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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die humane Intestinal-Mikrobiota

Die humane Mikrobiota umfasst alle Mikroorganismen, die als Kommensale auf duBeren Oberflachen
wie der Haut und inneren Korperoberflachen, insbesondere im Gastro-Intestinaltrakt, als Kommensale
leben. Wahrend auf der Haut aufgrund hoher UV-Belastung, niedrigem pH-Wert und
Flussigkeitsmangel eher lebensfeindliche Bedingungen herrschen (Byrd et al., 2018), bietet der Darm
im Gegensatz dazu ein feuchtes Habitat, eine kontinuierliche Versorgung an Nahrstoffen und
konstante 37 °C (Ley et al., 2006). Die Diversitat der Intestinalflora wird auf 1000 verschiedene Arten
geschéatzt und macht bis zu 200 g der Koérpermasse aus (Zhu et al., 2010, Sender et al., 2016). Die
humane Darmmikrobiota kann im Gbertragenen Sinne auch als ,,Organ” bezeichnet werden, welches
sich zusammen mit dem menschlichen Kérper entwickelt. Im Sduglingsstadium wird der Intestinaltrakt
von Bakterien der Gattungen Lactobacillus, Bifidobacterium und Staphylococcus dominiert, da sich die
Nahrstoffzufuhr auf Muttermilch beschrankt. Mit der Einnahme fester Nahrung verandert sich die
Mikrobiota durch die Anwesenheit von Organismen der Phyla Bacteroidota und Bacillota (Ihekweazu
et al., 2018). Die korrekte Entwicklung des Immunsystems wird ebenfalls mit der Darmflora assoziiert.
Die Antigene der Darmflora stimulieren Abwehrfunktionen durch provozierte Immunantworten und
vermitteln auf diesem Wege die ersten Toleranzen gegen potenzielle pathogene Organismen im Darm
(Round & Mazmanian, 2009). Dariiber hinaus ergdnzen Bakterien im Darmtrakt den Stoffwechsel des
Menschen, beispielsweise durch die Synthese von Vitamin K (Hill at al., 1997) oder dem Abbau von
Ballaststoffen zu kurzkettigen Fettsauren wie Acetat, Butyrat und Propionat, welche von Colonocyten

wieder resorbiert werden (Guarner et al., 2013).

In einer groben Darstellung setzt sich der menschliche Intestinaltrakt aus dem Diinn- und Dickdarm
zusammen. Wahrend aufgrund des pH-Werts, Gallensalzen und Sekreten des Pankreas nur geringe
Mengen an Mikroorganismen an der Schnittstelle zwischen dem Magen und dem proximalen Teil des
Diinndarms angesiedelt sind (10° — 10* Zellen ml?), nimmt die Zellzahl von Prokaryoten im distalen
Dinndarm und Dickdarm massiv zu (O'Hara and Shanahan, 2006; Leser & Mglbak, 2009; Sender et al.,
2016). Mit 10! Zellen ml? stellt das Colon eine der mit Fremdzellen am dichtesten besiedelten
Oberflachen im Korper von Sdugetieren dar und fungiert somit als spezialisiertes Fermentationsorgan
fir die Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen (O'Hara and Shanahan, 2006; Sender et al.,
2016). Als Nahrungsquelle dienen fiir den Menschen ansonsten unverdaulichen Ballaststoffe, die
durch ein Netzwerk Spezies-libergreifender hydrolytischer Enzyme verfiigbar gemacht werden (Flint

et al., 2008; Rakoff-Nahoum et al., 2014).
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Die Diversitat der humanen Darmmikrobiota ist extrem variabel und hdngt von unterschiedlichen
Faktoren wie der Ernahrung (David et al., 2014), der geografischen Lage (Rehman et al., 2016) und der
genetischen Veranlagung des Menschen ab (Ley et al., 2008). In der nahen Vergangenheit wurde
versucht diese Komplexitdt in sogenannten Enterotypen abzubilden, um eine systematische
Einordnung dieser Diversitdt zu ermoglichen (Arumugam et al., 2011). Dieses Konzept geriet jedoch in
Kritik, da die Zahl an Ausnahmefillen eine solche Einordnung schlicht nicht zuldsst (Cheng & Ning,
2019). Trotz dieser hohen Variabilitdt der Mikrobiota zwischen verschiedenen Individuen spielt die
Stabilitdt der Art-Zusammensetzung eine Ubergeordnete Rolle fiir die Gesundheit des Menschen.
Pl6tzliche Anderungen der Darmmikrobiota konnten beispielsweise mit Stérungen des Darmepithels
oder chronischen Entziindungserkrankungen in Zusammenhang gebracht werden (Cani et al., 2008; Le
Chatelier et al., 2013). Der Einfluss der Darmflora bezieht sich jedoch nicht nur auf die humane
Physiologie. In einigen Studien wurden sogar psychologische Krankheitsbilder wie Depressionen,
Angststérungen und Schizophrenie mit der Darmmikrobiota assoziiert (Collins et al., 2012; Braniste et

al., 2014; Dinan et al., 2015).

Im vergangenen Jahrzehnt haben einige wenige Vertreter der Darmmikrobiota, aufgrund ihrer
metabolischen Charakteristika und der damit verbunden Rolle in der Aufrechterhaltung der Darm-
Homdostase, erhebliche Aufmerksamkeit erlangt. Unter dem Begriff der Probiotika werden
beispielsweise Organismen Akkermannsia (A.) muciniphila und Faecalibacterium prausnitzii wertvolle
immunmodulatorische Effekte zugesprochen, welche bei der Bekampfung von Krankheiten, wie z.B.
dem Reizdarm-Syndrom, unterstitzend wirken (Dao et al., 2016). Vertreter der Familie Bacteroidaceae
stehen ebenfalls im Fokus der Forschung. Die beiden Gattungen Bacteroides und Phocaeicola machen
in den meisten Personen zahlenmaRig den gréRten Anteil an Bakterienzellen (~40%) im Dickdarm aus,
daher ist das Verstindnis fir diese beiden Gattungen im Zusammenspiel mit der menschlichen

Gesundheit von erheblichem Interesse (King et al., 2019).

1.2 Der Organismus Phocaeicola vulgatus

Ehemals bekannt als Bacteroides vulgatus wird Phocaeicola (P.) vulgatus aufgrund seiner hohen
Abundanz (Bis zu 15% aller Bakterienzellen im Dickdarm) als eines der wichtigsten Darmkommensale
im menschlichen Dickdarm betrachtet (Salyers et al., 1984, King et al., 2019). P. vulgatus gehort dem
Phylum der Bacteroidota an und wurde erstmals im Jahre 1933 aus humanen Faeces isoliert (Eggerth
und Gagnon, 1933). Die genomische Gesamtdivergenz zur Gattung Bacteroides spp. flhrte im Jahr
2019 zu einer phylogenetischen Neueinordnung des Organismus in die Gattung Phocaeicola (Garcia-
Lépez et al., 2019). Bei P. vulgatus handelt es sich um ein Gram-negatives, pleomorphes und
Stabchenformiges Bakterium mit einem obligat anaeroben Stoffwechsel (Wexler, 2007). Die

Implikationen von P. vulgatus fir die menschliche Gesundheit werden durch Studien mit
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widersprichlichen Ergebnissen gepragt. Fir P. vulgatus konnte, im Zuge von Multi-Omics-Analysen des
Darmmikrobioms von Patienten mit Colitis ulcerosa, ein Zusammenhang zwischen Proteasen und der
Schwere der Erkrankung festgestellt werden (Mills et al., 2022). Gleichzeitig korreliert die Abundanz
von P. vulgatus mit der Fahigkeit zur Produktion von entzindungshemmenden Zytokinen (di Lorenzo
et al., 2020) sowie mit einem Schutz von einer durch Escherichia coli induzierten Colitis (Waidmann et
al.,, 2003). Darlber hinaus hat P. vulgatus einen inhibitorischen Effekt auf die mikrobielle
Lipopolysaccharidproduktion im Darm, wodurch das Risiko auf eine Atherosklerose reduziert wird

(Yoshida et al., 2018)

P. vulgatus besitzt alle Enzyme fiir die Metabolisierung von Glucose liber den Emden-Meyerhoff-
Parnas-Weg (EMP-Weg) sowie die Schlisselenzyme Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (BVU_2796)
und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (BVU_2795) des oxidativen Zweigs des Pentosephosphat-
Wegs. Somit ist P. vulgatus in der Lage eine Vielzahl von Mono- und Disacchariden zu den
Endprodukten Lactat, Formiat, Acetat, Succinat und Propionat zu fermentieren (McCarthy et al., 1988,
Lick & Deppenmeier, 2022). Die Atmungskette von P. vulgatus besteht aus funf Membrankomplexen:
Dem Rnf-Komplex, einer ,kopflosen” NDH-Variante, der Ngr, einer Fumarat-Reduktase und der
Cytochrom-bd-Chinoloxidase (lto et al., 2020). Die entsprechenden Elektroneniibertragungsschritte
gehen mit der Erzeugung eines elektrochemischen Na® oder H* Gradienten einher, der eine
Energiekonservierung Uber eine FiFo-ATP-Synthase ermoglicht (Koumandou & Kossida, 2014).
Zusatzlich kénnen durch die Cytochrom-bd-Chinoloxidase unter mikroaerophilen Bedingungen
Elektronen auf Sauerstoff Gbertragen werden, wobei der dadurch entstehende Protonengradienten
der ATP-Generierung dient (Baughn & Malamy, 2004). Im Gegensatz zu anderen relevanten
Darmkommensalen, wie z.B. Segatella (S.) copri, ist P. vulgatus auch zur Produktion von Propionat
befdhigt. Viele Vertreter der Bacteroidota kodieren Enzyme fiir den Methyl-malonyl-CoA-Weg, bei
dem Uber Succinyl-CoA, Methylmalonyl-CoA und Propionyl-CoA schliefRlich Propionat freigesetzt wird
(Macy und Probst, 1979).

1.3 Bioaktive phenolische Verbindungen

Fiir die Zusammensetzung der Mikrobiota eines Individuums ist der Ernahrungsstil von entscheidender
Bedeutung (Alexander & Turnbaugh, 2020). Der Anteil an Ballaststoffen, Kohlenhydraten sowie Fett
und Proteinen in Nahrungsmitteln sorgt fiir kurzfristige, jedoch signifikante Anderungen der
dominierenden Bakterien-Arten im menschlichen Darm (Cheng & Ning, 2019). Besonders das Konzept
der Prabiotika, welches sich mit der gezielten Anreicherung an gesundheitsférdernden Bakterien im
Verdauungstrakt durch spezielle Nahrungsbestandteile beschaftigt, macht sich diese Kenntnis zu Nutze
(Gibson et al., 2017). Die meisten Nahrungsmittel enthalten, neben Kohlenhydraten, Fetten und

Proteinen auch Nahrstoffe, die nicht der Energiegewinnung dienen. Deren Wirkung auf den
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Konsumenten und der Funktionen im Kérper ist nicht immer konkret bekannt (Dominguez-Avila et al.,
2021). Zu diesen Substanzen gehoéren bioaktive phenolische Verbindungen, welche aus dem Verzehr
von pflanzlichen Nahrungsmitteln wie Obst und Gemiise stammen, aber auch durch den bakteriellen
Stoffwechsel im Dickdarm freigesetzt werden (Clifford et al., 2004; Russell et al., 2013). Der aktuelle
Kenntnisstand bezlglich des Vorteils dieser bioaktiven phenolischen Verbindungen lasst sich auf zwei
Funktionen reduzieren: Die Modulation der Darmmikrobiota durch Stimulation und Inhibition
bestimmter Bakterien-Arten sowie der bakteriellen Produktion von bioaktiven Phenol-Derivaten mit

gesundheitsfordernden Effekten (Dominguez-Avila et al., 2021).

1.3.1 Polyphenole

Pflanzen produzieren natirlicherweise ein umfangreiches Spektrum an verschiedenen aromatischen
Verbindungen, welche unter dem Schirmbegriff der Polyphenole zusammengefasst werden (Quideau
et al., 2011). Dabei handelt es sich um sekundére Phytochemikalien mit einer hohen strukturellen
Diversitat. Zu diesen Metaboliten gehoren beispielsweise Flavonoide, Lignine und Stilbene, die eine
Vielzahl von Funktionen in der Pflanzenbiologie libernehmen (Vogt, 2010). Polyphenole vermitteln
Stress-induzierte Antworten gegen UV-Belastung sowie pathogene Mikroorganismen (La Camera et
al., 2004), dienen aber auch der ErschlieBung neuer Habitate (Bais et al., 2003) und spielen eine
tragende Rolle in der Reproduktion (Dudareva et al., 2004). Der Synthese-Prozess von Polyphenolen
wird auch als Phenylpropanoid-Weg bezeichnet und ist gepragt von weitreichenden enzymatischen
Modifikationen einiger weniger Ausgangsmolekiile zur Synthese eines duRerst heterogenen Molekiil-
Spektrums (Abb. 1) (Vogt, 2010). Initial beginnt dieser Prozess mit der Aminosaure Phenylalanin, die
durch das Enzym Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL, EC 4.3.1.24) Uber eine Desaminierung in
Zimtsdaure umgewandelt wird. Die anschlieBende Hydroxylierung von Zimtsaure in Anwesenheit von
Sauerstoff, NADPH und dem Enzym Cinnamat-4-Hydroxylase (C4H) fiihrt zur Bildung von Cumarsaure.
Alternativ kann Cumarsaure auch direkt tGber die Desaminierung von Tyrosin durch eine Tyrosin-
Ammoniak-Lyase (TAL, EC 4.3.1.23) gebildet werden. AbschlieRend aktiviert die 4-Cumarsaure:CoA-
Ligase (4CL) Cumarsdure weiter zu Cumaroyl-CoA, welches als zentrales Intermediat des
Phenylpropanoid-Wegs fungiert (Camm & Towers, 1973). Ausgehend von Cumaroyl-CoA wird durch
die Kombination verschiedener enzymatischer Modifikationen wie Glykosylierungen, Methylierungen,
Acylierungen, Prenylierungen, Oxidationen sowie Reduktionen ein breites Spektrum an phenolischen

Verbindungen erzeugt (Vogt, 2010).



1. Einleitung

Humo
CHyO' #

Cumarine

(0] (0]
HO, )
O ‘ OH OH
NH NH;
OH O O v HO' 2 2
¢ % i Tyrosin Phenylalanin
Isoflavinoide | Flavinoide ) .
. 1 1
\J \ 'y 1 1
*. . . 1 1
1 1
1 1
1 1
SaC v v
wCo,
OoH A o o]
= =
. O e S o) | - /©A)L0H - O/\)LOH
g~ o
H Cumarsaure Zimtsdure
Cumaroyl-Coenzym A
" stilbene
“" O~ghicose

¢+ OH H i CHLO
4 OH € . o
: HO

Ho 0, C“?“U\\/ 5
2 H L CHO
Aurone mﬁ + HO Phenylpropanoid-Ester

- OH . o Phenylpropene e
» Katec'hme Lignin ‘4
Cutin Acetylierte Polyamine
Suberin '
\j

Proanthocyanidine

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Molekiil-Gruppen fiir die Synthese von Polyphenolen. TAL: Tyrosin
Ammoniak Lyase; PAL: Phenylalanin Ammoniak Lyase (Abbildung modifiziert nach Vogt, 2010).

Zu den haufigsten Polyphenolen, die tber die Nahrung aufgenommen werden, zdhlen Quercetin aus
Apfeln, Resveratrol aus Weintrauben und Tannine aus Tee und Rotwein (Smith et al., 2004; Etxeberria
et al., 2015). Aufgrund ihres komplexen Aufbaus werden diese Polyphenole im Diinndarm kaum
resorbiert und gelangen daher nahezu unverandert in den Dickdarm, wo diese Verbindungen von der
lokalen Mikrobiota in verschiedene bioaktive Phenol-Derivate abgebaut werden kénnen (Scalbert et
al., 2002; Parkar et al., 2013; Jiménez et al., 2014). Der genaue gesundheitsférdernde Mechanismus
vieler Polyphenole ist nicht eindeutig aufgeklart und ist aufgrund der unterschiedlichen Molekdl-
Strukturen fir jede Substanz individuell und komplex. Ein Beispiel dafiir ist der vermeintliche
prabiotische Effekt, den Polyphenole haufig auf A. muciniphila ausiiben, obwohl der Organismus selbst
keine Fahigkeiten zur Verwertung von Polyphenolen besitzt (Roopchand et al., 2015; Anhé et al., 2015).
Trotzdem belegen Studien seit Jahren den positiven Effekt von pflanzlichen Polyphenolen auf die
Darmgesundheit des Menschen (Turnbaugh et al, 2006; Tabasco et al., 2011; Roopchand et al., 2015;
Moreno-Indias et al., 2016).
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1.3.2 Phenolsduren im Darm

Die Mikrobiota der menschlichen Intestinalflora besitzt die metabolischen Fahigkeiten um die
komplexen sekundaren Pflanzen-Intermediate wie Flavonoide, Tannine und Anthocyanine zu
einfachen Phenolsduren umzusetzen. Beispielsweise wurde bestatigt, dass Organismen der Gattungen
Bacteroides, Streptococcus und Clostridium haufige Polyphenole wie Quercetin, Kaempferol und
Katechin zu Phenolsduren abbauen konnen (Winter et al., 1989; Atkinson et al., 2005; Selma et al.,
2009). Zu den am héaufigsten im menschlichen Darm nachgewiesenen Phenolsduren gehéren
Phenylessigsaure und Phenylpropionsdure (Sanchez-Patan et al., 2011; Russell et al., 2011; Mufioz-
Gonzalez et al, 2013; Gutiérrez-Diaz et al., 2018). Der Literatur zufolge bt Phenylessigsdure einen
protektiven Effekt auf Pankreas-zellen aus, wenn diese Cholesterol-induzierten oxidativen Stress
ausgesetzt sind (Carrasco-Pozo et al., 2015). Als bestatigte Quelle von Phenylessigsdure im Darm gilt
der Abbau von Quercetin, einem ubiquitdarem Polyphenol aus Obst und Gemiise, durch Organismen
der Gattungen Agathobacter, Bacteroides, Clostriudium, Bifidobacterium und Lactobacillus (Zhang et
al., 2014; Peng et al., 2014; Carrasco-Pozo et al., 2015). Phenylpropionsaure stammt aus dem Abbau
von Ferulasdure aus Reis oder Dill, wirkt entziindungshemmend, antithrombotisch und stabilisiert das
Darmepithel (Rechner and Kroner, 2005; Monagas et al., 2009; Hu et al., 2023). Eine weitere diskutierte
Quelle von bioaktiven Phenolsduren ist die Fermentation der aromatischen Aminosduren Phenylalanin
und Tyrosin. Es wurde gezeigt, dass fiinf Mitglieder der Gattung Bacteroides und noch weitere
Vertreter des Phylums Bacteroidota die Fahigkeit besitzen, aromatische Aminosduren zu
Phenylessigsdure und Phenylpropionsadure zu fermentieren (Russel et al., 2013; Bourgeau & Mayrand,

1983; Kaczmarek & Coykendall 1980).

Allerdings bilden diese Beispiele nur einen winzigen Bruchteil der Komplexitat ab, der zwischen dem
Konsum von Polyphenolen, der Verfligbarkeit von Proteinen und der Freisetzung von bioaktiven
Phenolsdauren im Darm besteht. Dementsprechend grof} ist der Aufklarungsbedarf zu den genauen
gesundheitsférdernden Mechanismen, den Polyphenole und Phenolsduren im menschlichen Darm

ausldsen.

1.3.3 Zimt- und Cumarsaure

Wie bereits erwdhnt spielen die beiden zentralen Metabolite Zimt- und Cumarsaure als
Ausgangsmolekiile fur die Synthese von Phenol-haltigen Molekilen in Pflanzen eine wichtige Rolle,
sind aber auch als industrielle Plattformchemikalien von groRRer Bedeutung (Pei et al., 2016; Fonseca
et al., 2019). Diese Verbindungen besitzen antimikrobielle Eigenschaften, werden als Aromastoffe und
Vorlaufer fir die Synthese von Bioplastik eingesetzt und sind fiir ein breites Anwendungsspektrum in
der Gesundheits- Nahrungsmittel- und Kosmetik-Industrie interessant (Kaneko et al., 2006; Sariaslani,

2007). Mit einem Marktvolumen von 252 Millionen USD/Jahr fir Zimtsaure und 134 Millionen USD fiir
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Cumarsaure wird das Interesse an diesen beiden Phenylpropanoiden auch in der Wirtschaft reflektiert
(https://www.digitaljournal.com/pr/news/xherald/trans-cinnamic-acid-market-latest-research-

reveals-key-trends-for-business-growth-terra-universal-agilent-technologies-asahi-glass-co-Itd-

entegris-inc-hitachi-chemical-co-Itd- ; https://www.researchnester.com/reports/p-hydroxycinnamic-
acid-market/4355). Die traditionelle chemische Synthese von Zimt- und Cumarsaure erfolgt durch die
Kondensation von Benzaldehyd und Acetaldehyd, und ist durch extreme Reaktionsbedingungen von
bis zu 170°C fir mehrere Stunden gepragt (Johnson, 1942). Die aktuelle Klimadebatte und das
steigende Interesse an nachhaltigen Produktionsprozessen fordern den Umstieg der petrochemisch-
basierten Herstellung von Zimt- und Cumarsdure hin zu umweltfreundlichen, biobasierten
Produktionswegen. Zimt- und Cumarsdure konnen zwar aus erneuerbaren Ressourcen wie
Pflanzenresten extrahiert werden, jedoch ergeben sich, aufgrund ihrer Bedeutung als Vorlaufer-
Molekile fir Polyphenole im pflanzlichen Stoffwechsel, nur geringe Konzentration im
Pflanzenmaterial. Zusatzlich sind die respektiven Extraktionsmethoden zu aufwandig und komplex und
gelten daher im industriellen Kontext als nicht praktikabel (Benkrief et al, 1998). Fir eine
biotechnologische Produktion von Zimt- und Cumarsaure sind die respektiven Enzyme PAL und TAL
von besonderem Interesse. Bisherige mikrobielle Produktionsstdmme basieren auf der heterologen
Expression von pflanzlichen T/PAL in biotechnologisch relevanten Mikroorganismen wie E. coli, Vibrio
(V.) natriegens oder Saccharomyces (S.) cerevisiae und sind vornehmlich durch die Aktivitat der
respektiv verwendeten T/PAL (Vargas-Tah et al., 2015) limitiert. Die Enzymklassen der T/PAL existieren
nicht nur exklusiv in Pflanzen, sondern sind auch in einigen Bakteriengattungen wie Rhodobacter,
Flavobacterium und Bacteroides vertreten (Jendresen et al., 2015). Daher richten sich Bemihungen
auf die Identifizierung und Optimierung neuer T/PAL Enzyme und der biotechnologischen ErschlieBung
weiterer Mikroorganismen, welche bereits natlrlicherweise Zimt- und Cumarsdure produzieren

kénnen (Cui et al., 2014).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Berticksichtigung von Aspekten beziglich der Nachhaltigkeit und Klimaneutralitat lassen sich fir
die Etablierung industrieller Produktionsprozesse aufgrund des Klimawandels kaum vermeiden und
werden besonders in der Zukunft noch mehr an Bedeutung gewinnen. Demnach ist die Moglichkeit,
komplexe chemische Synthesen in moglichst wenigen Schritten und unter milden Bedingungen in
biotechnologisch entwickelten Mikroorganismen abzubilden und umzusetzen ein attraktiver Ansatz
fr kiinftige Innovationen. Vertreter der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola eignen sich aufgrund
ihrer metabolischen Fahigkeiten duRerst gut als potenzielle ,Bio-Fabriken” fiir die Synthese von
Plattformchemikalien, da diese zur Verwertung von nachhaltigen Substraten wie z.B. pflanzlichen

Heteropolysacchariden befdhigt sind. Fir die Optimierung der Synthese gewlinschter Chemikalien
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durch Bakterien sind Werkzeuge fiir die genetische Modifikation notwendig, um beispielsweise
konkurrierende Stoffwechselzweige auszuschalten oder den Kohlenstoff-Fluss im zentralen
Stoffwechsel gezielt zu kanalisieren. Anhand des Modell-Organismus P. vulgatus sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit mithilfe von genetischen Werkzeugen ein System fiir die markerlose Deletion von
Genen in Organismen der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola etabliert werden. Zusatzlich sollten
die bestehenden genetischen Systeme genutzt werden, um den Zentralstoffwechsel von P. vulgatus
zu analysieren und das Potenzial des Organismus als biotechnologischen Produktionsstamm zu
evaluieren. Besonders im Hinblick auf die Produktion von Zimtsaure, Cumarsdure und bioaktiven
Phenolsauren sollte in dieser Arbeit der Phenol-Stoffwechsel von P. vulgatus aufgeklart und fir die
Produktion von Phenylessigsdure sowie Zimt- und Cumarsdure modifiziert werden. Dariber hinaus
sollten die entwickelten genetischen Systeme genutzt werden, um Fluoreszenzmarker fir die
Anwendung in P. vulgatus zu etablieren, welche zuverldssig unter anaeroben Bedingungen

funktionieren und fir in vivo Proteintracking geeignet sind.



