe eines Antibiotikums und/oder Induktors zur Produktion der Levansucrase
LevS1417 befahigt, generierte im Vergleich zu den Plasmid-tragenden Stdmmen jedoch
erwartungsgeman geringere Mengen an rekombinantem Protein. Die multiple Integration der
LevS1417-kodierenden Nukleotidsequenz in verschiedene Loci des E. coli Genoms stellt somit

ein vielversprechendes Mittel fiir eine Steigerung der Protein-Ausbeute dar.
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