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und weitere Materialien

2.1.1 Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht anders
angegeben, von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland), Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), VWR
(Darmstadt, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen und entsprachen mindestens

der Qualitatsstufe per Analysis (p. a.).

2.1.2 Gase
Gase wurden im technischen Reinheitsgrad von der Firma Air Liquide (Dusseldorf, Deutschland)
bezogen. Verwendet wurden N2 (99,9 %) und CO2 (99,9 %), die zum Teil auch Uber eine

Gasmischanlage in einem Mischungsverhaltnis von 80:20 verwendet wurden.

2.1.3 Enzyme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 1)

Tabelle 1: Verwendete Enzyme

Enzym Verwendung Hersteller

OneTag-Polymerase Amplifizierung von DNA- New England Biolabs

Fragmenten zur Klonierung (Frankfurt am Main,

Deutschland)

Q5- High-Fidelity DNA-
Polymerase

Dnase |

T4-DNA-Ligase

Bsal

Glihwirmchen-Extrakt
(Luciferase)

Kolonie-PCR

Verdau von DNA

Verknilipfung von DNA-
Fragmenten

Restriktionsverdau

ATP-Nachweis

New England Biolabs
(Frankfurt am Main,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific
(Schwerte, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific
(Schwerte, Deutschland)

New England Biolabs
(Frankfurt am Main,
Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)



2.1.4 Antibiotika
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Zur Gewahrleistung der Reinheit von Kulturen und als Selektionsmarker bei Klonierungen wurden die

nachfolgend aufgelisteten Antibiotika,

Losungsmittel verwendet (Tab. 2).

sowie deren

Tabelle 2: Liste der verwendeten Antibiotika

Konzentrationen und entsprechenden

Antibiotikum
Carbanicillin
Erythromycin

Losungsmittel
50 % Ethanol
100 % Ethanol

Endkonzentration (png/ml)
100

100

200

100

75

Gentamycin rH,0

Vancomycin rH,0

Amikacin rH,0
2.1.5 Kits

Kits, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Kits

Kit
Monarche PCR & DNA Cleanup Kit

Monarch® Plasmid Miniprep Kit
NEBuilder® HiFi DNA Assembly
Master Mixes

Monarch® Total RNA Miniprep Kit

Luna® Universal gPCR Master Mix

Luna® Universal One-Step RT-gqPCR
Kit

2.1.6 DNA- und Protein-Marker

Verwendung
Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Aufreinigung von Plasmiden
Gezielte Klonierung von Fragmenten
Aufreinigung von RNA

Quantitative Echtzeit-Bestimmung
von PCR-Produkten

Umschreibung von RNA in cDNA und

gquantitative Echtzeit-Bestimmung
von PCR-Produkten

Hersteller

New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland)
New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland)
New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland)
New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland)
New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland)
New England Biolabs

(Frankfurt am Main, Deutschland)

Die Bestimmung der GrofRe von DNA-Fragmenten in der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte durch

Einsatz des Markers , 1 kb DNA-Ladder” der Firma New England Biolabs (Frankfurt am Main,

Deutschland). In Protein-Gelelektrophoresen wurde der Marker ,PageRuler Prestained Protein

Ladder” von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) verwendet.
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2.1.7 Datenbanken und Software

Die nachfolgende Tabelle (Tab. 4) enthélt eine Auflistung der Software und Datenbanken, welche in

dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Programme und Datenbanken

Programm

ClustalQ

Microsoft

Office 2021

Snapgene 1.1.3

Primer D’Signer
NEBuilder Assembly Tool
NEBiocalculator

GraphPad Prism 8.0

Uniprot
KEGG

NCBI BLAST
Primer3

2.1.8 Dienstleistungen

Verwendungszweck
Multisequenz-Alignment
Erstellung von Text, Tabellen und Diagrammen

Planung, Visualisierung und Dokumentation von Klonierungen
und PCR-Reaktionen, Analyse von DNA-Sequenzen

Generierung von Oligonukleotidprimern zur Generierung
spezifischer Restriktions-Schnittstellen

Generierung spezifischer Primer fir Klonierungen mithilfe des
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mixes
DNA-Konzentrationsbestimmung der DNA-Fragmente, welche fir
die Assemblierung eingesetzt wurden

Erstellung von Graphen, Analyse und Charakterisierungen von
Enzymaktivitaten (Michaelis-Menten-Kinetik)

Informationen zu Genen und Proteinen

Informationen zu Genen und Proteinen, Analyse von
Stoffwechsel-Prozessen

Vergleich von DNA- und Aminosduresequenzen

Erstellung von Oligonukleotiden fiir (RT-)qPCR

Zur Verifizierung der in dieser Arbeit durchgefiihrten genetischen Modifikationen wurden die DNA-
Fragmente von Interesse unter Verwendungen der Q5- High-Fidelity DNA-Polymerase (Tab. 1) mittels
PCR amplifiziert, und mithilfe des Monarche PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 3) aufgereinigt. Das
praparierte DNA-Material wurde zur Sequenzierung an die Firma Eurofins Genomics (Ebersberg,
Deutschland) Gibermittelt. Dafiir wurden 5 pl Template DNA mit 5 pl eines geeigneten Sequenzierungs-
Primers (10 pmol pl) gemischt. Die Auswertung der Sequenzdateien erfolgte mit Snapgene 1.1.3 (Tab.

4)
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2.2. Organismen, Primer und Plasmide

2.2.1 Organismen

Alle Organismen, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Organismen

Stamm Genotyp Quelle

P. vulgatus DSM 1447 Wildtyp DSMZ (Braunschweig,
Germany)

P. vulgatus Abvu1l663 Abvu1663 Diese Arbeit

P. vulgatus Abvu0984
Abvu3649

E. coli NEB"5-alpha
(bezeichnet als E. coli)

E. coli NEB"5-alpha Apir
S$17-1
E. coli 32155

Abvu0984, Abvu3649

fhuA2 A(argF-lacZ) U169 phoA ginV44 ©80
A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17

TpR SmR recA, thi, pro, hsdR-M+RP4: 2-Tc:Mu:

Km Tn7 Apir

thrB1004 pro thi strA hsdsS lacZD M15 (F'
lacZAM 15 lacl’ traD36 proAB*)
AdapA::erm(EryR) pir::RP4 [::kan (Kan®) aus
SM10]

Neff et al., 2023

New England Biolabs
(Ipswich, USA)

Strand et al., 2014

DSMZ

2.2.2 Oligonukleotidprimer

Oligonukleotidprimer, die fir Klonierungen eingesetzt wurden, wurden entweder manuell, mit Hilfe

des Primer D’Signers (IBA GmbH) oder durch das NEBuilder Assembly Tool (New England Biolabs)

generiert. Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) wurde mit der Synthese der Primer, welche in

dieser Arbeit verwendet wurden, beauftragt. Die Sequenzen der Primer, die fiir Klonierungen, Kolonie-

PCR, RT-pPCR oder Sequenzierungen eingesetzt wurden, sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Primer

Primer

Sequenz (5'>3’)

pgl06_nPldh_bb_fw
pgl06_nPldh_bb_rev
pgl06_1663_fw
pgl06_1663_rev
pgl06_SacB_fw
pgl06_SacB_rev
pMM 656 BB fw
pMM 656 BB rev
pMM656 SacB BB fwd
pMMG656 SacB BB rev
pMMG656 SacB fw
pMMG656 SacB rev
1663Up fw

1663Up rev

1663Do fw

1663Do rev

AATAGCATGCAAGCTTGG

AATTGTTTTTCCATTTATAGTTCATATAAATAAC
TAAATGGAAAAACAATTATGAAACAAATGTTTCAGCC
GCCAAGCTTGCATGCTATTTTACAAACCTAACTTATATATTG
CTATAAATGGAAAAACAATTATGAACATCAAAAAGTTTGC
CGCCAAGCTTGCATGCTATTTTATTTGTTAACTGTTAATTGTCC
TAACAAATAACTATCCATTCAGTTTGATTTTTC
GCAAACGTTATTAGTCTTTTCTCATCGGATTC

TTGTTTGCCAAGTTCGAGAGCCTGTCTC

CTGCCAGACGGGAGGGGAATTCCCATGTC

GAGAGCCTGTCTCTCCGCAA
ACGGCTAAAAACAATAGGCC

ATTCCCCTCCCGTCTGGCAGGAAAGAAC
TATACTTAGTTCTTATGTATAAATGTTACTTTTCCACC
ATACATAAGAACTAAGTATAAAGCCATGAATAGCAATAAAAATC
CTCTCGAACTTGGCAAACAATGCCTGCG
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0984Up fw

0984Up rev

0984Do fw

0984Do rev

3649Up fw

3649Up rev

3649Do fw

3649Do rev
inside_BVU1663_fw
inside_BVU1663_rev

KO IS Screen Up fw

KO IS Screen Down rev
pmm656 d1663 BB fwd
pmm656 d1663 BB rev
BVU3649_fwd
BVU3649_rev
BVU3649upp_fwd
BVU3649upp_rev

IdhNP Upp_fwd

IdhNP Upp_rev

pASK for

pASK rev

Bacteria 468 fw

Bacteria 468 rev

pgl06 screening fw

pgl06 screening rev
pMM®656 Screening fw
pMMG656 Screening rev
pMM656_updo_fw
pMM656_updo_rev
pMM656 3649 Screening fw
pMMG656 3649 Screening rev
pMM656 0984 Screening fw
pMMG6E56 0984 Screening rev
pMM656_3649 0984 screening_fw
pMM656_3649_ 0984 screening_rev
gPCR_0984 fw

gPCR_0984 rev

gPCR_3649 fw

gPCR_3649 rev
pASK3_1663_fw
pASK3_1663_rev
AssBVU_2880_fw
AssBVU_2880_rev
gPCR_BVU2880_fw
gPCR_BVU2880_rev
pASK3_BVU227374_fw
pASK3_BVU227374 rev
pASK5_BVU_2276_fw
pASK5_BVU_2276 rev
pgl06_2275 fw
pgl06_2275 rev
pASK3_1010_fw
pASK3_1010_rev
AssBVU_1010_fw
AssBVU_1010_rev
gPCR__BVU1010_fw
gPCR__BVU1010_rev

2. Material und Methoden

TGACATGGGAATTCCCCTCCGTACCAGACAAACCGAAGAA
CTGTCCTTATAGTTTGAGCTATCTATGCTTTTGTTATATT
AATATAACAAAAGCATAGATAGCTCAAACTATAAGGACAG
TATTCATGTAATAAGGCAGAAGTTCGAGAGCCTGTCTCTC
CTGACATGGGAATTCCCCTCCGAAGCACACAAAGCCGGCTTA
ATAGACACCTAAATTGGGAAAATCTTTATTTTTGTGGTTA
AACCACAAAAATAAAGATTTTCCCAATTTAGGTGTCTAT
GGAGAGACAGGCTCTCGAACTCGTCAATTACTTCTTCTGC
AGGTTTCCGTTAACTTTGCC

ATTAGTCATGGCAACGCGG

TGCCACCGGCAATATCGTTA

TTGAAGCCGGACGCTTTATC

CTATCCATTCAGTTTGATTTTTC
AATTGTTTTTCCATTTATAGTTCATATAAATAAC
CTATAAATGGAAAAACAATTATGAAAAAATATTATGCAGAATCTG
AAATCAAACTGAATGGATAGTTATATTCTTTCCAAGACTTTTTC
CTATAAATGGAAAAACAATTATGAAAAAATATTATGCAGAATCTG
GCAAACGTTATTATATTCTTTCCAAGACTTTTTC
AAGAATATAATAACGTTTGCAGAATTGTC
AAATCAAACTGAATGGATAGTTAGAGTTTCTCGCCGAATG
GAGTTATTTTACCACTCCCT

CGCAGTAGCGGTAAACG

ACTCCTACGGGAGGCAG

GACTACCAGGGTATCTAATCC

CGATCGGTGCGGGCCTCTTC

AGTTAGCTCACTCATTAGGC

ACACTTAACGCTGACATGG

CACTGGAAGATAGGCAATTAG

GGCTTTTAAAGCTTTTAAGG

CATCGGATTCTTTTAATATCGC

CTTATGGTATACAAGAGTGG

CTGTTCACATACTGACTTAT

TTGATGGTTTGATAGAAAAA

ATACTTTCAGGACGATGTAA

GAGAGCCTGTCTCTCCGCAA

ACGGCTAAAAACAATAGGCC

AGCACATCATAAGAAGGATT

ATATGCGCTACCCCTTGTTG

CAATGAGGTTTGCGATCTGA

TGGGATACGGAGTTCTCGTC
ATGGTAGGTCTCAAATGAAACAAATGTTTCAGCCGGTAAGG
ATGGTAGGTCTCAGCGCTCAAACCTAACTTATATATTGTGAAATTT
CTATAAATGGAAAAACAATTATGGAAATGAACAAAGTTTTTAAG
CGCCAAGCTTGCATGCTATTTTACATTCTTTCGTGGAAAG
GAACGTGCCAATAACGGAGT

ATGGCAGGCTTTTTCTACGA
ATGGTAGGTCTCAAATGATGGCTGAAAAGAAATTATTGTTGGG
ATGGTAGGTCTCAGCGCTCCAGTTCTTTACCGCATTCAATCC
ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGATTTGGAATAAAAATAAAGAGTGC
ATGGTAGGTCTCATATCATTTTAAAATCCGATTGTCTATCACAC

CTATAAATGGAAAAACAATTATGAAGATATTTAGTGAAGAATTAGTG

CGCCAAGCTTGCATGCTATTTCAATGATCTTCATGAAAAGC
ATGGTAGGTCTCAAATGCGGAAATTATACAAAACTGATCA
ATGGTAGGTCTCAGCGCTTTTTTCTTGCAACCTCCCTTTTTTAA
CTATAAATGGAAAAACAATTTTGCGGAAATTATACAAAAC
CGCCAAGCTTGCATGCTATTTCATTTTTCTTGCAACCTC
AGGACAGCAAGAGATAGCCC

GGTCCACTATCGGGTTGTCA
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AAAAACAATTATGGTGGAAAAGTTCGTTGG
TTTTATAAGCTTCGGTCGCACGACGATAG
CTATAAATGGAAAAACAATTATGGCTCGGGACCCTCAAC
TAAAAAGCTATTTTATAAGCGGCTTCTTTCCTCTGCACC
GCTTATAAAATAGCTTTTTACGAC
AATTGTTTTTCCATTTATAGTTCATATAAATAAC

pG106_UnaG Nterm_fw
pG106_UnaG Nterm_rev
pG106_IFP2.0_Nterm_fw
pG106_IFP2.0_Nterm_rev
pgl06_2499_BB_fwd
pgl06_2499 BB_rev

2.2.3 Plasmide
Alle Informationen zu den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und generierten Plasmide konnten

aus Tabelle 7 enthommen werden.

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Vektoren

Plasmid Eigenschaften Quelle

pASK IBA 3 Induzierbarer Tet-Promotor, AmpF, C- IBA (Gottingen,
terminales Strep-tag Deutschland)

pASK IBA 5 Induzierbarer Tet-Promotor, Amp®, N- IBA (Gottingen,

pASK 3 BVU 1663

pASK_3_BVU_2273+2274

pASK_5_BVU_2276
pASK 3_BVU_1010
pG106

pG106_/dhnP

pG106_/dhnP_sacB

pG106_1663

pG106_/dhnP_bvu2880

pG106_IdhnP_2276

pG106_I/dhnP_bvu1010

pG106_IFP2.0N_2499

terminales Strep-tag

Derivat von pASK3, mit Sequenz des Gens
bvul663

Derivat von pASK3, mit Sequenz des Gens
bvu2273 und bvu2274

Derivat von pASK5, mit Sequenz des Gens
bvu2276

Derivat von pASK3, mit Sequenz des Gens
bvu1010

ErmAM, ErmF, origin of replication fiir
Bacteroides spp.

Derivat von pG106, mit 257 bp der 5-UTR
und Sequenz des Gens BVU_2499

Derivat von pG106 mit 257 bp der 5-UTR
des Gens bvu2499 und Sequenz des Gens
sacB aus B. subtilis

Derivat von pG106 mit 257 bp der 5-UTR
des Gens bvu2499 und Sequenz des Gens
bvu1l663

Derivat von pG106, mit 5-UTR des Gens
bvu2499 und der Sequenz des Gens
bvu2880

Derivat von pG106, mit 257 bp der 5-UTR
des Gens bvu2499 und der Sequenz des
Gens bvu2276

Derivat von pG106, mit 257 bp der 5-UTR
des Gens bvu2499 und der Sequenz des
Gens bvu1010

Derivat von pG106, mit 257 bp der 5-UTR
des Gens bvu2499 und der Sequenz des
Gens bvu2499 in Kombination mit der
Sequenz des Fluoreszenz-Tags IFP2.0

14

Deutschland)
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Jones et al., 2020
Lick &
Deppenmeier,

2022
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pG106_UnaGN_2499 Derivat von pG106, mit 257 bp der 5-UTR Diese Arbeit
des Gens bvu2499 und der Sequenz des
Gens bvu2499 in Kombination mit der
Sequenz des Fluoreszenz-Tags UnaG

pMM656 Rhamnose-induzierbare nanoluc Mimee et al.,
Expression, pNBU2-Riickgrat, Amp®, Ery® 2015
pMM656_IdhnP Derivat von pMM®656, mit 257 bp der 5'- Lick &
UTR und Sequenz des Gens bvu2499 Deppenmeier,
2022
pMM656_IdhnP_sacB Derivat von pMMG656, mit 257 bp der 5'- Diese Arbeit

UTR des Gens bvu2499 und Sequenz des

Gens sacB aus B. subtilis
pMMG656_IdhnP_sacB_Abvul663  Derivat von pMM656 mit sacB und 1000 bp  Diese Arbeit

up- und downstream des Gens bvu1663
pMM656_IdhnP_bvu0984_bvu36  Derivat von pMM656 mit bvu0984 und Diese Arbeit
49 Abvul663 bvu3649 (Jeweils beide kombiniert mit 257

bp der 5 UTR des Gens bvu2499) sowie

1000 bp up- und downstream des Gens

bvu1663

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von E. coli

Vor der Verwendung von Kulturmedien wurden diese Zur Sterilisierung der folgend aufgelisteten
Medien, wurden diese vor Verwendung fir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Zur Herstellung von
Agarplatten wurde, vor dem Autoklavieren, 1,5 % (w/v) Agar zu dem jeweiligen Medium hinzugefugt.
Nach ausreichender Abklhlung der Medien wurden, je nach Bedarf, Antibiotika zugesetzt (Kapitel

2.1.5.). Fur das Ansetzen der Medien wurde dH,0 verwendet.

Zur Kultivierung von E. coli diente LB (Lysogeny-Broth) -Medium. Die Anzucht in Flissigkulturen wurde
unter aeroben Bedingungen bei 37 °C und 180 rpm durchgefiihrt. Fir die aerobe heterologe
Uberproduktion von Proteinen in E. coli wurde das ,Maximal induction“-Medium (MI-Medium;
modifiziert nach Mott et al., 1985) verwendet. Dem autoklavierten Basis-Medium wurde in einfacher

Endkonzentration M9-Salze hinzugefiigt.

Tabelle 8: Kulturmedien fiir die Anzucht von E. coli. *Die Zugabe zum Medium erfolgte nach der Sterilisation

LB-Medium (Lysogeny-Broth)

Substanz Menge
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g

NacCl 5g

H204dest Ad 1000 ml

pH 7,1, eingestellt mit NaOH
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MI-Medium (Maximal Induction, Mott et al., 1985)

Substanz Menge
Trypton 32¢g
Hefeextrakt 20g
*M9-Salze 50 ml
H>Ogest ad 950 ml
20x M9-Salze
Substanz Menge
Na;HPO4x 2 H,O 120 g
KH2PO4 60g
NacCl 10g
NH,4CI 20g
H204gest ad 1000 ml

2.3.2 Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen

P. vulgatus wurde unter anaeroben Bedingungen in PY- DMM- oder BHI-Medium (Tab. 9) bei 37 °C
ohne Schiitteln in 100 ml Serumflaschen kultiviert, wobei das Kultur-Volumen 50 ml betrug. Fiir die
Erstellung des Mediums wurden alle Bestandteile in HyOg4est gelost und mit KOH auf pH 8 titriert. Als
Sauerstoffindikator wurde das Medium auRerdem mit Resazurin (1 mg/ml) versetzt. In Anwesenheit
von Sauerstoff nimmt der Indikator einen blauen Farbstoff an (Resazurin), welcher unter reduktiven
Bedingungen zunichst in pink (Resofurin) umschldgt, und anschlieBRend farblos wird
(Dehydroresofurin). Fiir die Anaerobisierung wurde das Medium zunachst fiir 10 Minuten mit N, und
anschlieBend fir 3 Minuten mit N»/CO, (80%/20%, v/v) begast (Durch die Ansduerung mit CO;
erreichte das Medium den finalen pH-Wert von 7). Abschliefend wurden die Flaschen mit einem Butyl-
Gummistopfen und einer Metallkrampe versiegelt. Vor der Inokulation wurden dem Medium nach der
Sterilisation eine C-Quelle in gewiinschter Endkonzentration, sowie Hamin (0,5 mg/L), Wolin (0,4% v/v)
(Wolin et al., 1963) und Vitamin K1 (1 pl/L) zugesetzt. Zur Herstellung von Agarplatten wurde, vor dem
Autoklavieren, 1,5 % (w/v) Agar zu dem jeweiligen Medium hinzugeflgt. Zur Anaerobisierung wurden
das mit Agar versetzte Medium, analog zu dem Fliissigmedium, in serum-Flaschen begast, oder die
Platten wurden unter anaeroben Bedingungen unter der Sterilbank gegossen und lber Nacht in der

anaeroben-Kammer gelagert.
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Tabelle 9: Kulturmedien fiir die Anzucht von P. vulgatus. *Komponenten wurden Sterilfiltriert, die Zugabe zum

Medium erfolgte nach der Sterilisation

2. Material und Methoden

PY-Medium (Modifiziert nach DSMZ Nr. 104)

Substanz Menge
Pepton aus Soja 5g
Trypton aus Casein 5g
Hefeextrakt 10g
Fleischextrakt 5g

* Glukose 5g
KH,PO4 2g
Tween 80 1ml
Resazurin 1mg
Salzlésung 40 ml
* L-Cystein 0,5g
* Hdmin-Losung 1ml

* Vitamin K1-Losung 0,2 ml

KOH Titrieren auf pH 8

H2O04est ad 1000 ml
DMM-Medium

Substanz Menge

NaHCO; 4g

KH2PO4 1,7¢g

K,HPO, 2,2g

NaCl 09¢g

MgCl, x 6H,0 01g

CaCl, x 2H,0 0,75g

FeSOs-Lsg. 1ml

SL-6 2ml

*L-Cystein 0,5g

*Hamin-Losung 10 ml

*Vitamin K1-Losung 0,2 ml

*Butyrat 0,04 M

*10x Wolin 0,1x

H2O0dest ad 1000 ml
BHI-Medium

Substanz Menge

Hirn-Herz-Infus von Frischgewebe 8g

Peptisch verdautes Tiergewebe 5g

Pankreatisch verdautes Casein l6g

NacCl 5g

* Glucose 2g

K:HPO, 25¢g

H2O04est Ad 1000 ml pH 8
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Tabelle 10: Zusatze fir die Erstellung von den in Tabelle 9 aufgefiihrten Medien

SL6-L6sung
Substanz Menge
ZnS04 x 7H,0 01lg
MnCl; x 4H,0 30 mg
H3BO3 038
CoCl; x 6H,0 0,2¢g
CuCl; x 2H,0 10 mg
NiCl, x 6H,0 20 mg
Na:MoO4 x 2H,0 30 mg
H2O04gest ad 1000 ml
Salzl6sung
Substanz Menge
CaCl,x 2H,0 0,25g
MgSQ04 x 7H,0 05¢g
KzHPO4 1 g
KH2PO4 1 g
NaHCOs 10g
NacCl 2g
HZOdest Ad 1000 ml
10 x Wolin (Wolin et al., 1963)
Substanz Menge
Biotin 20 mg
Folsdure 20 mg
Pyridoxin x HCI 100 mg
Thiamin x HCI 50 mg
Na-Riboflavin 50 mg
Nicotinsaure 50 mg
Ca-Pantothenat 50 mg
Vitamin B12 1mg
Hamin-Losung
Substanz Menge
Hamin 50 mg
1 M NaOH 1ml
HZOdest Ad 100 ml
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Vitamin K1-Losung

Substanz Menge
Vitamin K1 0,1 ml
96 % Ethanol Ad 20 ml

FeSOs-Lésung

Substanz Menge
FeSO4x 7 H,0 0,278 g
HCI (konzentriert) 2 Tropfen
H>Odest ad 1000 ml

2.3.3 Stammerhaltung der verwendeten Mikroorganismen

Fiir Lagerungszwecke wurden die verwendeten Mikroorganismen bei -70 °C kryokonserviert. Zu
diesem Zweck wurden E. coli Stamme Uber Nacht in LB-Medium kultiviert, und am Folgetag wurden
800 ul der Kultur mit 200 pl sterilem Glycerol (100%) in 1,5 ml KryogefdBen versetzt. Fir die
Reaktivierung der Kulturen wurden die KryogefdRe unter der Sterilbank in einem Eis-Block leicht
angetaut, und mit einer sterilen Impfose wurde etwas Material fir die Inokulation eines
Kulturmediums entnommen. Fir die Lagerung von Organismen, welche auf anaerobe Bedingungen
angewiesen waren, wurden 2 ml der jeweiligen Kultur mit 2 ml anaerober Saccharose-Lésung (50%
w/v) vermischt und kryokonserviert. Fiir die Erstellung der Saccharose-Lésung wurde diese in 20 ml
Serumflaschen fir 3 Minuten mit N, begast, mit Butyl-Stopfen verschlossen und anschliefend
sterilisiert. Um Kryokulturen zu reaktivieren wurden diese auf Eis und unter steriler N,-Begasung

solange angetaut, bis einige Tropfen der Kryokultur fiir eine Inokulation entnommen werden konnten.

2.3.4 Messung der optischen Dichte

Um das Wachstum bakterieller Zellsuspensionen zu quantifizieren, wurde die optischen Dichte der
Kulturen bei 600 nm (ODego) photometrisch ermittelt. Da anaerobisierte Kulturmedien Resazurin als
Redoxindikator enthielten und sich daher bei Sauerstoffkontakt verfarbten, wurde den Proben mit
einer Pipettenspitze ein wenig Natriumdithionit zugegeben. Dabei handelt es sich um ein starkes
Reduktionsmittel und verhindert daher den Farbumschlag des Redoxindikators. Um den Effekt der
Mehrfachsteuung zu verhindern, wurden die Proben ab einer ODgoovon 0,3 mit Medium verdiinnt. Fir
die Bestimmung des Leerwerts wurde, abhangig vom Typ des Kulturmediums welches gemessen
wurde, frisches Medium verwendet. Die kontinuierliche Analyse des Wachstumsverhaltens von
Mikroorganismen wurden in einem Plattenlesegerat (Tecan, Mannerdorf, Schweiz). In 48-Well Platten
wurden die Organismen in 700 ul Medium bei 37 °C kultiviert. Die Messung der optischen Dichte
erfolgte alle 20 Minuten bei 600 nm, und vor jedem Messpunkt wurde die Platte flir 2 Minuten bei 250

rpm geschittelt. Die erhaltenen Werte dienten direkt zur Erstellung einer Wachstumskurve. Fiir die
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Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen wurde das Plattenlesegerat in der anaeroben-Kammer

platziert.

2.3.5 Bestimmung von Wachstumsparametern

Die Bestimmung der Wachstumsrate u und Verdopplungszeit td einer Bakterienkultur erfolgte anhand
der logarithmischen Auftragung der durch das Plattenlesegeréat erhaltenen Wachstumskurve gegen die
Zeit. Durch diese Auftragung lieR sich die exponentielle Phase des Wachstums als ein linearer Verlauf
darstellen, anhand dessen Steigung die Wachstumsrate berechnet werden konnte, wobei t und t, zwei
Zeitpunkten innerhalb des exponentiellen Wachstumsverlaufs und N: und Ny den zugehdrigen ODsoo-

Werten entsprechen:

N
In (WS

Wachstumsrate p = ——
(t —to)

Die Wachstumsrate p wurde anschlieRend zur Berechnung der Verdopplungszeit verwendet.

Verdopplungszeit td = m
2.3.6 Anreicherung und Isolierung von anaeroben Mikroorganismen

Die Anreicherung von anaeroben Mikroorganismen erfolgte aus dem Schlamm einer Biogas-Anlage
sowie aus humanen Stuhlproben. Zu diesem Zweck wurden 50 ml Carbonat-Puffer (50 mM NaHCO;,
pH 7) zur Anaerobisierung 10 Minuten mit N, begast, mit Butyl-Stopfen versschlossen und autoklaviert.
Vor der Verwendung wird dem Puffer Dithiothreitol (Anaerob, Endkonzentration 5 mm) zugefigt. Die
Probennahme erfolgte durch kurzzeitiges 6ffnen der Serumflasche, um Probenmaterial mit dem Puffer
zu vermischen. Sofort nach der Material-Zugabe wurde die Flasche wieder versiegelt. In einer
Anaeroben-Kammer wurden die Flaschen gedffnet, und 100 pl der Probensuspension wurde in einer
Verdiinnungsreihe (Bis 10*) auf Agar-Platten ausgestrichen. Als Medien wurden PY1/10- (Die Menge
der Komplexbestandteile des PY-Mediums wurden fiir dieses Medium auf 10% reduziert), DMM- und
Bile-Agar verwendet. Bei Bile-Agar handelte es sich um PY-Agar mit Askulin (1g/L), Gallensalzen (5g/L)
und Ammonium Eisen (ll1)-Citrat (0,5g/L). Wahrend die Gallensalze als selektive Komponente dienten,
so wird Askulin als Charakterisierung fiir Enteroccocus Spezies verwendet. Diese Gattung ist in der Lage
Askulin zu hydrolysieren, wobei die Abbauprodukte mit Eisen (Ill)-Citrat zu schwarzen
Salzablagerungen reagieren. Da die Gattung Bacteroides ebenfalls in der Lage ist, Askulin zu
hydrolysieren, wurde dieser Agar fiir die erleichterte Identifizierung eingesetzt. Nach der Sterilisierung
des Mediums wurden bei Bedarf ein Antibiotikum, sowie Cellulose, Pektin, Xylan, Inulin oder Levan als
Kohlenstoff- und Energiequelle zugefiigt. Die inokulierten Agar-Platten wurden fir 24-48h bei 37 °C

inkubiert. Zur Identifizierung der Mikroorganismen, welche fiir eventuell gebildete Kolonien
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verantwortlich waren, wurden diese mit den Primern Bacteria_468 fw/rev gescreent, und das
Amplifikat wurde sequenziert. Durch anschlieBende Blast-Analysen wurden die Mikroorganismen bis

auf die Art-Ebene identifiziert.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von genomischer DNA

Fir die Aufreinigung der genomischen DNA aus P. vulgatus DSM 1477 und B. subitilis DSM 10 wurde
das Monarch® Genomic DNA Purification Kit von New England Biolabs (Frankfurt am Main,
Deutschland) gemaR der Herstellerangaben verwendet. Fir die Praparation der Genom-DNA wurden

2 ml Kulturvolumen eingesetzt.

2.4.2 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 von P. vulgatus oder E. coli.

2.4.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten
Die Aufreinigung der wihrend der PCR generierten Amplifikate erfolgte durch das Monarch® PCR &
DNA Cleanup Kit (Tab. 3) nach Angaben des Herstellers.

2.4.4 Isolierung von RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA von P. vulgatus erfolgte unter Verwendung des Monarch® Total RNA
Miniprep Kit. Vor der Verwendung des Kits wurde gemaR der Herstellerangaben 2 ml Kulturmaterial
zunachst fir 5 min mit Lysozym (1 mg/ml) bei 25 °C inkubiert. Zur Entfernung von DNA-
Kontaminationen wurde im Anschluss an die Aufreinigung ein Verdau mit DNasel (Thermo Scientific™,
Schwerte, Deutschland) durchgefiihrt. Flr die Feststellung von DNA-Kontaminationen wurden 200 ng
der aufgereinigten Nukleinsduren fiir eine PCR mit anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese
eingesetzt. Sofern unter Verwendung der Primer, welche ebenfalls fiir die RT-gPCR vorgesehen
wurden, kein Amplifikationsprodukt detektierbar war, so konnten DNA-Kontaminationen

ausgeschlossen werden. Andernfalls wurde der Verdau mit DNase | wiederholt.

2.4.5 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

Fir die photometrische Quantifizierung von DNA wurde das Eppendorf BioPhotometer® D30 in
Kombination mit der dafiir vorgesehenen Eppendorf uCuvette® G1.0 genutzt. Dafiir wurden 4 ul der
zu messenden DNA- Praparation auf die Kiivette gegeben und die Absorption der Losung bei 260 nm
(A260) gemessen. Zur Messung eines Leerwerts wurde eine analoge Messung unter Verwendung von

H20r durchgefiihrt. Das verwendete Photometer ermoglichte eine Reinheits-Bestimmung der
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gemessenen Losung, indem der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt wurde,

da bei 280 nm auch spezifisch Proteine detektiert werden kann.

2.4.6 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 verwendet werden. Fir die selektive Amplifizierung eines spezifischen
Genbereichs bedient man sich zweier gegenlaufiger Oligonukleotid-Primer, die den zu
vervielfdltigenden Abschnitt flankieren und nach Ablauf einer Hitzedenaturierung mit
komplementaren Bereichen der einzelstrangigen DNA hybridisieren. Ausgehend von den freien 3‘-OH-
Enden dieser Primer erfolgt anschlieRend die Komplementierung der Einzelstrang-DNA, ein Vorgang,
der von DNA-Polymerasen durchgefiihrt wird. Durch die zyklische Wiederholung dieses Prozesses kann
eine exponentielle Amplifizierung ausgewahlter DNA-Fragmente erzielt werden. Grundlage fiir den
zyklischen Ablauf ist die Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen im verwendeten PCR-Ansatz
(Saiki et al. 1988). Diese Uberstehen unbeschadet hohe Temperaturen, die zur Denaturierung der DNA
notig sind, und missen so dem Ansatz nicht erneut beigefihrt werden. Bei der
Polymerasekettenreaktion hat die Schmelztemperatur (Tm) der verwendeten Oligonukleotid- Primer
eine hohe Bedeutung fiir einen erfolgreichen Ablauf und die Spezifitdt der Amplifizierung. Fiir die in
dieser Arbeit fUr routinemdRige Screenings verwendete OneTaq®-Polymerase, empfiehlt der
Hersteller eine Annealingtemperatur (Ta), die etwa 2 — 5 °C unter der niedrigeren der beiden
Schmelztemperaturen liegt. Primdres Anwendungsgebiet der OneTaqg Polymerase war die Kolonie-
PCR, bei der im Anschluss an die Transformation von klonierten Plasmiden positive Transformaten
identifiziert wurden. Fir die Kolonie-PCR wurde Zellmaterial von auf Selektivplatten gewachsenen

Einzelkolonien steril in 5 pl fassende H20r-Aliquots und dazugehdérige 100 ul LB-Backups liberfihrt.

Tabelle 10: Zusammensetzung eines OneTaqg PCR-Reaktionsansatzes.

Komponente Menge [pl]
OneTagq Quick-Load 2X Master Mix mit Standard Puffer 12,5
10 uM Vorwartsprimer 0,5
10 uM Rickwartsprimer 0,5
Template DNA 5
Hzor ad 25

Die mit Zellmaterial versetzten H,Or-Aliquots wurden mit den in Tabelle 10 aufgefiihrten Reaktions-
Komponenten komplementiert und dem nachfolgend in Tabelle 11 beschriebenen PCR-Programm
unterzogen. Bei erfolgreicher Amplifizierung eines ausgewahlten Gen-Bereichs wurden die Backups in

LB-Medium fiir die Inokulation von Ubernachtkulturen eingesetzt.
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Tabelle 11: PCR-Programm fiir OneTag-basierte PCR-Reaktionen

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec]
Initiale Denaturierung 94 60
Denaturierung 94 20
Annealing Ta 30
Elongation 68 60/kb
30x
Finale Elongation 68 120
Standby 12 -

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-Domaéne, die sich positiv auf die Prozessivitdt der Polymerase auswirkt, eignet sich die Q5-
Polymerase besonders fiir Klonierungen. Die Zusammensetzung eines entsprechenden

Reaktionsansatzes ist in Tabelle 12 abgebildet.

Tabelle 12: Zusammensetzung eines Q5 PCR-Reaktionsansatzes.

Komponente Menge [pl]
5X Q5 Reaction Buffer 10
10 mM dNTP’s 1
10 uM Vorwartsprimer 2,5
10 uM Rickwartsprimer 2,5
Template DNA 1
Q5 High Fidelity DNA Polymerase 0,25
H20r ad 50

Nach Angaben des Herstellers wird bei Verwendung der Q5 Polymerase eine Annealing-Temperatur
empfohlen, die 3 °C Uber der niedrigeren der beiden Schmelztemperaturen liegt. In dieser Arbeit
wurden die Annealing- Temperaturen (Ta) der durchgefiihrten PCR-Ansatze in-silico mit Hilfe der

Software SnapGene ermittelt und in das in Tabelle 13 dargestellte PCR-Programm integriert.

Tabelle 13: PCR-Programm fiir Q5-basierte PCR-Reaktionen

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec]
Initiale Denaturierung 94 60
Denaturierung 94 20
Annealing Ta 30
Elongation 68 60/kb
30x
Finale Elongation 68 120
Standby 12 -
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2.4.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Visualisierung und Analyse von PCR-Amplifikaten erfolgte durch die Methode der Agarose-
Gelelektrophorese. Diese ermdglicht durch einen Vergleich mit definierten Nukleinsdaure-Standards die
GroRenbestimmung von linearer, doppelstrangiger DNA (Sambrook et al., 1989). Grundlage fir diesen
Vergleich ist die Auftrennung von DNA in einem engmaschigen Agarose-Polymer-Gel. Durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes wandern negativ geladene DNA-Molekiile in Richtung der positiv
geladenen Anode. Die Geschwindigkeit dieser Bewegungen verhalt sich dabei umgekehrt proportional
zur GroRe des aufzutrennenden Fragmentes. Neben der GroRe der DNA-Molekiile wird das
Laufverhalten zusatzlich von der Porengrofle des verwendeten Agarosegels beeinflusst. Fir die
Verwendung des horizontalen Gelelektrophorese-Systems ,Horizon® 58“ der Firma Whatman Inc.
(Little Chalfont, GroRbritannien) wurde Agarose in NEEO Ultra-Qualitat 1 %-ig [w/v] in 30 ml TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 10 mM EDTA, pH 8,5) aufgekocht. Vor dem GielRen der Gele erfolgte
die Zugabe von 1 ul ROTI® GelStain Red (Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland). Dieser Farbstoff
interkaliert mit der DNA und zeigt unter UV-Bestrahlung eine Fluoreszenz, welche somit die Detektion
amplifizierter Nukleinsduren ermoglicht. Amplifikate, die mit Hilfe des OneTag Master Mix erzeugt
wurden, konnten durch den enthaltenen Ladepuffers direkt fiir die Gelelektrophorese eingesetzt
werden. Die im Zuge von Klonierungen durch die Q5-Polymerase erzeugten DNA-Fragmente wurden
vor der elektrophoretischen Auftrennung mit dem 6X Ladepuffer Purple (NEB; Frankfurt a.M.,
Deutschland) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir eine Stunde. Als GréRenstandard

dienten die Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland).

2.4.8 Quantitative Reverse-Transkriptions-PCR (RT-qPCR)

Die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (RT-qPCR) ist eine Methode, mit der man die relative
Menge von mRNA eines Zielgens mit der eines konstitutiv exprimierten Referenzgens vergleichen, und
somit quantifizieren kann. Uber diese Quantifizierung lassen sich Aussagen iber die Bedeutung des
untersuchten Gens treffen, da haufig die Transkriptionsmenge im Zusammenhang mit der Relevanz
eines Genes steht. Hierfiir wird zunachst isolierte Gesamt-RNA mit Hilfe einer reversen Transkriptase
in cDNA umgeschrieben, wonach eine PCR mit Gen-spezifischen Primern durchgefihrt wird, die einen
ca. 200 bp groRen Teil der cDNA amplifiziert. Um die Amplifikation sichtbar zu machen, enthalten die
Anséatze einen Farbstoff, wie bspw. SYBR Green, welcher an doppelstrangige DNA (dsDNA) bindet und
dann fluoresziert. Das messbare Fluoreszenzsignal korreliert damit direkt mit der Menge an
enthaltener dsDNA, die in einer PCR mit jedem Zyklus exponentiell zunimmt. Ubersteigt die
Fluoreszenz in einem Zyklus einen bestimmten Schwellenwert (Threshold), entspricht dieser Zeitpunkt
dem Ct-Wert, welcher am Anfang der linearen Phase der exponentiellen Amplifikationskurve

angesiedelt ist. Je geringer der Ct-Wert, desto mehr mRNA eines Gens befand sich vor der reversen
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Transkription in der Probe, wahrend ein hoherer Ct-Wert mit geringen Transkriptmengen
gleichzusetzen ist. Riickwirkend lasst sich so die relative Ausgangsmenge an cDNA berechnen, da der
Zeitpunkt des Ct-Wertes mit der Ausgangsmenge an RNA im Zusammenhang steht. In der vorliegenden
Arbeit wurde die RT-gPCR genutzt, um die Menge an mRNA-Transkripten von in P. vulgatus
Uberexpremierten Genen zu bestimmen. Die experimentelle Durchfihrung erfolgte in einem CFX
Connect™ RT-PCR-Cycler von BioRad (Miinchen, Deutschland) und dem in Tabelle 14 aufgefiihrten

PCR-Programm.

Tabelle 14: RT-gPCR-Programm

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec]
Reverse Transkription 55 600
Initiale Denaturierung 95 60
Denaturierung 95 10
Hybridisierung & 60 30
Elongation

30x
Schmelzkurve 35-95 Jeweils 5

Am Ende des Programms wurde optional eine Schmelzkurve der Amplifikate erstellt, wobei
schrittweise die Temperatur erhéht und die Fluoreszenz der Ansatze gemessen wurde. Hierdurch
konnte die Spezifitat der Primer bzw. der Amplifikation bewertet werden, da distinkte PCR-Produkte
einen charakteristischen Schmelzkurvenverlauf zeigen. Die Ct-Werte wurden durch die Software des
Thermo-Cyclers automatisch ermittelt. Um hieraus die relative Transkriptabundanz eines Gens von
Interesse zu bestimmen, wurden der Ct-Wert mit dem Ct-Wert des Referenzgens des ribosomalen
Proteins L21, das unter wachsenden Bedingungen konstitutiv exprimiert wird, verrechnet (Gleichung

1 und 2).
G|EIChung 1: ACt = Ct'CtReferenzgen
Gleichung 2: AACt = 2-ACt

ACt stellt dabei die Differenz zum Ct-Wert des Referenzgens dar, wahrend AACt das relative Verhaltnis
zur Transkriptmenge des Referenzgens angibt. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Reverse

Transkriptase mit Primern flr das Referenzgen.

2.4.9 Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten

Fur die gezielte Klonierung von DNA-Fragmenten (Insert) in ein Plasmid erfolgte ein Restriktionsverdau mit
Hilfe von Endonukleasen (Restriktionsenzym), die Phosphodiestherbindungen eines DNA-Doppelstranges
an einer spezifischen, palindromischen Erkennungssequenz spalteten. In Abhangigkeit des verwendeten

Restriktionsenzyms entstehen entweder DNA-Fragmente mit glatten Enden oder kohdsive Enden mit
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Nukleotid-Uberhdngen. Der Verdau von Vektor und Insert Einsatz mit dem gleichen Restriktionsenzym l3sst
anschlieRend die Hybridisierung der verdauten Enden der linearen Fragmente zu. 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 gewiinschten 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 Monarchs PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 3) aufbereitet.

Fur die Klonierung von Inserts in pASK-3/-5 Vektoren wurde das Restriktionsenzym Bsal verwendet.
Der Reaktionsansatz enthielt 15 pl Vektor oder 20 ul PCR-Amplifikat, 2,5 pl 10x CutSmarte Puffer (NEB,
Frankfurt a.M., Deutschland) und 1 pl Bsal, und wurde mit H,O4est auf 25 pl aufgefillt. Der
Restriktionsverdau wurde fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine Aufreinigung
mithilfe des Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 3) abgestoppt, und die verdauten Fragmente

konnten anschlieRend fiir die Ligation verwendet werden.

2.4.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Nach einem Restriktionsverdau muss die Verknipfung des Inserierenden DNA-Fragment in den
korrespondierenden Vektor vermittelt werden. Die Verkniipfung der komplementdaren Enden des
Inserts und des Vektors 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 fir die Ligation von ,sticky-end‘-Fragmenten der , Instant Sticky-
end Ligase Master Mix“ von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland) verwendet. Der in Tabelle 15
dargestellte Reaktionsansatz benétigt keine Inkubationszeit und kann nach dem Durchmischen der
Komponenten direkt fir die Transformation eingesetzt werden. Grundvoraussetzung ist jedoch das

Vorhandensein von Sticky Ends bei den fiir die Ligation eingesetzten DNA-Fragmenten.

Tabelle 15: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes unter Verwendung des Instant Sticky-end Ligase Master
Mix.

Komponente Menge
Insert DNA (verdaut und aufgereinigt) 2 ul
Vektor DNA (verdaut und aufgereinigt) 0,5 ul
Instant Sticky-end Ligase Master Mix 2,5 ul

Im Anschluss an die Ligation wurde Material des Ligations-Ansatzes fiir eine Hitzeschock-

Transformation nach Angaben des Herstellers mit E. coli DH5a durchgefiihrt.
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2.4.11 Klonierung mittels NEBuilder HiFi DNA Assembly

Diverse Klonierungsstrategien, wie die in den Kapiteln 2.4.9 und 2.4.10 beschriebene Ligations-
abhangige Klonierung, konnten sich in der Molekularbiologie fir die Konstruktion von Plasmiden
etablieren. Eine duBert flexiblere und zeitsparendere Methodik ist in diesem Zusammenhang das
,Seamless Cloning”, auch , Gene Assembly” genannt, auf der das NEBuildere HiFi DNA Assembly Kit
basiert. Unabhangig von der Fragment-Lange, Inserierungsstelle und der Endkompatibilitat wird
hierbei die Fusionierung multipler DNA-Fragmente zu einem zirkuldren Plasmid vollzogen. In dieser
Arbeit wurde dieses Kit verwendet, um Plasmide basierend auf pMM®656 und pG106 zu konstruieren,
welche sowohl fiir die Uberproduktion von Genen, als auch fiir die Deletion von Genen in P. vulgatus

dienten.

Zu Beginn erfolgte die Amplifizierung des Vektorriickgrats und der entsprechend zu klonierenden
Genom-Sequenz(en), welche Uber das Primer-Design komplementire Uberhinge zum Vektor-
Riickgrat erhielten. Uber diese wurde die Verkniipfung in der richtigen Orientierung bei der
Assemblierung gewadhrleistet. Die daflir verwendeten Primer wurden mit Hilfe des NEBuildere
Assembly Tools erstellt (Tab. 4). Die linearisierten Fragmente wurde dann durch den in Tabelle 16

gezeigten Reaktionsansatz zu einem Plasmid verkn(pft.

Tabelle 16: Zusammensetzung einer Assemblierungsreaktion unter Verwendung des NEBuilder HiFi DNA
Assembly Master Mixes. Empfohlen wurde eine Vektor-Insert Verhaltnis von 1:2.

Komponente Menge
DNA-Fragment x ul (0,03 - 0,2 pmol)
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 10 pl

rH,O Ad 20 pl

Nach einer Aufreinigung der Amplifikate durch das Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 3) wurde
deren Konzentration mit einem Nanodrop-Photometer (Kapitel 2.4.5) bestimmt. Die Assemblierung
der DNA-Fragmente erfolgte nach Angaben des Herstellers flir 15 Minuten bei 50 °C. Basierte das
Assembly auf der Konstruktion eines Vektors auf Basis von pMM656, so wurde das resultierende
Plasmid fur eine Hitzeschocktransformation in E. coli NEB DH5a eingesetzt. Im Falle der Klonierung von
pG106-Derivaten erfolgte die anschlielRende Transformation mit E. coli NEB DH10B, da sich dieser

Stamm besser fiir die Handhabung von Plasmiden mit einer GréRe von >10 kb eignet.

2.4.12 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli-Stamme

Die Ubertragung von pASK- und pG106 Plasmid-Derivaten erfolgte durch einen Hitzeschock in
kompetente E. coli NEB°5a/10B Zellen nach Herstellerangaben. Durch diverse Modifikationen, wie
beispielsweise den Knockout der endA1- und recA1-Nukleasen, wurde der Genotyp dieser Zellen fir

eine hohe Plasmid-Stabilitdt optimiert. Fiir die Transformation wurden 50 p kompetenter Zellen auf
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Eis aufgetaut und mit 2 pl der in Kapitel 2.4.10. und 2.4.11 dieser Arbeit beschriebenen
Reaktionsansatzen versetzt. Nach einer 30-mindtigen Inkubation auf Eis folgte fiir 30 Sekunden ein
Hitzeschock bei 42 °C. Im Anschluss wurden die geschockten Zellen erneut fir finf Minuten auf Eis
gelagert, mit 950 pl SOC-Medium versetzt und fir eine Stunde bei 37 °C regeneriert. Zur Selektion
positiver Transformanten wurden 100 pl der regenerierten Zellen auf LB-Selektivplatten mit einem
geeigneten Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eventuell entstandene
Kolonien wurden einem Screening mittels Kolonie-PCR unterzogen, um den Erfolg der genetischen

Modifikation zu Gberprifen.

Die Ubertragung von pMMG656 Plasmid-Derivaten in die E. coli Stimme NEB°5-alpha Apir S17-1 und
2155 erfolgte Uber eine Elektroporation. Zu diesem Zweck wurden die Stamme zunéachst Gber Nacht
in 5 ml LB-medium kultiviert, und am Folgetag wurden 4 ml Kultur bei 8000 rpm fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Um verbliebene Medien-Bestandteile zu entfernen erhaltene Zell-Pellet wurde in 1 ml
eiskaltem HEPES (1mM, pH 7) zu Waschzwecken resuspendiert und fiir 1 Minute bei 12.000 rpm
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde dann ein weiteres Mal wiederholt. Es folgte eine
Resuspendierung des resultierenden Zell-Pellets in eiskaltem Glycerin (10% v/v) und einer weiteren
Zentrifugation bei 12.000 rpm fiir 1 Minute. Das gewaschene Zell-Pellet wurde final in 50 pl Glycerin
(Eiskalt, 10%) aufgenommen und mit 2 pl DNA-Material (s. Kapitel 2.4.10 und 2.4.11) vermischt. Fiir
die anschlieRende Elektroporation wurde das Zell-DNA-Gemisch luftblasenfrei in eine vorgekihlite
Elektroporationskiivette (Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, Deutschland) mit einem
Elektrodenabstand von 1 mm Uberfihrt und im MicroPulsers (BioRad, Minchen, Deutschland))
platziert. Der Elektropuls erfolgte flr 4-5 ms bei einer Pulskontrolle von 200 Q und einer Spannung von
2,2 kV. Zwecks Regeneration wurden die elektroporierten Zellen mit 1 ml SOC-Medium versetzt, in ein
2-ml ReaktionsgefaR Gberfihrt und fiir mindestens 3 Stunden bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
AbschlieBRend wurden 100 pl der Regenerationskultur auf LB-Selektivplatten mit einem geeigneten
Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eventuell entstandene Kolonien wurden
einem Screening mittels Kolonie-PCR unterzogen, um den Erfolg der genetischen Modifikation zu

Uberprifen.

2.4.13 Transformation von Plasmid-DNA in P. vulgatus
Die Ubertragung von Plasmid-DNA in P. vulgatus erfolge mittels Elektroporation oder durch

biparentale Konjugation.

Fir die Ubertragung von Plasmid-DNA (Primar pG106-Derivate) mittels Elektroporation wurde
zunachst eine 50 ml Kultur von P. vulgatus Gber Nacht in BHI-Medium kultiviert. Alle folgenden Schritte
wurden unter Kiihlung der Proben auf Eis und unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Die

gesamte Kultur wurde in einen anaeroben Zentrifugenbecher Uberfiihrt und mit einer Gummi-
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Dichtung zwischen dem Schraubverschluss und der GefaR6ffnung verschlossen. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 4 °C und 8.000 rpm. Das entstandene Zell-Pellet wurde zweimal in 5
ml sterilem, anaeroben EP-Puffer (10 % Glycerol + 1 mM MgCl,) zu Waschzwecken resuspendiert, und
fir 4 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet in 500 ul EP-Puffer
resuspendiert, und 50 ul dieser Zellsuspension wurden mit 5 pl des zu transformierenden Plasmids
versetzt. Die Suspension aus vorbereiteten Zellen und Plasmid wurde vorsichtig und luftblasenfrei in
gekihlte Elektroporationskiivetten mit einer Elektrodendistanz von 1 mm (Bio-Budget Technologies
GmbH, Krefeld, Deutschland) Gberflihrt und fest mit einem Gummistopfen verschlossen. Im nachsten
Schritt wurden die Zellen mit Hilfe eines MicroPulsers (BioRad, Miinchen, Deutschland) einem
elektrischen Impuls von 2,5 kV fiir 6 ms ausgesetzt. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden
schnellstmoglich 500 pl vorgewarmtes BHI-Medium Gber eine Kaniile durch den Gummi-Stopfen in die
EP-Klvette gegeben und in Serumflaschen mit 2 ml BHI-Medium Uberfiihrt. Es erfolgte eine
Regeneration Uber Nacht bei 37 °C. AnschlieBend wurden 50 ul der Regenerationskultur auf BHI-
Agarplatten mit 100 pg/ml Erythromycin und 200 pg/ml Gentamycin ausplattiert und 48-72 h bei 37

°C anaerob kultiviert.

Fiir die Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation wurden als Donorstamm E. coli S17-1 DH5a
Apir oder E. coli B2155 eingesetzt und wurde primar fir den Transfer von pMM656-Derivaten
durchgefiihrt. Beide E. coli-Stamme besitzen eine genomisch integrierte Konjugationsmaschinerie des
Plasmids RP4, sodass eine biparentale Konjugation (ohne Helferstamm) ermdglicht wird. E. coli 2155
eignet sich besonders gut flir eine biparentale Konjugation, da der Organismus auxotroph fir
Diaminopimelinsdure (DAP) ist. So wird bei Selektion nach dem Mating neben der Anwendung von
Gentamycin durch das Fehlen von DAP der Selektionsdruck massiv erhéht. Zunachst wurden Kulturen
des Rezipienten (P. vulgatus) und des Donors (E. coli) bis zu einer optischen Dichte von 0,3-0,6
angezogen. AnschlieRend wurden Rezipient und Donor in einem Zellzahlverhaltnis von 1:3 — 1:10 (v/v)
zusammengegeben. Diese Zell-Mischung wurde pelletiert fiir 1 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert,
und das Zell-Pellet wurde in 200 pl BHI resuspendiert, auf einen auf einer BHI-Agarplatte (+ 0,3 mM
DAP fiir B2155) zentrierten Filter gegeben und Uber Nacht bei 37 °C unter aeroben Bedingungen
kultiviert. Nach Inkubation wurden die Zellen auf dem Filter mit 2 ml BHI-Medium abgespiilt und 50
pl auf BHI-Agarplatten (Ohne DAP) mit 100 pg/ml Erythromycin und 200 pg/ml Gentamycin

ausplattiert. Es folgte eine Selektion flir 48-72 h unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C.

2.4.14 Gendeletion in P. vulgatus
Die Erstellung aller Deletions-Vektoren erfolgte im Zuge dieser Arbeit unter Verwendung des NEBuilder
HiFi DNA Assembly Kits (Kapitel 2.4.8.). Als Basis diente der Vektor pMM®656, welcher durch den Ersatz

der NBU2 Integerase durch sacB aus B. subtilis als Gegenselektionsmarker eine markerlose Deletion in
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P. vulgatus erlaubte. Flr die Konstruktion des Deletions-Vektors wurden das Vektorriickgrat von
pMMG656_SacB sowie zwei 1000 bp groRe DNA-Fragmente, welche den up- und downstream- Bereich

des zu deletierenden Gens flankieren, benétigt.

Die Transformation des Deletions-Plasmids in P. vulgatus erfolgte durch biparentale Konjugation
mittels E. coli 2155, und mit anschlieBender Selektion der Transformanten auf Erythromycin (100
pg/ml) und Gentamycin (200 pg/ml) -haltigen BHI-Agarplatten. Da der Vektor in P. vulgatus nicht
replizierbar ist, konnten nur Zellen auf den Antibiotika-haltigen Platten wachsen, welche das Konstrukt
Gber homologe Rekombination in das Genom integriert hatten. Mittels Kolonie-PCR wurden diese auf
das im Vektorrickgrat codierte sacb Uberprift. Klone, bei denen das entsprechende Fragment
nachgewiesen wurde und damit eine erste homologe Rekombination erfolgte, wurden fir die
Durchfiihrung der zweiten homologen Rekombination eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden (ber die
Kultivierung ohne Antibiotikum in BHI-Medium fiir 4 h bei 37 °C die Entfernung des Deletionsvektors
aus dem Genom induziert. AnschlieBend erfolgte eine Selektion auf PY-Agarplatten mit 150 mM
Saccharose, um die Klone zu identifizieren, welche potenziell den Deletionsvektor Uber eine zweite
homologe Rekombination aus dem Genom entfernt hatten. Saccharose diente in diesem System zur
Gegenselektion, da es durch die heterolog produzierte Levansucrase (sach) zu Levan umgesetzt wird.
Eine intrazellulare Akkumulation von Levan nimmt einen letalen Einfluss auf den Organismus. Somit
konnten nur Zellen, welche im Zuge einer zweiten homologen Rekombination den Vektor aus dem
Genom entfernen, auf entsprechenden Selektionsplatten Uberleben. Wachstumsfahige Kolonien
wurde zuletzt gleichzeitig auf PY-Agarplatten mit 150 mM Saccharose, sowie auf Platten mit 150 mM
Saccharose und Erythromycin (100 pg/ml) ausplattiert. Klone, welche nur auf Platten ohne
Erythromycin Wachstum zeigten, mussten demnach den Deletionsvektor aus dem Genom entweder
ohne das Deletionsziel (Wildtyp-Revertante) oder mit dem Deletionsziel (Deletions-Mutante) entfernt
haben. Das Screening fiir die Identifizierung von Deletionsmutanten erfolgte tiber eine Kolonie-PCR,
um die Anwesenheit des Deletionsziels zu Gberpriifen. Die Gegenselektion mit 5-Fluorouracil (5-FU)
erfolgte analog zur Gegenselektion mit Saccharose. Es erfolgte eine Substitution von Saccharose mit

50 pg/ml 5-FU.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Uberproduktion rekombinanter Proteine in E. coli

Fiir die heterologe Produktion rekombinanter Proteine wurden E. coli-Zellen mit entsprechendem

Plasmid in einer LB-Vorkultur mit Carbanicillin (100 pg/ml) Gber Nacht bei 37 °C und 180 rpm kultiviert.

Eine 100 ml MI-Hauptkultur mit Carbanicillin (100 pg/ml) wurde mit 2,5 % der Vorkultur inokuliert und

bis zu einer ODggo 0,3-0,5 bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Induktion der

Uberproduktion durch Anhydrotetrazyklin (AHT; 200 ng/ml), und die Produktion erfolgte ab diesem
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Zeitpunkt tiber Nacht bei 18 °C und 250 rpm. Die Expression des klonierten Gens wird durch den tet-
Repressor des pASK-IBA3/5 Vektor solange inhibiert, bis dieser durch AHT eine
Konformationsdanderung erfahrt, und folgend den Promotor freigibt. AnschlieRend wird die
Transkription des Ziel-Gens ermdglicht. Fiir die optimale Proteinproduktion wurden die Kultur Gber
Nacht bei 18 °C und 100 rpm nach Induktion inkubiert. Nach Inkubation wurden die Zellen bei 8,000
rpm fiir 10 min pelletiert und in 10 ml Puffer W (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM Tris/HCI, pH 8)

resuspendiert.

Analog dazu erfolgte die Aufreinigung von Sauerstoff-sensiblen Proteinen unter anaeroben
Bedingungen. Nach der Induktion mit AHT wurde die der Schiittelkolben der E. coli Produktionskultur
feste mit einem Gummistopfen verschlossen. Im Laufe der Produktion verbrauchte E. coli den
restlichen Sauerstoff im Schittelkolben, sodass sich automatisch anaerobe Bedingungen entwickelten.
Fir die Ernte der Zellen nach der Produktion wurde die Kultur in einer anaeroben-Kammer in
Zentrifugenbecher (berfiihrt und mit einer Dichtung zwischen der GefiBR-Offnung und dem
Schraubverschluss versiegelt. Das resultierende Zell-Pellet wurde abschlieRend in anaeroben Puffer W

(10 Minuten Begasung mit N,) resuspendiert.

2.5.2 Zellaufschluss mittels Ultraschalls

Die in Puffer W resuspendierten Zellen wurden pro ml fiir 2 Minuten bei halbmaximaler Leistung mit
gepulstem Ultraschall (Sonoplus Sonicator, Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland) bei 4 °C
aufgeschlossen. Zur Entfernung der Zelltrimmer erfolgte eine Zentrifugation mit 15.000 rpm fir 20
Minuten bei 4 °C, und das erhaltene Zelllysat wurde fiir die nachfolgende Proteinaufreinigung bei 4 °C

aufbewabhrt.

Flr Sauerstoff-sensible Proteine erfolgte der Zellaufschluss ebenfalls Gber Ultraschall, jedoch wurde

dieser Schritt in einer anaeroben-Kammer durchgefihrt.

2.5.3 Proteinaufreinigung mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie

Zur Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurde die Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie
angewendet. Grundlage dieser Methode ist die Interaktion zwischen dem kiinstlichen Oligopeptid
,Strep-tag I (Aminosauresequenz: WSHPQFEK) und einem Strep-Tactin-Sdulenmaterial
(immobilisiertes Strep-Tactin). Die nachfolgend beschriebene Durchfiihrung erfolgte bei 4 °C. Klares
Zelllysat wurde auf eine 50 %ige (v/v) Strep-Tactin-Sepharose-Saule (Strep-Tactin-®XT Superflow®; IBA
Lifesciences, Gottingen, Deutschland; Sdulenvolumen (Column Volume, CV) 1 ml) gegeben, welche
zuvor mit 2 CV Puffer W aquilibriert wurde. AnschlieRend wurde die Saule 5 x mit 1 CV Puffer W
gewaschen. Durch die Zugabe von 6 x 0,5 ml CV Puffer BXT (Puffer W mit 50 mM Biotin) wurde das

Fusionsprotein schrittweise von der Saule eluiert. Zur Regenerierung wurde die Saule mit 4 CV frisch
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hergestellter NaOH (10 mM) behandelt. Durch die abschlieRende Zugabe von 8 CV Puffer W wurde das
NaOH entfernt und die Saule fiir zukiinftige Aufreinigungen bei 4 °C gelagert. Die Elutionsfraktionen

wurden 1:1 mit 100% Glycerin versetzt und fir nachfolgende Experimente bei —20 °C gelagert.

Die Aufreinigung von Sauerstoff-sensiblen Proteinen erfolgte in einer anaeroben-Kammer. Alle
Komponenten, welche fiir die Aufreinigung notwendig waren, wurden vor Gebrauch zur
Anaerobisierung fir 5 Minuten mit N, begast. Flr die Anaerobisierung des Sdulenmaterials wurde die
Sdule vorbereitet und liber Nacht in der anaeroben-Kammer aufbewahrt. Die Elutionsfraktionen

wurden in 10 ml Serumflaschen aufgefangen, mit Butyl-Stopfen versiegelt und bei -70 °C gelagert.

2.5.4 Bestimmung von Proteinkonzentration

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde in dieser Arbeit das auf dem Bradford-Test
basierende ROTIe-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 kationische Seitenketten von Proteinen in saurer Losung. Fiir die Protein-
Quantifizierung wurden 980 pl des verdiinnten 5x Konzentrats mit 20 upl der zu messenden Losung
versetzt, der Ansatz durchmischt und fiir 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
photometrische Absorptionsbestimmung bei 595 nm. Durch den Abgleich mit einer Kalibriergeraden,
die unter Verwendung von BSA-L6sungen mit bekannten Konzentrationen erstellt wurde, konnte der

Proteingehalt der gemessenen Losung berechnet werden.

2.5.5 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode, welche eine die Auftrennung denaturierter Proteine in einer Gelmatrix
aufgrund der GroRe ihrer Primarstruktur in einem elektrischen Feld erlaubt. Das Verfahren wurde in
dieser Arbeit modifiziert nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Hierbei enthélt das diskontinuierliche Gel
ein Tenn- und ein Sammelgel, deren PorengroRen durch die zugesetzte Acrylamid/Bisacrylamid
Konzentration bestimmt werden. Das ionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS = sodium dodecy!
sulfate) denaturiert und entfaltet die Proteine. AuRerdem Uberdeckt es die Eigenladung der Proteine,

sodass die Proteine eine konstante negative Ladungsverteilung aufweisen.

Die SDS-gebundenen Proteine wandern in einem elektrischen Feld in Richtung Anode und werden im
Acrylamid/Bisacrylamid-Gel entsprechend ihrer Gr6Re aufgetrennt. Zunédchst durchlaufen die Proteine
das Sammelgel (pH 6,8) und dann das Trenngel (pH 8,8). Das im Laufpuffer enthaltene Glycin (Folge-
lon) liegt bei dem neutralen pH-Wert des Sammelgels als Zwitter-lon vor und hat damit im Vergleich
zum Chlorid-lon (Leit-lon) eine geringere Nettoladung und damit auch eine geringe Mobilitat, wodurch
ein Spannungsfeld zwischen beiden lonen entsteht. Die Proteine laufen in diesem Spannungsfeld

unabhangig von der GrolRe mit derselben Geschwindigkeit, und werden an der Front des Sammelgels
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auf diese Weise konzentriert. Beim Ubertritt ins Trenngel erhilt Glycin aufgrund der Anderung des pH-
Werts eine negative Ladung, und lauft den Proteinen voraus, sodass diese aufgrund der PorengroRRe
des Acrylamid/Bisacrylamid-Gels nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. In dem
verwendeten diskontinuierlichen Gel betrug die Acrylkonzentration des Sammelgels 5 % und die des
Trenngels 12,5 % (Tab. 17). Ammoniumpersulfat diente als Polymerisationsinitiator fir die Gelbildung
und TEMED fungierte als Katalysator der Reaktion. Vor der Beladung des Gels wurden die Proben 1:1
mit Ladepuffer versetzt und fir 10 min bei 100 °C aufgekocht. Als Marker diente die PageRuler
Prestained Protein Ladder (Kapitel 2.1.6). Die Elektrophorese erfolgte in vertikalen Gelkammern. Dabei
wurde fir den Lauf durch das Sammelgel eine Spannung von 60 V und die Auftrennung durch das

Trenngel eine Spannung von 100 V angelegt.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Komponenten fur die SDS-PAGE

Trenngel-Puffer

Substanz Menge

Tris-Base 22,77 g

HCI Titration auf pH 8,8

H2O04est ad 1000 ml
Elektrodenpuffer

Substanz Menge

Tris-Base 3g

Glycin 144¢

SDS lg

HCI Titration auf pH 8,8

HZOdest Ad 1000 ml
Ladepuffer

Substanz Menge

Sammelgel-Puffer 2ml

2-Mercaptoethanol 0,5 ml

1 % Bromphenolblau 0,1 ml

Glycin 5mil

HZOdest Ad 10 ml
10 % APS-L6sung

Substanz Menge

Ammoniumpersulfat 01g

Hzodest Ad 1 ml
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0,5 % SDS-Losung

Substanz Menge
SDS 05¢g
HZOdest Ad 100 ml

Tabelle 18: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Komponente Trenngel (12,5 %) Sammelgel (5 %)
Rotiphorese® Gel 40 2ml 250 ul
Trenngel-Puffer 1,2 ml -
Sammelgel-Puffer - 400 pl
SDS-Lésung 1,2 ml 400 pl

rH20 1,6 ml 950 ul

TEMED 5 pl 5 pl

APS 30 ul 30 ul

2.5.6 Silber-Farbung

Die Silberfarbung nach Blum et al. (1987) ist eine Methode zur Visualisierung der im Polyacrylamidgel
befindlichen Proteine mit einer extrem niedrigen Nachweisgrenze von wenigen ng Protein. 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,

welches bereits mit dem bloRen Auge erkennbar ist.

Fir die Farbung wurde das SDS-Gel zunachst fir 20 min in Fixierlosung zur Prazipitation der Proteine
inkubiert und anschlieBend 10 min mit 50 % Methanol Uiberschichtet. Es folgte ein Waschen des Gels
fir 10 min mit rH20, sowie eine Inkubation fiir 1 min in Thiosulfatlésung zur Sensitivitats- und
Kontrasterhohung. Nach zwei weiteren Waschschritten fiir 1 min mit H20g4est wurde die Impragnierung
des Gels fiir 20 min im Dunkeln bei 4 °C mit einer Impragnierlésung durchgefiihrt. Durch die Inkubation
mit Silbernitrat lagern sich die Silber-lonen an die negativ geladenen Seitenketten der Proteine an.
AnschlieBRend wurde das Gel mit Entwicklerldsung liberschichtet, um eine Reduzierung der Silberionen
zu elementarem Silber durch Formaldehyd zu ermdglichen. Die Reaktion wurde durch die abrupte
Zugabe der Stopplosung beendet und das Ergebnis wurde in einem Scanner (Chemidoc imaging

System, Biorad, Kalifornien USA) Fotografiert.
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Tabelle 19: Zusammensetzung der Losungen fir die Silberfarbung von SDS-Gelen

Fixier-Losung

Substanz Menge
Methanol 500 ml
Essigsdure (100 %) 120 ml
Formaldehyd (37%) 0,5 ml
HCI Titration auf pH 8,3
H>Odest Ad 1000 ml
Thiosulfat-Losung
Substanz Menge
N325203 x5 Hzo 0,01 g
HZOdest Ad 50 ml
Impréagnier-Losung
Substanz Menge
AgNO; 0,05¢
HZOdest Ad 50 ml
Entwickler-Losung
Substanz Menge
N32C03 1:5 g
Formaldehyd (37 %) 0,050 ml
Nazszog x5 Hzo 0,004 mli
HZOdest Ad 50 ml
Stopp-Lésung
Substanz Menge
Methanol 25 ml
Essigsaure 2,5 ml
HZOdest Ad 50 ml

2.5.7 Western-Blot

Neben dem unspezifischen 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
Antikdrpern oder speziellen Konjugaten (Towbin et al. 1979). Das in dieser Arbeit fir die Aufreinigung
von rekombinanten Proteinen genutzte Strep Tag Il ermdglicht einen hochspezifischen Nachweis durch
die Verwendung eines Strep-Tactin-Konjugats. Durch Kopplung von Strep-Tactin mit einer Meerrettich-

Peroxidase und eine nachgeschaltete Farbreaktion, wird eine spezifische Farbung der rekombinanten
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Proteine gewadhrleistet. Die Peroxidase katalysiert dabei die Oxidation des Farbstoffs 4-Choro-1-
napthol in Anwesenheit des Elektronenakzeptors H,0,. Das entstehende Oxidationsprodukt 4-Chloro-

1-napthon besitzt eine intensive blaue Farbung, welche bereits mit dem blofRen Auge erkennbar ist.

Durch das Semidry-Blot-Verfahren wurden die Proteine fiir 30 min bei einer Spannung von 15 V aus
der Gel-Matrix auf eine Nitrocellulose-Membran (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) transferiert. Ober-
und unterhalb des Gels bzw. der Membran wurden 3 Whatman-Paper platziert, welche zuvor in
Towbin-Puffer dquilibriert wurden. Im Anschluss an den Transfer der Proteine wurde die Membran
Uber Nacht bei Raumtemperatur in 20 ml PBS-Blockier-Losung (PBS mit PBS-Puffer mit 0,5 % (v/v),
Tween 20 und 5 % (w/v) Milchpulver) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken und

somit mogliche Fehlbindungen des Antikorper-Konjugats zu vermeiden.

Tabelle 20: Zusammensetzung von PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline).

PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline)

Substanz Menge
NacCl 8¢g

KCl 02g
NaxHPO4 0,256 g
KH2PO4 0,2 g

dH,0 Ad 1000 mi

pH-Wert auf 7,4 eingestellt

Es folgte ein dreimaliger Waschschritt fiir jeweils 5 min in 20 ml PBST-Puffer (PBS-Puffer mit 0,05%
Tween 20 [v/v]) und eine anschlieBende Inkubation fir 1 h in 20 ml PBST-Puffer, welcher 5 pl des Strep-
Tactin-Meerrettichperoxidase-Konjugats (IBA Lifesciences; Gottingen, Deutschland) enthielt. Es
folgten zwei Waschschritte mit 20 ml PBST-Puffer, sowie zwei weitere Waschschritte mit 20 ml PBS-
Puffer fiir jeweils 1 min. Fir die Ausbildung einer Farbreaktion wurde die Membran in 20 ml PBS-Puffer
gegeben, dem 20 pl Wasserstoffperoxid-Losung und 200 pl Chromogen-Lésung zugefligt wurden. Bis
zur Bildung sichtbarer Banden wurde die Farbung unter Lichtausschuss bei Raumtemperatur

durchgefihrt.

Tabelle 21: Zusammensetzung der Chromogen-Losung

Lésung Zusammensetzung
Chloronaphthol-Lésung 3 % (w/v) 4-Chloro-1-naphthol in Methanol
Wasserstoffperoxid 30 % (v/v) H202

2.5.8 Préparation von Cytoplasma- und Membranfraktionen
Fiir die Praparation der Membran- und Cytoplasmafraktion von P. vulgatus wurden 500 ml einer Kultur

in BHI-Medium bis zu einer ODgoo angezogen und bei 8000 rpm fiir 15 min geerntet. Das Zellmaterial
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wurde in 20 ml Puffer W (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8) resuspendiert und lber
Ultraschall aufgeschlossen (Bandelin Sonoplus Sonicator, Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland; 30
min; gepulste Ultraschallintervalle; 60 % Intensitdt). Das entstandene Zelllysat wurde zur Entfernung
der Zelltriimmer fiir 15 min bei 15.000 rpm und 4 °C. Der erhaltene Uberstand wurde letztendlich
ultrazentrifugiert (150.000 g, 4°C, 90 min) um die Membranfragmente von der I6slichen
Proteinfraktion abzutrennen. Nach diesem Schritt stellte der Uberstand die Cytoplasmafraktion dar
und wurde bei -70 °C gelagert. Die sedimentierte Membranfraktion wurde erneut in Puffer W

gewaschen und fiir weitere 60 min ultrazentrifugiert. Die Lagerung erfolgte ebenfalls bei -70 °C.

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (HPLC)

Bei der Hochflissigkeitschromatographie (HPLC) handelt es sich um ein chromatographisches
Verfahren zur Auftrennung und Quantifizierung von Stoffgemischen. Die Proben fiir die Analyse
werden mittels eines Laufmittels (mobile Phase) (iber eine Trennsaule (stationadre Phase) gefiihrt, und
durch die Wechselwirkung der Verbindungen mit der stationdren bzw. mobilen Phase beeinflussen die
Geschwindigkeit der Bewegung durch das Saulenmaterial. Die Identifizierung der Verbindungen
erfolgte Gber den Vergleich mit bekannten Standard-Substanzen (ber die Elutionszeiten. Fir die
Quantifizierung wurde die Flache unter den Detektorsignalen berechnet. Mithilfe einer Standard-
Substanz mit bekannter Konzentration konnten direkt Konzentrationen derselben Substanz aus
experimentellen Proben berechnet werden. In Abhangigkeit der Anwendung wurden in dieser Arbeit

zwei verschiedene stationare Phasen verwendet.

Fir die Untersuchung der Stoffwechsel-Endprodukte von P. vulgatus wurde In dieser Arbeit
verschiedenen Zeitpunkten der exponentiellen Phase der Kulturliberstand mittels HPLC analysiert.
Dafiir wurde der Kulturiiberstand 1:3 mit 5 mM H,SO, verdiinnt eingesetzt und mit Hilfe einer Aminex
HPX-87H 300 mm x 7,8 mm S&ule und 5 mM H,SO4 (mobile Phase) bei 65 °C durchgefiihrt. Die Flussrate
betrug 1,2 ml/min. Bio-Rad Aminex HPX-87H S&ule ist grundsatzlich fir die Analyse von Mono- bis
Disacchariden und organische Sauren ausgelegt. Hierbei handelt es sich um einen Kationentauscher.
Die stationdre Phase besteht aus negativ geladenem Material, an das die Substanzen in der Probe
binden. Je nach Starke der positiven Ladung der Substanzen werden diese nach unterschiedlichen
Zeiten durch das Laufmittel verdréngt. Die Detektion, sowie Quantifizierung der Substanzen erfolgte
Uber den Brechungsindex-Detektor (RI) und Bestimmung der Konzentrationen von Substratverbrauch
und Produktbildung erfolgte mithilfe von Standardsubstanzen. Alle Messungen von kurzkettigen

Fettsduren erfolgten Giber folgendes System:
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e Thermostat: AZURA Saulenthermostat CT 2.1

e Pumpe: Niederdruckgradientenpumpe AZURA 6.1L
e Probeninjektion: Autosampler AZURA AS 6.1L

e RI-Detektor: AZURARID 2.1 L

Fir die Analyse von Phenolsduren wurde eine Kieselgel-Matrix, bestehend aus Pentafluorphenyl-
Propyl-Resten (Nucleodur PFP, Macherey-Nagel), verwendet. Dieses Material zeichnet sich durch zwei
besondere Retentionsmechanismen aus: Zum einen handelt es sich um ein sehr hydrophobes Material,
zum anderen interagiert das Material mit n-Elektronen. Durch den Benzolring erhalten Phenolsduren
einen hydrophoben Charakter. Darliber hinaus sind delokalisierte n-Elektronen charakteristisch fir
Benzolringe. Dieses Sdulenmaterial ist ungeeignet fiir die Retention geladener Molekiile. Daher wurde
der mobilen Phase neben 20% Acetonitril 0,1% Formiat zugesetzt, um den organischen Saurerest der
Analyten zu protonieren. Als Probenmaterial wurden entweder Kultur-Uberstand oder Material aus
Reaktionsansatzen 1:1 mit 40% Acetonitril mit 0,1% Formiat vermischt. Die Analyse erfolgte bei 30 °C
mit einer Flussrate von 0,2 ml/min, und die Detektion erfolgte Giber einen UV-Detektor bei einer
Wellenldnge von 210 nm. Die Messungen von Phenolsduren wurden mit folgenden Geraten

durchgefihrt:

e Entgaser: SpectraSystem SCM1000 Vakuum Entgaser
e Pumpe: SpectraSystem P4000 Gradienten-Pumpe

e Probeninjektion: SpectraSystem AS3000 Autosampler
e UV-Detektor: AZURA UV/Vis Detektor UVD 2.1L

2.6.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Auswertung der Zellen mit UnaG/IFP2.0 markierter LDH erfolgte mit einem speziell angefertigten
Lasergestiitzten Fluoreszenz-Mikroskop (Zur Verfligung gestellt und betrieben von Dr. Koen Martens,
Arbeitsgruppe Endesfelder, Institut fir Mikrobiologie und Biotechnologie, Universitdt Bonn,
Deutschland). Einzelne Laserlinien (638 nm, 1100 mW, betrieben mit 200 mW; oder 488 nm, 1000 mW,
betrieben mit 50 mW, (Oxxius, Frankreich)) wurden tber neigbare (dichroitische) Spiegel (DMLP605,
DMLP505, Thorlabs GmbH, Dachau, Deutschland) auf ein achromatisches 10x-Objektiv (Olympus,
Tokio, Japan) ausgerichtet, um in eine Multimode-Faser mit 50 pm Durchmesser (M42L05, Thorlabs)
eingekoppelt zu werden. Der Ausgang der Faser wird lber eine reflektierende Blende (RC04FC-P01,
Thorlabs) gebiindelt, und der Strahl wird lber eine Reihe von Linsen (LB1471-A-ML und LA4725-A,
Thorlabs) erweitert. Dieser Strahl wird (iber eine achromatische Linse (AC254-400-A-ML, Thorlabs) und
einen dichroitischen Spiegel (ZT405/488/561/648rpc, Chroma, Bellows Falls, VT, USA) fokussiert, der

in ein handelstbliches inverses Mikroskop (Nikon Eclipse Ti-E, Nikon, Tokio, Japan) eingebettet ist, das
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mit einem Fokus-Stabilisierungssystem (Perfect Focus System) auf der Back-Focal-Ebene eines 60x
Apochromat TIRF 1,49 NA Objektivs (Nikon) ausgestattet ist. Die von der Probe ausgehende Emission
wurde (iber das Objektiv und den dichroitischen Spiegel durch einen Filter (ZET405/488/561/642m-
TRF, Chroma) geleitet und auf eine Prime BSI sCMOS Kamera (Teledyne Photometrics, Tucson, AZ, USA;
107 nm PixelgréRe) geleitet, die durch einen Emissionsfilter (ET510/80m, Chroma, oder FF01-689/23-
25, Semrock, Oak Harbor, WA, USA) und ein 4f-System Uber zwei konvexe achromatische Linsen
(AC508-100-A, Thorlabs) geleitet wird. Mikroskop, Kamera und Peripheriegerate wurden u{ber
MicroManager 2.0, und der Lasertrigger wurde (iber ein TriggerScope 4 (Advanced Research
Consulting, Newcastle, CA, USA) gesteuert (Edelstein et al, 2014).

Zur Vorbereitung wurden die Stamme P. vulgatus pG106_UnaGN_2499 und P. vulgatus
pG106_IFP2.0N_2499 in BHI-Medium mit Erythromycin (100 pg/ml) kultiviert. Diese Vorkulturen
wurden fiir die Inokulation von DMM-Medium verwendet, welches fir die Induktion der Fluoreszenz
im Falle von UnaG 25 uM Bilirubin, und im Falle von IFP2.0 2,5 uM Biliverdin enthielt. Als Stock-Losung
wurden Bilirubin und Biliverdin in DMSO gel6st, bei -20 °C gelagert, und bei Bedarf aufgetaut. Als
Vorbereitung fur die Mikroskopie wurde ein Objekttrager mit Mulde mit warmen DMM + 1% Agarose
bis zu ungefdhrer Hohe des Objekttragers befillt. Die Mulde wurde anschlieRend mit einem Deckglas
abgedeckt und fir mindestens eine Stunde in der anaeroben-Kammer inkubiert. Nach Erreichen der
spaten exponentiellen Phase wurden 2 ml Kulturmaterial entnommen, flir 2 Minuten bei 12.000 rpm
zentrifugiert, und das Zell-Pellet wurde in 50 ul DMM-Medium mit Bilirubin/Biliverdin resuspendiert.
Nach der Polymerisierung des DMM-Agarose-Gemischs wurde Kulturmaterial auf den vorbereiteten
Objekttrager gegeben und das Deckglas wurde an den Randern durch das Auftragen von klarem
Nagellack versiegelt. Die Fluoreszenz-Mikroskopie wurde mit dem oben beschriebenen Aufbau
durchgefiihrt. Die Detektion des UnaG-Tags erfolgte Uber eine Anregungswellenlange von 488 nm und
einem 510/85 Emissions-filter (ET510/80m, Chroma, Oak Harbor, WA, USA). Fur die Detektion des
IFP2.0 Tags wurde eine Anregungswellenldnge von 638 nm in Kombination mit einem 689/23
Emissions-Filter (FF01-689/23-25, Semrock, Oak Harbor, WA, USA) verwendet. Die generierten Bilder

wurden mit der Software FlJI (Imagel) bearbeitet.

2.6.3 Kolorimetrische Quantifizierung von Pyrophosphat

Die Quantifizierung von Pyrophosphat (PPi) wurde modifiziert nach Putnins & Yamada, 1975. Diese
Methode ist spezifisch flir PPi und lasst sich selbst durch eine 10-Fach hohere Konzentration an freiem
Phosphat nicht beeinflussen. PPi und Molybdat reagieren in starker Schwefelsdure zu 12-
molybdophosphorsdure, welche unter reduzierenden Bedingungen zur Bildung eines blauen
Molybdankomplexes fihrt. Flr die Durchfiihrung wurden 380 pl der Probe in 380 pl Trichloressigsaure
(12 % [w/v]) gegeben. Im Anschluss wurden 100 ul Ammoniumtetramolybdat (2.5 % [w/v] in 2,5 M

H2S04), 100 pul 0.5 M B-Mercaptoethanol und 40 pl Eikonogen-Reagenz (0.25 g Natriumsulfit, 14,65 g
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Kaliumdisulfit, 0,25 g 1-amino-2-naphthol-4-sulfonsdure geldst in 80 ml 80 °C H,0,, abgekihlt auf
Raumtemperatur, aufgefillt auf 100 ml mit H,O,) hinzugegeben. Die Proben wurden fir 15 min bei 37
°C inkubiert und die Absorption wurde bei 580 nm gemessen. PPi Konzentrationen wurden (ber eine

Standardkurve (0-0,05 mM PPi) berechnet.

2.6.4 Quantifizierung von ATP

Um die Bildung von ATP im Rahmen von Enzymassays zu messen wurden zum gewi{inschten Zeitpunkt
50 pl aus dem Assay mit 20 ul Perchlorsadure (3 M) abgestoppt. AnschlieRend wurde die Probe durch
Zugabe von 6,5 ul gesattigter Kaliumcarbonat-Losung neutralisiert und mit 40 pl Natrium TES-Puffer
(400 mM, pH 7,4) versetzt. Zur Entfernung der Kaliumchlorat-Prazipitate, welche bei der
Neutralisierung entstanden, wurde die Probe fir 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. AbschlieRend
wurden 20 pl des Uberstands in 180 pl ATP-Bestimmungspuffer (5 mM Natriumarsenit, 4 mM MgSO4.
20 mM Glycylglycin, pH 8) tiberflhrt. Die Bestimmung der ATP-Konzentration erfolgte Gber die Zugabe
von Gliihwirmchen-Extrakt und der damit verbundenen Emission von Lichtquanten, welche lber
einen Photodetektor quantifiziert werden konnen. Die Proben wurden in schwarze 96-Well Platten
Gberfiihrt und unmittelbar vor der Messung mit 50 pl Glihwirmchen-Extrakt versetzt. Die im Extrakt
befindliche Luciferase oxidiert unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff und Hydrolyse von ATP zu
Oxoluciferin. Anhand der dabei entstehenden Lichtemissionen kann die Menge an ATP im
Probenvolumen Uber eine Standardkurve quantifiziert werden. Fir die Detektion der Photonen wurde
ein 200 PRO NanoQuant Mikroplatten-Lesegerdat (Tecan, Mannedorf, Schweiz) mit einem

Detektionsintervall von 1 Sekunde verwendet.

2.7 Bestimmung von Enzym-Aktivitaten

2.7.1 Bestimmung der Indolpyruvat-Oxidoreduktase (IOR)-Aktivitat

Die Aktivitat der IOR aus P. vulgatus (BVU_2273-2274) wurde (iber die Absorptions-Anderung von
oxidiertem Methylviologen (MV,y) zu reduziertem Methylviologen (MV,.q) gemessen. Der kiinstliche
Elektronenakzeptor Methylviologen nimmt in reduzierter Form eine kraftige violette Farbe an, welche
bei 604 nm detektiert werden kann. Fir die allgemeine Aktivitatsbestimmung wurde der in Tabelle 22

aufgefiihrte Reaktionsansatz vorbereitet und bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert.
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Tabelle 22: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Bestimmung der Enzymaktivitat der heterolog
produzierten IOR (BVU_2273-2274)

Substanz Konzentration
Mcllvayne Puffer (pH 7) 40 mM
Phenylpyruvat 4mM
Coenzym A 0,1 mM
Thiamin-Pyrophosphat 0,12 mM
Methylviologen 5mM

IOR (2,3 mg/ml) 5ug

dH,0 Ad 1000 pl

Die Bestimmung des pH-Optimums wurde bei einer Temperatur von 37 °C gemessen, wahrend der pH-
Wert des eingesetzten Puffer-Systems zwischen 6-9,5 variiert wurde. Die Bestimmung des
Temperatur-Optimums erfolgte bei einem pH-Wert von 7 und einem Temperatur-Bereich von 37 °C —
67 °C. Anhand der Absorptionsdnderung pro Minute (AEeoa/min) wurde zunichst die Volumen-Aktivitat

des Enzyms anhand folgender Formel berechnet:

AE
ml Testvolumen

U
Volumenaktivitat [—] =
ml exd Enzymvolumen

AE/min: Veranderung der Absorption pro Minute
d: Schichtdicke der Kiivette (1 cm)
&: Extinktionskoeffizient von MV bei 604 nm (13,6 mM™ cm™)

Flr die Berechnung der spezifischen Aktivitdt wurde im Rahmen der folgenden Formel der Wert der
Volumenaktivitat durch die mittels Bradford ermittelten Proteinkonzentration der eingesetzten
Proteinprdparation dividiert, sodass die Aktivitat die Umsetzung von 1 pmol Substrat pro min und mg

Enzym beschreibt:

Spezifische Aktivitit [ U]— o
pezifische Aktivita mgl ¢ (Enzym)in mg/ml

U: umol umgesetztes Substrat pro Minute

Neben der Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitdt erfolgte im Rahmen der Charakterisierung
auch die Bestimmung der Affinitat des Enzyms fiir das korrespondierende Substrat (Km-Wert) sowie
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vmax. ZU diesem Zweck wurde eine Michaelis-Menten-Kinetik
erstellt, welche iber die Auftragung der spezifischen Aktivitat des Enzyms bei variierender Substrat-
Konzentration die Ableitung des Km- und Vmax-Wertes erlaubt. Der Km-Wert der IOR fiir Phenylpyruvat

wurde dementsprechend durch die Bestimmung der spezifischen Aktivitat bei Phenylpyruvat-
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Konzentration von 0,01-4 mM ermittelt. Die Nicht-lineare Regression und der damit verbundenen

Ermittlung des Ku- und Vmax-Wertes erfolgten tber den Einsatz der Software Prism 8.0.

Ausgehend von der spezifischen Aktivitat erfolgte die Wechselzahl Kcat, welche die Substratumsetzung
von einem Enzym pro Sekunde beschreibt:
Spezifische Aktivitit (umol min~t mg~1)

60
Stof fmenge des Enzyms (umol mg~1)

K cat(sek_l) =

Durch die Bildung des Quotienten der Wechselzahl K.t durch die Michaeliskonstante Kw ergibt sich die
katalytische Effizienz Keat/Km (Mts?)

2.7.2 Bestimmung der Phenylessigsdaure-Coenzym A Ligase-Aktivitat

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Phenylessigsdure-Coenzym A (CoA) Ligase aus P. vulgatus sowohl
mit Hinblick auf die Bildung von Phenylacetyl-CoA als auch Phenylessigsdure untersucht. Die
Berechnung der Aktivitat fir die Reaktion von Phenylessigsaure zu Phenylacetyl-CoA erfolgte lber die

diskontinuierliche Bestimmung von freigesetztem PPi (Kapitel 2.6.3).

Tabelle 23: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Bestimmung der Enzymaktivitdt der heterolog
produzierten Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) unter Bildung von Phenylacetyl-CoA

Substanz Konzentration
HEPES Puffer (pH 7) 40 mM
Phenylessigsaure 4mM
Coenzym A 0,5mM

ATP 0,5 mM
Phenylacetyl-CoA Ligase (3,5 mg/ml) 5ug

dH,0 Ad 1000 pl

Die Bestimmung des Ku- und Vmax-Werts erfolgten fiir die beiden Substrate Phenylessigsaure und ATP.
Zu diesem Zweck wurde die Konzentration Phenylessigsdaure und ATP im Bereich von 0,01-1 mM
variiert. Die Aktivitatsberechnungen wurden aufgrund der diskontinuierlichen Messung der PPi-
Freisetzung angepasst. Die Inkubation des Reaktionsansatzes wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C
durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die Quantifizierung von PPi gemal Kapitel 2.6.3. Die so erhaltene

Absorptionsdnderung pro 30 Minuten wurde auf Absorptionsdnderung pro Minute Berechnungen

umgerechnet:
AE
AE _ 30min
min 30

AE/min: Verdnderung der Absorption pro Minute

AE/30 min: Veranderung der Absorption pro 30 Minuten
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Nach der Ermittlung von AE/min erfolgten die restlichen Berechnungen fir die

Aktivitatsbestimmungen nach Formel X in Kapitel 2.7.1.

2.7.3 Gekoppelter Enzymtest zum Nachweis der Bildung von Phenylessigsaure
Die partielle Charakterisierung der Phenylacetyl-CoA Ligase mit Hinblick auf die Bildung von
Phenylessigsaure wurde durch die Verwendung der IOR als Hilfsenzym durchgefiihrt. Der

entsprechende Reaktionsansatz ist in Tabelle 24 definiert.

Tabelle 24: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir Bildung von Phenylessigsdure durch Kombination der
Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) mit der IOR (BVU_2273-2273)

Substanz Konzentration
Kalium-Phosphat Puffer (pH 7) 40 mM
Methylviologen 5mM
Phenylpyruvat 4 mM
Thiamin-Pyrophosphat 0,12 mM
Coenzym A 0,05 mM
AMP 0,2 mM
PPi 0,2 mM
IOR (2,3 mg/ml) 15 pg
Phenylacetyl-CoA Ligase (3,5 mg/ml) 10-30 ug
dH,0 Ad 1000 pl

Zunachst wurde die Reaktion durch die Zugabe von 15 pg IOR gestartet. Da der Reaktion nur sehr
geringe Mengen CoA zugefiihrt wurden stoppte die Reaktion zeitnah nach dem Start. An diesem Punkt
wurde die Phenylacetyl-CoA Ligase zugegeben. Die Reaktion von Phenylacetyl-CoA zu
Phenylessigsaure setzte erneut CoA frei, wodurch dieses der Reaktion fiir die IOR wieder zur Verfiigung
stand. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde dem Assay eine Probe fiir die ATP-Bestimmung
entnommen (Kap. 2.6.4). Die Ermittlung der spezifischen Aktivitat Aktivitatsbestimmung erfolgte iber

den Nachweis von freigesetztem ATP gemaR Kapitel 2.7.2.

2.7.4 Charakterisierung der aromatischen Aminosauren Ammoniak-Lyase (TAL) aus P.
vulgatus (BVU_1010)

Die Aktivitatsbestimmung der TAL aus P. vulgatus erfolgte Gber den photometrischen Nachweis der
gebildeten Produkte, ausgehend von den Substraten Phenylalanin und Tyrosin. Die Reaktion von
Phenylalanin zu Zimtsdaure wurde lber die Absorptionsanderung bei 295 nm, und die Reaktion von
Tyrosin zu Cumarsdure bei 310 nm gemessen. Anhand der Extinktionskoeffizienten von Zimtsaure
(17,4 mM? cm™?) und Cumarsdure (16,1 mM™ cm™) wurde die Enzymaktivitit gemaR Kapitel 2.7.1

berechnet.
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Tabelle 25: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Charakterisierung der aromatischen Aminosauren
Ammoniak-Lyase aus P. vulgatus.

Substanz Konzentration
Mcllvayne Puffer (pH 7) 40 mM
Tyrosin/Phenylalanin 4mM

TAL (2,86 mg/ml) 10 ug

dH,0 Ad 1000 pl

Die Bestimmung des pH-Optimums wurde bei einer Temperatur von 37 °C gemessen, wahrend der pH-
Wert des eingesetzten Puffer-Systems zwischen 6,5-9,5 variiert wurde. Die Bestimmung des
Temperatur-Optimums erfolgte bei einem pH-Wert von 7 und einem Temperatur-Bereich von 37 °C —
73 °C. Die Bestimmung des Ku- und Vmax-Werts erfolgte Uber die Berechnung der spezifischen
Enzymaktivitat bei verschiedenen Substrat-Konzentrationen. Im Falle von Tyrosin wurde die Substrat-
Konzentration in einem Bereich von 0,025-1,6 mM variiert, und im Falle von Phenylalanin im Bereich

von 1-240 mM.

2.7.5 Charakterisierung der Exo-B-Fructosidase BVU1663
Die Aktivitatsbestimmung der Exo-B-Fructosidase BVU1663 aus P. vulgatus erfolgte Uber die
chromatographische Quantifizierung von Fruktose-Monomeren sowie FOS verschiedener
Kettenlangen. Als Substrat wurden Levan, Inulin, Levan-FOS und Inulin-FOS eingesetzt. Da die genaue
Zusammensetzung der Fruktan-Praparate bezlglich Kettenlangen nicht bekannt war, wurde die
eingesetzte Konzentration in Fruktose-Aquivalenten berechnet.

Tabelle 26: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Charakterisierung der Exo-B-Fructosidase BVU1663
aus P. vulgatus.

Substanz Konzentration
Kaliumphosphat-Puffer (pH 7) 40 mM

Levan-FOS/Inulin-FOS 50 mM (Fruktose-Aquivalente
BVU1663 (1,94 mg/ml) 5ug

dH:0 Ad 1000 pl

Pro Datenpunkt wurde jeweils ein separates Assay in 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefaRen durchgefihrt.
Der Reaktionsansatz wurde entsprechend Tabelle 26 vorbereitet und bei 37 °C im Heizblock inkubiert.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 50 pl aus einem Reaktionsansatz mit 150 pl Ethanol (96%) fiir
15 Sekunden zum abstoppen der Reaktion vermischt. Um eventuell Uberreste von Fruktan-Polymeren
zu entfernen wurde die abgestoppte Probe fiir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Fir die
Quantifizierung der FOS-Konzentrationen wurden aus dem Uberstand 100 pl entnommen und mit 300
ul Acetonitril (90 %) mittels Vortex-Mixer vermischt und erneut fiir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
200 pl des Uberstands wurden direkt fiir die HPLC-Analyse eingesetzt. Anhand der Freisetzung von
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Fruktose-Einheiten in Abhangigkeit von der Zeit, der eingesetzten Substrat-Konzentration und Enzym-

Menge wurde die Enzymaktivitat anhand der Formeln aus Kapitel 2.7.1 berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung eines Systems fiir die markerlose Gendeletion in P. vulgatus

Fiir die Entwicklung und Optimierung eines biotechnologisch nutzbaren Mikroorganismus sind
Werkzeuge fiir eine genetische Manipulation von essenzieller Bedeutung. Gangige Methoden, wie z.B.
die transiente oder permanente Einbringung von Plasmiden, bedingen oft einen stdandigen
Selektionsdruck durch z.B. Antibiotika, damit die Plasmide nicht von den Organismen abgebaut
werden. Dies steht im Konflikt mit den Anforderungen der angewandten Biotechnologie, da im
Optimalfall auf die ibermaRige Verwendung von Antibiotika zugunsten der Umwelt sowie zur
Kostenreduktion verzichtet werden soll. Weiterhin beschrankt sich der Einsatz von Plasmid-Systemen
auf die homologe oder heterologe Uberexpression von Proteinen. Aus diesen Griinden werden solche
Systeme durch die Deletion von Genen erganzt oder ersetzt. Die Entfernung von Gensequenzen aus
dem Genom kann den Stoffwechsel zu einem gewtlinschten Produkt gezielt lenken, indem die Synthese

von Enzymen aus konkurrierenden Stoffwechselwegen unterbunden wird.

Ansatze zur biotechnologischen Herstellung von Plattformchemikalien mithilfe von Vertretern des
Phylums Bacteroidota, einschlieBlich P. vulgatus, gibt es bisher nicht. Grundséatzlich muss zunachst das
Potenzial dieser Organismen fir solch eine Produktion beurteilt und analysiert werden. Durch den
Einsatz von Vektoren zur Uberproduktion von Enzymen kann tiberpriift werden, ob und wie sich der
zentrale Kohlenstoffmetabolismus fiir eine Synthese gewiinschter Produkte kanalisieren ldsst.
Zusatzlich koénnen (ber die gezielte Deletion von Genen konkurrierende Stoffwechselwege
unterbrochen werden, um die Bildung von ungewiinschten Nebenprodukten zu vermeiden. Essenziell
fir diese gentechnischen Modifikationen ist die Fahigkeit des Organismus zur Aufnahme von
rekombinanter DNA, sodass die Einbringung von Genen oder die Deletion chromosomaler Bereiche

ermoglicht wird.

Die Methode zur markerlosen Deletion erfordert ein Plasmid mit drei Eigenschaften: Zum einen muss
es homologe Sequenzen besitzen, welche sich stromauf- und abwarts der zu deletierenden Region
befinden. Des Weiteren darf es keine, flir den Zielorganismus erkennbaren Startpunkt der Replikation
(Origin of Replication, Ori) codieren, sodass die Verdopplung des Plasmids nicht moglich ist. So kdnnen
nach der ersten Selektion nur Organismen Uberleben, die nach Aufnahme des Plasmids durch ein
initiales homologes Rekombinationsereignis das Plasmid in das Genom integrieren konnten. Zuletzt
bendtigt es, abgesehen von einer Antibiotikaresistenz-Kassette, einen Gegenselektionsmarker,
welcher im Laufe der Deletion zusatzlichen Selektionsdruck fiir die Entfernung des Plasmids aus dem
Genom austben kann. Im Gegensatz zu einer Antibiotikaresistenz vermittelt der

Gegenselektionsmarker eine Sensibilitat gegenliber einer Chemikalie anstatt der Gewahrleistung einer
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weiteren Resistenz. Im Rahmen der Gegenselektion wird so der Organismus auf die Abwesenheit des
Markers getestet um festzustellen, ob das Suizidplasmid nach einer 2. Homologen Rekombination das

Genom des Organismus wieder verlassen hat.

In dieser Arbeit wurde ein System fiir die markerlose Deletion von Gensequenzen aus dem Genom von
P. vulgatus entwickelt. Basierend auf dem Genomintegrationsvektor pMM656 wurde ein Suizidplasmid
mit homologen Bereichen zu dem Gen einer putativen B-Fructosidase BVU_1663 kloniert. Als

Gegenselektionsmarker diente die Levansucrase SacB aus Bacillus (B.) subtilis.

3.1.1 Bioinformatische Analyse fiir die Anwendung von sacB in Bacteroidota

Im Kontext markerloser Deletionssysteme wird haufig auf SacB aus B. subtilis als
Gegenselektionsmarker zurtickgegriffen. SacB katalysiert die Synthese von Levan durch die initiale
Hydrolyse von Saccharose zu Glucose und Fruktose, und der anschlieBenden Polymerisierung der
Fruktose-Reste Uber eine B-2,6 glykosidische Bindung. Die heterologe Expression von sacB fihrt in
vielen Mikroorganismen zu einer Sensibilitdt gegeniiber Saccharose als Kohlenstoffquelle. Der genaue
Mechanismus hinter diesem letalen Effekt ist nicht exakt bekannt, jedoch wird vermutet, dass die
intrazellulare Aktivitat von SacB zu einer pathologischen Akkumulation von Levan fiihrt, welche den
Zellstoffwechsel behindert (Blomfield et al., 1991; Jager et al., 1992; Pelicic et al., 1996; Wu & Kaiser,
1996).

Fir die Evaluation von SacB als Gegenselektionsmarker in P. vulgatus wurde mithilfe von Protein-
Datenbanken untersucht, ob die Anwendung grundsatzlich moglich ist. Viele Arten der Gattung
Bacteroides und Phocaeicola sind in der Lage, Levan als Substrat zu verwenden, daher kdnnten diese
Vertreter den letalen Effekt von SacB eventuell umgehen. Ernits et al. (2019) konnten in einer Studie
das Enzym fiir die Degradation von Levan in B. thetaiotaomicron identifizieren. Das Enzym BT_1760 ist
in der duBeren Membran lokalisiert und agiert als Endo-levanase. Durch die Aktivitdt dieses Enzyms
werden die resultierenden Oligomere in das Periplasma transportiert, wo sie tber die Fructosidasen
BT_1759 und BT_1765 in Fruktose-Monomeren abgebaut werden und schlieRlich in das Cytoplasma
gelangen (Sonnenburg et al., 2010). Mittels Blastp-Analysen konnte gezeigt werden, dass im Genom
von P. vulgatus kein homologes Gen zu bt_1760 existiert (Abb. 2). Jedoch konnte mit dem Enzym
BVU_1663 eine putative Exo-B-Fructosidase [EC: 3.2.1.80] identifiziert werden, welche eine starke
Homologie zu der Hydrolase BT_1759 aufweist. Um die Evaluation der Wirksamkeit von SacB auf Arten
der Gattung Bacteroides und Phocaeicola auszuweiten, wurde eine umfassende Blast-Analyse

durchgefiihrt (Abb. 2).
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Abbildung 2: Vorkommen von bt_1760 homologen Genen im Genom verschiedener Bacteroides und
Phocaeicola-Spezies und Wachstum von P. vulgatus DSM 1447 auf Levan und Levan-FOS. [A] Die Daten wurden
durch blastp Analysen unter Verwendung der primdren Aminosauresequenz von BT_1760 (Gen-Nummer
AAO76867.1) erzeugt. Die Heat-Map zeigt die prozentuale Ubereinstimmung in Abhingigkeit eines
vergleichbaren Bereichs. [B] Wachstum von P. vulgatus in DMM-Medium mit 0,5% Levan und Levan-FOS. 0,5%
des Fruktan entsprechen 27 mM in Fruktose-Aquivalenten. Als Positivkontrolle wurden 27 mM Fruktose als
Substrat eingesetzt.

In knapp der Halfte der untersuchten Bacteroides Spezies konnten homologe Proteine zu BT_1760
identifiziert werden, darunter auch in zwei Phocaeicola Spezies. Die Expression von sacBin B.
thetaiotaomicron und B. fragilis fuhrte nicht zu einer Sensibilitdt gegeniiber Saccharose, vermutlich
aufgrund der Existenz von BT_1760 und dessen Homolog in B. fragilis. Fiir die weitere Evaluation
wurden Wachstumsexperimente mit P. vulgatus auf Levan und Levan-FOS durchgefiihrt um konkret
zu Uberpriifen, ob der Organismus zur Degradation von Fruktan-Polymeren beféhigt ist (Abb. 2 B). Die
Wachstumsexperimente wurden auf DMM-Medium mit 0,5% Levan, bzw. Levan-FOS als Substrat
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass P. vulgatus auf Levan-FOS zwar langsamer als auf
Fruktose, aber dennoch hohe eine optische Dichte erreichen konnte. Auf Levan hingegen wurde nur
sehr rudimentare Biomasse-Bildung beobachtet. Anhand dieses Ergebnisses lasst sich die Annahme,
dass P. vulgatus durch das Enzym BVU_1663 primar FOS, aber kein hoch polymeres Levan degradieren
kann, bestarken. Durch das Fehlen eines BT_1760-Homologs konnte das Ausbleiben der Biomasse-
Bildung auf Levan erklart werden. Die geringe Zunahme der optischen Dichte ldsst unter anderem
durch FOS-Kontaminationen in der verwendeten Levan-Prdparation begriinden, da durch den
verwendeten Herstellungsprozess, kein hoch-reines Polymer erzeugt wird (Pohlentz et al., 2022).
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde angenommen, dass durch die heterologe Expression von sacB
in Spezies ohne homologe Proteine zu BT_1760, speziell in P. vulgatus, eine letale Sensibilitat

gegeniber Saccharose vermittelt werden kann.

3.1.2 Heterologe Uberexpression von sacB in P. vulgatus mithilfe des Shuttle-Vektors

pG106

Fiir die Evaluierung von SacB in P. vulgatus wurde die Levansucrase zunachst in den Shuttle-Vektor
pG106 kloniert und in den Organismus eingebracht. Dieser Vektor besitzt eine Mob-Rep-Region (Abb.
3), welche als OriV fir die Plasmidreplikation von Vertretern der Familie Bacteroidaceae interpretiert
werden kann (Jones et al., 2020). Als Selektionsmarker codiert das Plasmid eine hybride Erythromycin-
Resistenzkassette fiir die Vermittlung der Resistenz in E. coli (ErmAM) und in Spezies der Familie
Bacteroidaceae (ErmF) (Fletcher et al., 1995). In einer Studie von Liick und Deppenmeier (2022) wurde
dieser Shuttle-Vektor als geeignetes Werkzeug fiir eine heterologe Uberproduktion von Proteinen
eingesetzt. Die Klonierung erfolgte liber eine DNA-Assemblierung nach Angaben des Herstellers mit
dem NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Deutschland). Durch die Verwendung der Primer pgl06_SacB_Ass_fw/rev wurde das sacB-Gen aus
genomischer DNA von B. subtilis mit komplementdren Enden zum Vektorriickgrat amplifiziert. Fir die
Generierung des Vektorriickgrats wurden die Primer pgl06 LDHnp BB_fwd/rev verwendet. Fur die
Regulierung des sacB-Gens diente der konstitutive Promotor der Lactat Dehydrogenase (/dh, bvu2499)
aus P. vulgatus (Luck & Deppenmeier, 2022). Das fertige Konstrukt pG106_/dhnP_SacB wurde gemal
des Herstellerprotokolls in E. coli NEB® 108 transferiert und vervielfaltigt. Das aufgereinigte Konstrukt
wurde Uber Elektroporation in P. vulgatus eingebracht (Abb. 3). Die korrekte Assemblierung von pG106
konnte durch eine Kolonie-PCR nach Einbringung in E. coli 10[ bestatigt werden (Abb. 3 B). Fiir die PCR
wurden die Primer pG106 Screening fw/rev verwendet, welche den Integrationsbereich des sacB-Gens
auf dem Plasmid flankieren. Durch eine Agarose-Gelelektrophorese konnte ein Fragment der
erwartungsgemalen GrolRe von 1975 bp detektiert werden. Zuséatzlich wurde Nukleotid-Sequenz der
Klonierung (iber Sequenzierung bestadtigt. P. vulgatus wurde mit dem Konstrukt mittels EP
transformiert, wie ebenfalls durch Kolonie-PCR nachgewiesen werden konnte (Abb. 3 C). Nach der
Transformation von P. vulgatus mit dem Plasmid pG106_I/dhnp_sacB wurde das Wachstumsverhalten
des daraus resultierende Stamm P. vulgatus pG106 sacB auf DMM-Medium mit 20 mM Saccharose als

Substrat getestet (Abb. 4).
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Abbildung 3: Konstruktion des Plasmids pG106_I/dhnP_sacB und Transformation in P. vulgatus. [A]
Plasmidkarte von pG106_IdhnP_sacB. ermF: Erythromycin-Resistenzkassette fiir E. coli; ermAM: Erythromycin-
Resistenzkassette flr Bacteroidaceae-Vertreter; mob: Gene fir die Mobilisierung im Rahmen von
Konjugationsprozesson; repB: Gene fir die Replikation in Bacteroidaceae-Vertretern; oriT: Origin of Transfer. [B]
Agarosegel nach Kontroll-PCR zum Nachweis der korrekten Konstruktion des Plasmids pG106_IdhnP_sacB. Die
Primer pG106 Screening fw/rev flankieren den Integrationsbereich von sacB und wurden fir dieses Screening
verwendet. Das erhaltene Amplifikat entsprach einer erwartungsgemafen GroRRe von 1975 bp. [C] Agarosegel
nach Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer pG106 Screening fw/rev zum Nachweis der Aufnahme von
pG106_I/dhnP_sacB durch P. vulgatus. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland).
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Abbildung 4: Wachstum von P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus pG106 sacB auf Saccharose und Fruktose. Die
Kultivierung erfolgte unter anaeroben Bedingungen bei 37°C in einem Plattenlesegerat (Infinite® 200 PRO, Tecan
Group, Schweiz) in Triplikaten. Der transparente Bereich um die Datenpunkte reprasentiert die
Standardabweichung. Das DMM Saccharose Medium wurde mit 1% [v/v] einer Vorkultur inokuliert. Als
Positivkontrolle wurde Fruktose als Kohlenstoffquelle verwendet.

Die Wachstumsexperimente konnten bestadtigen, dass eine heterologe Expression von sacB in P.
vulgatus zu einer letalen Sensibilitdt gegeniliber Saccharose fiihrt. Der Wildtyp-Stamm zeigte in
Abhangigkeit des verwendeten Substrats keinen nennenswerten Unterschied im Wachstumsverhalten

(Abb. 4 A). Der Plasmid-tragende Stamm hingegen konnte mit Saccharose als Substrat keine
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nachweisbare Biomasse bilden (Abb. 4 B). In einer Studie von Liick & Deppenmeier (2022) wurde
gezeigt, dass der Shuttle-Vektor pG106 eine hohe Copy-Number (~30 Kopien) aufweist. Daher musste
geprift werden, ob der letale Effekt von SacB durch die hohe Kopienzahl des sacB-Gens begriindet

war, und ob eine einzelne Kopie des sacB-Gens fir die Vermittlung eines letalen Effekts ausreichte.

3.1.3 Integration von sacB in das Genom von P. vulgatus liber das pMM656 Vektor-System

Im Rahmen der markerlosen Deletion existiert nach dem ersten homologen Rekombinationsereignis
nur eine Kopie des sacB-Gens im Genom von P. vulgatus. Im folgenden Experiment sollte gepriift
werden, ob diese einzelne Kopie fiir eine SacB-Aktivitat ausreicht, um eine Sensibilitat gegenliber der
Metabolisierung von Saccharose zu erzeugen. Fir diese Untersuchungen wurde das System von
Mimee et al. (2015) verwendet, das auf dem genomintegrativen Vektor pMM®656 basiert und erstmals
in B. thetaiotaomicron angewendet wurde. Durch die auf dem Plasmid codierende Integrase (IntN2;
NBU2 Integrase) kann eine sequenzspezifische Rekombination zwischen der attN2-Site auf dem
Plasmid und einer der beiden attN-Sites im Genom von P. vulgatus vermittelt werden, die sich am 3'-
Ende der beiden, fir tRNA" codierenden Gene, befinden (Wang et al., 2000). Fur die Vervielfaltigung
des Vektors codiert pMM®656 einen R6K-OriV welcher von einem geeigneten E. coli Stamm (z.B. E. coli
Apir) genutzt werden kann. Da das Plasmid keinen entsprechenden OriV fiir Bacteroidota-Spezies
codiert, handelt es sich bei pMM656 um einen geeigneten Ausgangspunkt fiir die spatere Klonierung

eines Suizidplasmids.

Flr die Evaluierung der Saccharose-Sensibilitat, vermittelt durch eine einzelne genomischen Kopie des
sacB-Gens in P. vulgatus, wurde dieses Gen in den genomintegrativen Vektor pMMG656 kloniert und in
den Organismus eingebracht. Die Klonierung erfolgte unter Verwendung des Assembly Master Mix.
Durch die Verwendung der Primer LDHNnP SacB_fwd/rev wurde das sacB-Gen in Kombination mit dem
Idh-Promotor aus dem bereits erstellten Konstrukt pG106_I/dhnP_SacB mit komplementaren Enden
zum pMMG656 Vektorriickgrat amplifiziert. Fir die Generierung des Vektorriickgrats wurden die Primer
pMM656_BB_fw/rev verwendet. Das fertige Konstrukt pMM656_I/dhnP_SacB wurde Gber
Elektroporation (Kapitel 2.4.12) in E. coli Apir eingebracht (Abb. 5). Der Erfolg der Klonierung wurde
mittels Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer pG106 Screening fw/rev Uberprift. Diese Primer
amplifizieren den Integrationsbereich von sacB auf dem Vektor pMMG656. Nach einer Agarose-
Gelelektrophorese wurde ein Fragment mit der erwarteten GréRe von 1975 bp nachgewiesen (Abb. 5
B). Die Integration von pMM®656_nPl/dh_sacB in das Genom von P. vulgatus wurde ebenfalls durch den

Einsatz der Primer pG106 Screening fw/rev bestatigt (Abb. 5 C)

51



3. Ergebnisse

3000 BB -4000 bp
50000y RS 5000 bp

-2000 bp
-1500 bp

-1000 bp
-500 bp

)

-1500 bp
-1000 bp

-500 bp

Abbildung 5: Konstruktion des Plasmids pMM656_IdhnP_sacB und Transformation in P. vulgatus. [A]
Plasmidkarte von pMMG656_IdhnP_sacB. ermG: Erythromycin-Resistenzkassette fur Erythromycin-
Resistenzkassette fiir Bacteroides/Phocaeicola-spezies; AmpR: Ampicillin-Resistenzkassette; oriT: Origin of
Transfer. [B] Agarosegel nach Kontroll-PCR zum Nachweis der korrekten Konstruktion des Plasmids
pMMG656_IdhnP_sacB. Die Primer pMM®656 Screening fw/rev flankieren den Integrationsbereich von sacB und
wurden fir dieses Screening verwendet. Das erhaltene Amplifikat entsprach einer erwartungsgemaRen GroRe
von 1966 bp. [C] Agarosegel nach Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer pMM®656 Screening fw/rev zum
Nachweis der Aufnahme von pMM®656_IdhnP_sacB durch P. vulgatus. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker
(NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Nach der Transformation von P. vulgatus mit dem Plasmid pMM656_IdhnP_sacB wurden erneut
Wachstumsexperimente durchgefiihrt. Fir dieses Experiment wurden verschiedene Konzentrationen
an Saccharose verwendet (20 mM bis 150 mM) um zu Uberprifen, ab welcher Konzentration ein letaler
Effekt eintrat (Abb. 6). Abbildung 6 A zeigt das Wachstumsverhalten vom P. vulgatus Wildtyp. Es
konnte bei einer Saccharose-Konzentration von bis zu 50 mM keine nennenswerte Einschrankung
bezliglich der Bildung von Biomasse beobachtet werden. Bei einer Konzentration an Saccharose von 2
70 mM nahm die maximal erreichbare optische Dichte sukzessive ab, wahrend die Verdopplungszeit
zunahm. Zwar zeigte der Wildtyp auch bei 150 mM Saccharose noch Wachstum, jedoch sank durch
den hohen osmotischen Druck die maximal erreichbare optische Dichte auf 0,43, und die
Verdopplungszeit erhéhte sich auf 5,75 h. Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 6 B das Wachstum von P.
vulgatus pMM656_IdhnP_sacB. Bereits geringe Saccharose-Konzentrationen von 20 mM fihrten zu
einer Einschrankung der Biomasse-Bildung. Der Organismus erreichte eine maximale ODggo von 0,47
mit einer Verdopplungszeit von 5,52 h. Ab einer eingesetzten Saccharose-Konzentration von 100 mM

konnte Uberhaupt kein Wachstum mehr festgestellt werden.
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Abbildung 6: Wachstum von P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus pMM656_IdhnP_sacB mit verschiedenen
Saccharose - Konzentrationen. Die Kultivierung erfolgte in einem Plattenlesegerat (Infinite® 200 PRO, Tecan
Group, Schweiz) bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen. Als Indikator fir die Wachstumsgeschwindigkeit ist die
Verdopplungszeit (ts) in Stunden angegeben. [A] Wachstumsverhalten von P. vulgatus Wildtyp mit
verschiedenen Saccharose-Konzentrationen. [B] Wachstumsverhalten von P. vulgatus pMM656_IdhnP_sacB mit
verschiedenen Saccharose-Konzentrationen.

Dieses Experiment bestéatigte, dass bereits eine einzelne genomische Kopie des sacB-Gens eine letale
Sensibilitat gegenliber Saccharose in P. vulgatus vermittelt. Jedoch setzte die Sensibilitat erst ab einer
Saccharose-Konzentration ab 100 mM ein. In der Studie von Liick und Deppenmeier (2022) wurde
gezeigt, dass die Kopienzahl des Shuttle-Vektor pG106 in P. vulgatus ~32 betragt. Aufgrund dieser
hohen Kopienzahl konnte in diesem Experiment auch ein hoheres Transkript-Level des sacB-Gens
erreicht werden, was zu einer hoheren Produktionsrate von SacB flihrte. Somit reichte eine
Saccharose-Konzentration von 20 mM bereits aus, um das Wachstum von P. vulgatus zu inhibieren. Im
Gegensatz dazu stand P. vulgatus bei Verwendung des pMM®656-Vektors nur eine einzige Kopie des
sacB-Gens zur Verfigung. Aufgrund des geringeren Transkript-Levels wurde erst bei einer
Konzentration von 100 mM eine vollstindige Unterdriickung des Wachstums erreicht. Es wurde
geschlussfolgert, dass die Vermittlung der Saccharose-Sensibilitdt in P. vulgatus in Abhangigkeit mit
der produzierten Menge an SacB stand. Da der Wildtyp von P. vulgatus auch auf 150 mM Saccharose
zuverldssiges Wachstum zeigte, wurde basierend auf diesen Ergebnissen fiir die Etablierung des

Gegenselektionsmechanismus eine Saccharose-Konzentration von 150 mM festgelegt.

3.1.4 Klonierung eines Knockout-Vektors zur gezielten Deletion von bvu_1663
Durch die Bestatigung der Zuverldssigkeit von SacB in P. vulgatus konnte im nachsten Schritt die
Klonierung eines Deletions-Vektors geplant werden. Als Basis fiir einen solchen Vektor diente das

genomintegrative Plasmid pMM656, da der Transfer dieses Vektors in P. vulgatus zuverldssig
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funktioniert. Als initiales Deletionsziel diente das Gen bvu_1663, welches fiir eine putative B-
Fructosidase codiert. Durch die Deletion dieses Gens bestand die Moéglichkeit, dass P. vulgatus die
Fahigkeit zum Wachstum auf Levan- und Inulin basierten Fructooligosacchariden (FOS) verlieren
koénnte. Da der Phanotyp einer solchen Deletionsmutante leicht Gberpriift werden kann und es sich bei
der Deletion dieses Gens um einen minimal-invasiven Eingriff in den Stoffwechsel handelt, wurde es

als Deletions-Ziel ausgewahlt.

Fir die Modifizierung des Vektors pMM®656 als Deletions-Vektor wurden Sequenzen, welche fir die
Integration in das Genom von P. vulgatus eine Rolle spielen, gegen die stromaufwarts (Up-Region) und
stromabwarts (Down-Region) gelegene Sequenz des Deletionsziels ausgetauscht. Konkret bedeutete
dies den Ersatz der NBU2-Integrase sowie der attn-Site durch 1000 bp der Up- und Down-Region von
bvu_1663. Die Amplifizierung der entsprechenden Sequenzen erfolge durch Verwendung der Primer
656 1663 Upstream fw/rev (Upstream-Sequenz) sowie 656 1663 Downstream fw/rev (Downstream-
Sequenz) Das Plasmidrickgrat wurde mittels der Primer pMMG656 SacB BB fwd/rev generiert (Kap.
2.2.2). AnschlieRend erfolgte die Assemblierung der drei Fragmente durch Einsatz eines Assembly
Master Mixes. Das daraus resultierende Plasmid wurde fortlaufend als pMM®656 A1663 bezeichnet und

die korrekte Klonierung wurde mittels Kolonie-PCR und Sequenzierung bestatigt (Abb. 7).
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Abbildung 7: Konstruktion des Plasmids pMM656 A1663. [A] Plasmidkarte von pMM656 A1663. Die
Doppelpfeile zeigen den amplifizierten Bereich fiir das gezeigte Agarose-Gelbild. [B] Agarosegel nach Kontroll-
PCR zum Nachweis der korrekten Konstruktion des Plasmids pMM656 A1663. Lane 1 zeigt das Amplifikat erzeugt
durch die Primer pMM656 Screening fw/rev. Diese flankieren den Integrationsbereich von sacB und das
erhaltene Amplifikat entsprach einer erwartungsgeméaRen GroRe von 1966 bp. Lane 2 zeigt das Amplifikat fir
den Nachweis der Up- und Down-Region des Gens bvu_1663. Dazu wurden die Primer pMM656_updo_fw/rev
verwendet und das erhaltene Amplifikat entsprach mit einer Grof3e von 2022 bp der Erwartung. M: 1 kb DNA-
Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).
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Flr die Lagerung und Vervielfaltigung des Plasmids wurde das Konstrukt tiber Elektroporation in E. coli
82155 eingebracht. Dieser E. coli Stamm eignet sich besonders fiir den Transfer rekombinanter DNA
Uber bi-parentale Konjugation. Es handelt sich um einen Diaminopimelinsdure (DAP)-auxotrophen
Stamm und ist daher Uber den Verzicht von DAP im Medium zusammen mit einem Antibiotikum nicht
mehr in der Lage, bei der Selektion nach einer Konjugation mit P. vulgatus zu wachsen. Unter
Verwendung der Primer pMM656 Screening fw/rev konnte nach einer Agarose-Gelelektrophorese die
Klonierung von sacB Uber ein Fragment der erwarteten GroRe von 1966 bp nachgewiesen werden.
Analog dazu fiihrte die Verwendung der Primer pMMG656_updo_fw/rev zu einem Fragment der GroRe
von 2022 bp, welches den korrekten Einbau der Up- und Down-Sequenz von bvu_1663 bestatigte (Abb.
7 B).

3.1.5 Durchfiihrung der ersten homologen Rekombination

Der Transfer des Deletionsplasmids pMM656 A1663 in P. vulgatus erfolgte durch eine biparentale
Konjugation mit E. coli B2155 als Donorstamm. Die Selektion nach der ersten homologen
Rekombination wurde auf BHI-Agarplatten mit 100 pg/ml Erythromycin und 200 pg/ml Gentamycin
durchgefiihrt. Erythromycin diente zur Selektion von P. vulgatus Konjuganten, welche das
Deletionsplasmid (iber ein erstes homologes Rekombinationsereignis im Genom integrieren konnten.
Da P. vulgatus eine natlrliche Resistenz gegen das Antibiotikum Gentamycin besitzt wurde dieses
zusatzlich als Selektionsfaktor gegen den Donorstamm E. coli 2155 verwendet. In Kombination mit
dem Verzicht auf DAP im Regenerationsmedium bestand keine Moglichkeit zur Kontamination der
Konjuganten durch Uberlebende Zellen des Donorstamms. Durch eine Kolonie-PCR wurden Kolonien
auf die Anwesenheit des Gegenselektionsmarkers sacB liberpriift, da dieses nicht natlrlicherweise im
Genom von P. vulgatus codiert ist (Abb. 8 A). In allen Kolonien von P. vulgatus, welche sich im Anschluss
an die biparentale Konjugation auf dem Selektionsmedium bilden konnten, wurde das sacB-Gen
mittels Kolonie-PCR nachgewiesen. Unter Verwendung der Primer pMM656 SacB seq fw/rev wurde
die Anwesenheit von sacB mit einer GroRe von 1966 bp in Transkonjuganten, aber nicht im Wildtyp
bestatigt (Abb. 8, Lane 3). Fir den Nachweis des bvu_1663-Gens wurden die Primer
inside_BVU_1663_fw/rev verwendet. Sowohlim Wildtyp als auch in Transkonjuganten konnte das Gen
Uber ein Fragment der erwartungsgemafen GroéRe von 1851 bp detektiert werden (Abb. 8 A, B, Lane

2).
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Abbildung 8: Genotyp vom P. vulgatus Wildtyp und nach der ersten homologen Rekombination. Agarosegel
zum Nachweis des 16S rRNA spezifischen Bereichs von P. vuglatus (Lane 1), dem Nachweis von bvu_1663 (Lane
2) und dem Nachweis von sacB (Lane 3). [A] Genotyp vom P. vulgatus Wildtyp. [B] Genotyp von P. vulgatus nach
der ersten homologen Rekombination.

3.1.6 Durchfiihrung der zweiten homologen Rekombination

Nach der Integration des Plasmids pMM656 A1663 in das Genom von P. vulgatus Uber homologe
Rekombination wurde anschlieBend der zweite Rekombinationsschritt initialisiert. Dieser erfolgte
durch die Kultivierung in BHI-Fliissigmedium ohne Antibiotikum fiir 4-6 h. Durch einen mangelnden
Selektionsdruck sollte ein weiteres Rekombinationsereignis ermdoglicht werden, welches zwischen der
Up- oder Down-Region des Plasmids pMM656 A1663 und den korrespondierenden homologen
Sequenzen im Genom stattfinden kann Je nachdem, ob die zweite Rekombination lber die Up- bzw.
Down-Region erfolgte, entstand durch die Entfernung des Plasmids aus dem Genom entweder der
Wildtyp-Genotyp oder eine Deletions-Mutante. Fir die eindeutige Identifizierung von Klonen, welche
das homologe Rekombinationsereignis durchlaufen haben, wurde eine Gegenselektion durchgefiihrt.
Die potenziellen Mutanten wurden gleichzeitig auf PY-Agar + 150 mM Saccharose, sowie auf PY-Agar
+ 150 mM Saccharose + 100 pg/ml Erythromycin kultiviert. Klone, welche auf PY + Saccharose wuchsen,
aber kein Wachstum auf PY + Saccharose + Erythromycin zeigten, wurden auf ihren Genotyp hin
Uberprift (Abb. 9 A, B). Nach der zweiten homologen Rekombination konnte die Abwesenheit von
sacB sowie die Deletion von bvu_1663 nachgewiesen werden (Abb. 9 B). Die Amplifizierung des
Deletionsbereiches im Wildtyp flankierte die Up- und Down-Region sowie das dazwischenliegende Gen
bvu_1663, und zeigte eine korrekte GroRe von 4901 bp (Abb. 9 A, Lane 3). Dieselbe Amplifizierung
flihrte nach der zweiten homologen Rekombination zu einer Reduzierung der AmplifikatgrofRe auf
2924 bp (Abb. 9 B, Lane 3). Die fehlenden 1977 bp entsprachen exakt der GroRRe des deletierten Gens

bvu_1663. Um die Deletion einwandfrei zu bestdtigen wurden diese beiden Amplifikate, je vom
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Wildtyp und der Mutante, sequenziert (Abb. 9 C). Die Sequenzierungsdaten bestatigten die Entfernung
des Gens bvu_1663 aus dem Genom von P. vulgatus auf die Base genau. Somit konnte eine Deletion
des Ziel-Gens sowie die Zuverladssigkeit und Validitat dieser markerlosen Deletionsmethode

nachgewiesen werden.

A

M 1 2 3

3 1 1 3 3 3
> > > < > <
/I
P. Vulgatus Wildtyp P. Vulgatus A1663
C UP-Region Down-Region
Sequenzierung AGTAACATTTATACATAAGA 508
Prognose AGTAACATTTATACATAAGA 1560

% e % % de de ok ek de gk ke ke ke ek ke ok ke ok

Abbildung 9: Kolonie-PCR und Sequenzierung zum Nachweis der Deletion von bvu_1663 in P. vulgatus.
Agarosegel zum Nachweis von bvu_1663 (Lane 1), sacB (Lane 2) und des Deletionsbereich (Lane 3) in [A] P.
vulgatus Wildtyp und [B] nach der zweiten homologen Rekombination. Das Amplifikat des Deletionsbereiches
betrug im Wildtyp 4901 bp und reduzierte sich nach der zweiten homologen Rekombination um 1977 bp auf
2924 bp. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). [D] Sequenzierung des
Deletionsbereiches zur Bestatigung der markerlosen Deletion des Gens bvu_1663 in der chromosomalen DNA
von P. vulgatus A1663.

3.1.7 Phdnotyp-Analyse und Komplementierung von P. vulgatus 01663

Nachdem der Genotyp der Deletionsmutante P. vulgatus A1663 bestatigt wurde, sollte im Folgenden
der potenzielle Phanotyp charakterisiert werden. Da es sich bei bvu_1663 um eine annotierte B-
Fructosidase handelte wurde angenommen, dass die Deletionsmutante Levan- und Inulin-basierte FOS
nicht mehr abbauen kann. Fir die Analyse des postulierten Phanotyps wurden
Wachstumsexperimente mit Levan- und Inulin-FOS durchgefiihrt. Bei Inulin sowie Levan handelt es

sich um ein Polymer aus Fruktose-Resten, welche einen Polymerisierungsgrad von 600 bis mehreren
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1000 Einheiten besitzen kdnnen. Inulin unterscheidet sich mit B-2,1 glykosidischen Bindungen
zwischen den Fruktose-Monomeren von den f-2,6 Verknipfungen in Levan. Die
Wachstumsexperimente wurden in DMM-Medium mit 0,5 % Levan, Inulin sowie Levan-FOS und Inulin-
FOS als Substrat durchgefiihrt. Die eingesetzten 0,5 % entsprachen einer Konzentration von 27 mM an

Fruktose-Aquivalenten (Abb. 10).

1{Levan 1 {Levan-Fos 1{Inulin 1 {Inulin-FOS
0,8 1 0,8 1 0,8 { 0,8
g 06] 0,61 0,61 0,61
(=]
O 04] 0,41 0,41 0,41
0,2 0,2 | 0,2 0,2
o o= 0] o
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
wT Zeit [h]
m ABVU1663

Abbildung 10: Wachstum P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus A1663 auf Levan, Inulin sowie deren
korrespondierenden FOS. Die Kultivierung wurde bei 37 °C fiir 24 h in DMM-Medium mit 0,5 % Levan, Levan-
FOS, Inulin und Inulin-FOS durchgefiihrt. Die Messung der optischen Dichte erfolgte in einem Plattenlesegerat
(Tecan Infinite M200 plate reader (Tecan Group AG, Mannedorf, Switzerland)) unter anaeroben Bedingungen.

Der Vergleich des Wachstumsverhalten zwischen P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus A1663 bestatigte
den erwarteten Phanotypen. Durch die Aktivitdt von BVU_1663 zeigte der P. vulgatus Wildtyp sowohl
auf Levan-FOS sowie Inulin-FOS solides Wachstum. Bei Wachstum auf polymerem Levan und Inulin
hingegen erreichte der Wildtyp nur eine sehr geringe optische Dichte. Wahrend die Hydrolyse von
niedermolekularen FOS fiir das Wachstum ausreichte, arbeitete das Enzym vermutlich eher ineffizient
mit langkettigen Polymeren, wodurch das Wachstum beeintrachtigt wurde. Darliber hinaus handelte
es sich bei den hier verwendeten Levan und Inulin nicht um ein hoch-reines Polymer, sondern um zum
kleinen Teil durch FOS kontaminierte Praparate. Diese Verunreinigungen konnten durch P. vulgatus
verwertet werden. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte die Deletionsmutante keine Biomassebildung,

unabhangig vom eingesetzten Substrat.

Als Gegenkontrolle wurde das Gen bvu_1663 auf den Shuttle-Vektor pG106 kloniert und in die
Deletionsmutante P. vulgatus A1663 eingebracht um zu Uberprifen, ob durch die homologe
Expression von bvu_1663 in der Deletionsmutante der Wildtyp-Phanotyp wiederhergestellt werden
konnte. Die Klonierung erfolgte mittels DNA Assembly Master Mix. Durch die Verwendung der Primer
pG106_1663 fwd/rev wurde das bvu 1663-Gen aus genomischer DNA von P. vulgatus
komplementaren Enden zum Vektorriickgrat amplifiziert, und {iber den Einsatz der Primer
pG106_BB_fw/rev wurde das Vektorriickgrat synthetisiert. Das fertige Konstrukt pG106_1663 wurde
Uber Hitzeschock-Transformation in E. coli NEB® 10B transferiert und vervielfiltigt (Abb. 11 B). Das

aufgereinigte Plasmid wurde zur Erstellung des Komplementationsstamms P. vulgatus A1663::1663
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Uber Elektroporation in die Deletionsmutante P. vulgatus A1663 eingebracht. (Abb. 11 C). Der
Nachweis fiir die korrekte Klonierung sowie der Transformation des Konstrukts in P. vulgatus erfolgte
Uber die Amplifikation des bvu_1663-Gens unter Verwendung der Primer pG106 Screening fw/rev,

welche zu der Bildung eines Amplifikats der erwarteten GréRe von 2100 bp fihrte.

B

K M

]
pG106 1663 E -4000 bp -4000 bp
11,510 bp (N -3000 bp -3000 bp
e 8 -2000 bp -2000 bp
el -1500 bp -1500 bp
S -1000 bp -1000 bp

-500 bp -500 bp

Abbildung 11: Konstruktion des Plasmids pG106 1663 und Wachstumsexperimente von P. vulgatus Wildtyp,
A1663 und A1663::1663. [A] Plasmidkarte von pG106 1663. [B] Agarosegel nach Kontroll-PCR zum Nachweis der
korrekten Klonierung des Plasmids pG106 1663. Die verwendeten Primer pG106 Screening fw/rev flankieren den
Integrationsbereich von bvu_1663 und wurden fir dieses Screening verwendet. Die PCR fihrte zu der Bildung
eines Fragments der erwartungsgemafen GrofRe von 2100 bp. [C] Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis
der Aufnahme von pG106_1663 durch P. vulgatus. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland).

Erwartungsgemal konnte in der Komplementierungsmutante P. vulgatus A1663::1663 die Fahigkeit,
Levan- und Inulin-FOS zu metabolisieren, wiederhergestellt werden (Abb. 12). Quantitativ betrachtet
zeigte der komplementierte Stamm jedoch langsameres Wachstum im Vergleich zum Wildtyp.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass BVU_1663 in P. vulgatus alleine fir die Verwertung
von FOS verantwortlich ist, wie durch die Deletion von bvu_1663 und das damit verbundene
eingeschrankte Wachstum der Mutante gezeigt werden konnte. Aullerdem wurde beobachtet, dass P.
vulgatus polymeres Levan und Inulin nicht verstoffwechseln kann. Fiir die Analyse dieser Phanomene

wurde in Folgeexperimenten das Enzym BVU_1663 naher untersucht.
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Abbildung 12: Wachstum P. vulgatus Wildtyp und Komplementierungsstamm P. vulgatus A1663::1663 auf
Levan, Inulin sowie deren korrespondierenden FOS. Die Kultivierung wurde bei 37 °C fiir 24 h in DMM-Medium
mit 0,5 % Levan, Levan-FOS, Inulin und Inulin-FOS durchgefiihrt. Die Messung der optischen Dichte erfolgte in
einem Plattenlesegerat unter anaeroben Bedingungen.

3.1.8 Deletion von bvu_1663 mit dem upp-Gegenselektionssystem

Die hier etablierte Methode zur markerlosen Gen-Deletion in P. vulgatus unter Verwendung von SacB
als Gegenselektionsmarker wurde im Rahmen der Dissertation von Rebecca Liick (Lick, 2023)
angewendet, um fiir die Entwicklung einer weiteren Gegenselektions-Methode einen mutierten P.
vulgatus Stamm zu erstellen. Neben dem SacB-Gegenselektionsmarker wird haufig auch das
sogenannte upp-Selektionssystem angewendet. Das allgemeine Prinzip des upp-Systems besteht in der
enzymatischen Umwandlung von Fluor-haltigen Purin- oder Pyrimidin-Analoga (z.B. 5-Fluorouracil (5-
FU)) durch Phosphoribosyltransferasen, die fiir die Zelle toxisch sind, da die Verstoffwechselung dieser
Antimetabolite letztendlich zur Hemmung der lebensnotwendigen Thymidilat-Synthase fiihrt. Dieses
Enzym ist verantwortlich fir die Bildung von Desoxythmidinmonophosphat (dTMP), und damit
unverzichtbar fiir die DNA-Synthese. Organismen, welche keine Enzyme fir die Metabolisierung von
Fluor-haltigen Purin- oder Pyrimidin-Analoga besitzen, sind gegeniiber diesen resistent (Kostner et al.,
2013). P. vulgatus besitzt zwei Gene, welche 5-FU in den Pyrimidin-Stoffwechsel einschleusen kénnen:
Eine Uridin-Phosphorylase (bvu_3649) und eine Uridin Kinase (bvu_0984). Die Arbeit von Rebecca Liick
(2023) beschiftigte sich mit der Deletion der beiden Gene bvu_3649 und bvu_0984. Aus dieser Arbeit
resultierte die Doppeldeletionsmutante P. vulgatus A3649 A0984, welche resistent gegen 5-FU ist. Fir
die Deletion von weiteren Genen in dieser Doppelmutante konnten, analog zu der Methode mit SacB,
die beiden Gene bvu_3649 und bvu_0984 als Gegenselektionsmarker verwendet werden, da diese eine
5-FU Sensibilitdt vermitteln. Wenn diese beiden Gene im Rahmen einer Rekombination im Genom der
Doppelmutante integriert werden, so wird die toxische Wirkung von 5-FU auf P. vulgatus
wiederhergestellt. Um das Potenzial der 5-FU- und Saccharose-Gegenselektion zu vergleichen wurde
das Gen bvu_1663 erneut unter Verwendung des upp-Systems deletiert. Zu diesem Zweck wurde
zunachst der Deletionsvektor pMMG656 A1663 durch Klonierung angepasst, indem das sacB-Gen durch
die beiden Gene bvu_ 3649 und bvu_0984 ersetzt wurde. Fiir die Konstruktion des Deletionsvektor

wurden die Gene bvu_3649 und bvu_0984 aus der genomischen DNA von P. vulgatus amplifiziert.
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Damit beide Gene auf dem Deletionsvektor unter der Kontrolle des /dh-Promotors stehen konnten,
wurde die Klonierung in zwei Schritten durchgefiihrt. Initial wurde sacB auf dem Konstrukt pMM656
A1663 durch bvu_0984 ausgetauscht. In einem zweiten Schritt wurde bvu_0984, gemeinsam mit dem
Idh-Promotor, aus dem resultierenden Konstrukt amplifiziert, und erneut zusammen mit dem Gen
bvu_3649 in den Vektor eingebracht (Abb. 13 A, B). Fiir die Lagerung und Vervielfaltigung des Plasmids
wurde das fertige Konstrukt pMM656 A1663 upp Uber Elektroporation in E. coli 82155 eingebracht

(Abb. 13 C).
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Abbildung 13: Konstruktion des Deletionsplasmids pMM656 A1663 upp und Wachstum von P. vulgatus
Wildtyp und A0984 A3649 A1663 auf Levan- und Inulin-FOS. [A] Plasmidkarte von pMM656 A1663 upp. Die
Doppelpfeile zeigen den amplifizierten Bereich fiir das gezeigte Agarose-Gelbild [B]. [B] Agarosegel nach Kontroll-
PCR zum Nachweis der korrekten Konstruktion des Plasmids pMM656 A1663. Lane 1 zeigt das Amplifikat erzeugt
durch die Primer pMM®656 3649 Screening fw/rev. Diese flankieren den Integrationsbereich von bvu_3649 und
das erhaltene Amplifikat entsprach einer erwartungsgemafen GroRe von 1236 bp. Lane 2 zeigt das Amplifikat
fir den Nachweis des Gens bvu_0984. Dazu wurden die Primer pMM656 0984 Screening fw/rev verwendet, und
das erhaltene Amplifikat entsprach mit einer Gréf3e von 1004 bp der Erwartung. [C] Agarosegel nach Kolonie-
PCR zum Nachweis der Aufnahme von pMM656 A1663 upp durch P. vulgatus. Die verwendeten Primer
pMMG656_3649_0984_screening_fw/rev flankieren die Integrationsstelle beider Gene, sodass ein Amplifikat der
erwartungsgemafien GroRRe von 2340 bp detektiert werde konnte. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB,
Frankfurt am Main, Deutschland).

Nach Einbringung des Konstrukts pMM656 A1663 upp in E. coli 82155 wurde fiir die Uberpriifung der
korrekten Klonierung das Primer-Paar pMM656_3649_0984_screening_fw/rev verwendet, um die
Integration der beiden Gene bvu_3649 und bvu_0984 zu bestatigen. Das erhaltene Fragment nach der
Screening PCR entsprach einer erwartungsgemafien GroRe von 2340 bp. Das Agarose-Gelbild zeigte
neben dem Fragment der berechneten GréRBe noch weitere, schwachere Banden. Durch eine
anschlieRende Sequenzierung konnte jedoch einwandfrei die korrekte Klonierung des Plasmids
bestatigt werden. Uber Konjugation wurde das pMM656 A1663 upp Deletionsplasmid aus E. coli 82155

in die Doppeldeletionsmutante P. vulgatus A3649 A0984 eingebracht. Nach den homologen
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Rekombinationsereignissen und der Gegenselektion mit 5-FU konnte die Deletion von bvu_1663 lber

Kolonie-PCR bestéatigt werden (Abb. 14).

1 2 3 12 3 M 1 2 3 1 2 3 M
03649 00984
-3000 bp
-2000 bp
-1500 bp
-1000 bp
-500 bp

Abbildung 14: Deletion von bvu_1663 mittels des upp-Systems. Agarosegel zum Nachweis von bvu_0984 (Lane
1), bvu_3649 (Lane 2) und bvu_1663 (Lane 3). Der Nachweis erfolgte in P. vulgatus Wildtyp (WT), und der
Doppelmutante P. vulgatus A0984 A3649 nach der ersten homologen Rekombination (1. HR) und nach der 2.
Homologen Rekombination (2. HR). Als Kontrolle wurde die unbehandelte Doppelmutante vulgatus A0984 A3649
verwendet. Fir den Nachweis von bvu_0984 und bvu_3649 wurden die Primer gPCR_0984 fw/rev (250 bp) und
gPCR_3649 fw/rev (268 bp) eingesetzt. Der Nachweis von bvu_1663 erfolgte tiber die Verwendung der Primer
inside_BVU_1663_fw/rev, und fiihrte zu einem Amplifikat der GréRe 1851 bp. M: 1 kb DNA-Marker (NEB,
Frankfurt am Main, Deutschland).

Die drei Gene bvu_0984, bvu_3649 und bvu_1663 konnten alle in P. vulgatus Wildtyp (WT)
nachgewiesen werden. Aufgrund der Deletion von bvu_0984 und bvu_ 3649 konnte in der Doppel
Doppelmutante P. vulgatus A3649 A0984 nur bvu_1663 nachgewiesen werden. Nach der ersten
homologen Rekombination (1. HR) von P. vulgatus A3649 A0984 mit dem Deletionsvektor pMM656
A1663 upp, welcher die beiden Gene bvu_0984 und bvu_3649 als Gegenselektionsmarker codierte,
konnten alle drei Gene nachgewiesen werden. Anschliefend wurde der Deletionsvektor zusammen
mit bvu_1663 in der zweiten homologen Rekombination (2. HR) wieder aus dem Genom entfernt, was
zur Entstehung der dreifachen Deletionsmutante A3649 A0984 A1663 fiihrte. Die Deletionsmutante

wurde dementsprechend lber die Abwesenheit der drei Gene im Genom von P. vulgatus bestatigt.

Fiir Uberpriifung des Phinotyps wurden analog zu Kapitel (3.2.7) erneut Wachstumsexperimente auf
DMM- Medium mit 0,5% Levan-FOS (Abb. 15 A) und 0,5% Inulin-FOS (Abb. 15 B) durchgefiihrt, wobei
die Deletionsmutante mit dem Wildtyp verglichen wurde. Da die Deletionsmutante keine
nachweisbare Biomasse auf den FOS-Substraten bildete konnte erneut gezeigt werden, dass die

Deletion von bvu_1663 zu einem Verlust der Fahigkeit fir die Verwertung von FOS fiihrt.
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Abbildung 15: Untersuchung des Phanotyps von P. vulgatus 00984 A3649 A1663. Wachstum von P. vulgatus
Wildtyp und Dreifach-Deletions-Mutante P. vulgatus A0984 A3649 A1663 in DMM-Medium mit 0,5 % Levan-FOS
[A] und Inulin-FOS [B] bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C.

Im Rahmen der Entwicklung eines markerlosen Deletionssystems flir P. vulgatus wurde die
Levansucrase SacB als potenter Gegenselektionsmarker fiir die Deletion des Gens bvu 1663
eingesetzt. Durch die zusatzliche Deletion von bvu_0984 und bvu_3649 wurde es moglich, eine weitere
Gegenselektion mit 5-FU zu etablieren. Die Zuverlassigkeit dieses Gegenselektionsmarkers wurde

bestatigt, indem das Gen bvu_1663 erneut deletiert wurde.

3.1.9 Charakterisierung von BVU 1663

Die in Kapitel 3.1.1 durchgefiihrten Wachstumsexperimente mit dem P. vulgatus Wildtyp haben
gezeigt, dass dieser Organismus nicht in der Lage ist, polymeres Levan oder Inulin abzubauen (Abb. 2
B). Um Klarheit (iber die Aktivitat des Enzyms BVU_1663, die Art und Weise des Abbaus von Fruktan-
Polymeren/Oligomeren und das Substratspektrum zu erlangen, bedurfte es einer genaueren
Charakterisierung der B-Fructosidase BVU_1663. Aullerdem sollte untersucht werden, in welcher

Zellstruktur das Enzym lokalisiert ist.

3.1.9.1 Heterologe Uberproduktion und Aufreinigung von BVU 1663

Flr eine nahere Charakterisierung des Enzyms BVU_1663 wurde das respektive Gen bvu_1663 in den
Uberexpressionsvektor pASK IBA 3 (IBA Lifesciences, Gottingen, Deutschland) kloniert. Das Gen
bvu_1663 wurde mit den Primern pASK3_1663_fw/rev aus dem Genom von P. vulgatus amplifiziert.
Uber die Primersequenzen wurde dem Amplifikat eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Bsal
stromaufwarts und stromabwarts der codierenden Region zugefligt. Durch Aufreinigung der
Amplifikate und des pASK3 Vektors sowie nachfolgender Verdauung mit dem Restriktionsenzym Bsal

wurde durch Ligation das Konstrukt pASK3_BVU_1663 erzeugt (Abb. 16 A).
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Abbildung 16: Konstruktion des Vektors pASK3_BVU_1663 und SDS-Page Analyse von BVU_1663. [A]
Plasmidkarte des Konstrukts pASK3_BVU_1663 fiir die heterologe Uberproduktion in E. coli DH5a. [B] Kolonie-
PCR zum Nachweis des Konstrukts pASK3_BVU_1663 in E. coli DH5a. Die Amplifizierung fiihrte zu einem
Fragment mit der erwarteten GrofRe von 2165 bp. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland). [C] Silberfarbung des aufgereinigten Protein BVU_1663. Die SDS-PAGE Analyse ergab eine
einzige Bande mit der erwarteten GrofRe von 76 kDa. M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland).

Das ligierte Konstrukt wurde Uber Hitzeschock-Transformation in E. coli DH5a eingebracht und die
korrekte Klonierung konnte mittels einer Kolonie-PCR bestéatigt werden. Die Verwendung der Primer
pASK_for und pASK rev (Kap. 2.2.2) flhrte zur Erzeugung eines Fragments mit einer

erwartungsgemalen GroRe von 2165 bp (Abb. 16 B).

Durch die Fusion eines C-terminalen Strep-Tags, welches auf dem pASK3 Vektor stromaufwarts vor
dem inserierten Gen bvu_ 1663 codiert, wurde das heterolog produzierte Protein (iber eine
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Anhand der Proteinquantifizierung nach Bradford (Bradford,
1976) ergab sich eine Poteinausbeute von 43 mg/| Kultur in den Elutionsfraktionen. Um die Produktion
sowie die Reinheit des Enzyms zu bestéatigen, wurde das aufgereinigte Protein mittels SDS-Page und
Silberfarbung analysiert (Abb. 16 C). Es konnte eine einzelne Bande mit einer GréRe von etwa 76 kDa
detektiert werden, was der berechneten GréRe der B-Fructosidase in Kombination mit dem Strep-Tag
entsprach. Zusatzlich wurde durch die Silberfarbung die Reinheit des Proteins bestdtig, da keine

Verunreinigungen erkennbar waren.

3.1.9.2 Abbau von Levan- und Inulin-FOS durch BVU_1663

P. vulgatus zeigte in Wachstumsexperimenten auf polymerem Levan und Inulin nur eine sehr geringe
Biomassebildung, wahrend dem Organismus auf den korrespondierenden FOS Wachstum ohne
auffallige Einschrankungen moglich war. Daher wurde zunachst die Hydrolyse von Levan und Inulin

durch das Enzym BVU_1663 analysiert. Durch den Abbau von Fruktan-Oligomeren und Polymeren mit
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aufgereinigtem Enzym werden Fruktose-Monomere freigesetzt, welche {ber HPLC-Analysen
quantifiziert werden kénnen. Uber die Rate der Freisetzung von Fruktose konnte die Aktivitit von

BVU_1663 abgeleitet werden.

Um die Charakteristika des Abbaus von Levan- und Inulin-FOS durch BVU_1663 zu untersuchen,
wurden Enzym-Assays mit aufgereinigtem Enzym und FOS als Substrat durchgefiihrt. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde dem Assay eine Probe entnommen und mittels HPLC analysiert und quantifiziert

(Abb. 17).
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Abbildung 17: Hydrolyse von Inulin- und Levan-FOS durch die B-Fructosidase BVU_1663. Der Reaktionsansatz-
enthielt Kaliumphosphat-Puffer (40 mM, pH 7,6), 50 mM der respektiven FOS (Konzentration angegeben in
Fruktose-Aquivalenten) und 5 ug des Proteins BVU_1663. Die Inkubationstemperatur betrug 37 °C. Zur besseren
Ubersicht ist die Fruktose-Freisetzung als separater Graph angegeben. [A] Abbau von Inulin-FOS. [B] Abbau von
Levan-FOS. DP: Grad der Polymerisation.

Die Levan- und Inulin-FOS Praparationen setzten sich aus unterschiedlichen Konzentrationen an FOS
mit einem Polymerisierungsgrad von DP2-7 (DP, Degree of Polymerization) zusammen. Abbildung 17
zeigt die Freisetzung von Fruktose durch den Abbau von Inulin-FOS (A) und durch den Abbau von
Levan-FOS (B). Es konnte gezeigt werden, dass BVU_1663 in der Lage ist, FOS-Molekiile mit einem DP
von bis zu 7 zu hydrolysieren. Eine Besonderheit zeichnete sich bei dem Abbau von Inulin-DP2 ab:
Wahrend Molekiile mit einem DP von 3-7 sukzessive abgebaut wurden, stieg die Konzentration von
DP2-Molekiilen kurzfristig von anfanglichen 2,5 mM auf 7 mM an. Diese Besonderheit wurde bei der

Hydrolyse von Levan-FOS noch einmal deutlicher. Im Laufe des Abbaus der FOS stiegen hier ebenfalls
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die Konzentrationen von Molekiilen mit einem DP von 4 und 5 zunéchst an, bevor die Konzentration
sank. Daraus geht hervor, dass es sich bei BVU_1663 um eine Exo-Fructosidase handeln muss, welche
FOS durch die Hydrolyse von endstandigen Fruktose-Monomeren abbaut. Aus diesem Grund stiegen
vereinzelt die Konzentration von Molekiilen bestimmter Polymerisierungsgrade, da durch die
Hydrolyse der endstandigen Fructosyl-Reste Molekiile des nachstkleineren Polymerisierungsgrad
entstanden. Weiterhin konnte durch die konstante Freisetzung von Fruktose eine Endo-Fructosidase-

Aktivitat ausgeschlossen werden.

Um zu Uberpriifen, ob die Stéchiometrie beziiglich der Konzentrationen der Fruktose-Aquivalente mit
der Hydrolyse von Levan-FOS und Inulin-FOS tbereinstimmte, wurden im Laufe der Hydrolyse von
Inulin-FOS und Levan-FOS nach 0, 1, 2, 3 und 23 Stunden die Fragmente, aufgetrennt nach
Polymerisierungsgrad, quantifiziert. Die Konzentration aller Molekiile wurde in Fruktose-Aquivalente
(mM) umgerechnet, um die Summe an Fruktose-Aquivalenten im Reaktions-Ansatz zu bestimmen
(Tab. 27).

Tabelle 27: Stochiometrie der freigesetzten Fruktose-Molekile wéhrend der Hydrolyse von Inulin-FOS und

Levan-FOS durch BVU_1663. Die Konzentration der Molekiile ist angegeben in mM Fruktose-Aquivalenten nach
0, 1, 2, 3 und 23 Stunden Reaktionszeit.

Inulin-FOS

Zeit [h] 0 1 2 3 23
Fructose 2,6 34,16 43,32 45,23 48,3
DP2 2,56 3,38 1,65 2,21 2,66
DP3 12,51 3,65 2,09 0,88 0
DP4 14,48 1,71 0,49 0,19 0
DP5 9,13 3,97 1,44 0,55 0
DP6 6,9 3,69 1,29 0,3 0
DP7 1,79 1,05 0,25 0,11 0
Summe in Fructose-Aquivalenten 49,97 51,61 50,52 49,48 50,95
Levan-FOS

Zeit [h] 0 1 2 3 23
Fructose 1,09 34,25 43,85 46,94 49,1
DP2 10,22 1,58 0,58 0,32 0
DP3 7,67 4,25 2,2 0,73 0
DP4 7,44 5,07 1,69 0,29 0
DP5 7 2,83 0,26 0 0
DP6 15,32 0,7 0 0 0
DP7 1,73 0,31 0 0 0
Summe in Fructose-Aquivalenten 50,48 49 48,58 48,27 49,1

Die Ausgangskonzentration von Inulin-FOS und Levan-FOS im Reaktionsansatz betrug 50 mM Fruktose-
Aquivalente. Durch die Beobachtung der Stéchiometrie konnte gezeigt werden, dass zu jedem

Zeitpunkt des Reaktions-Ansatzes knapp 50 mM der Fruktose-Aquivalente nachzuweisen waren.
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Um zu untersuchen, ob und wie BVU_1663 zur Hydrolyse von Levan oder Inulin befdhigt ist wurden
Enzym-Assays mit 50 mM polymerem Levan und Inulin durchgefiihrt (Abb. 18 A, B). Dabei konnte
beobachtet werden, dass eine Freisetzung von Fruktose stattfindet. Wahrend BVU_1663 nach 23 h
Inulin fast vollstandig hydrolysierte, stoppte die Reaktion mit Levan bereits nach 8 h und einer
freigesetzten Fruktose-Konzentration von 16 mM. Durch die Freisetzung von Fruktose in Abhangigkeit
der Zeit konnte nun eine Aktivitat fir BVU_1663 fiir die einzelnen Substrate errechnet werden (Abb.

18 C).
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Abbildung 18: Abbau von Levan und Inulin durch die B-Fructosidase BVU_1663 und Aktivitdtsberechnungen
mit verschiedenen Substraten. Das Enzym-Assay enthielt Kaliumphosphat-Puffer (40 mM, pH 7,6), 50 mM
Fruktan-Polymer (Konzentration angegeben in Fruktose-Aquivalenten) und 5 pg des Proteins BVU_1663. Die
Inkubationstemperatur betrug 37 °C. [A] Abbau von Levan durch BVU_1663. [B] Abbau von Inulin durch
BVU_1663. [C] Aktivitdtsberechnungen von BVU_1663 mit Levan, Inulin und deren Korrespondierenden FOS als
Substrat.

Das Enzym BVU_1663 zeigte die hochste Aktivitdt bei der Hydrolyse von Levan-FOS mit einer
Umsetzungsrate von 284 + 4 U/mg Protein. Die Aktivitat mit Inulin-FOS als Substrat lag mit 119 + 4,5
U/mg Protein deutlich unterhalb der ermittelten Aktivitat fiir Levan-FOS. Somit wurde bestétigt, dass
BVU_1663 besser mit Levan-FOS als Substrat arbeitet. Interessanterweise kehrte sich die spezifische
Aktivitat von BVU_1663 fir die Substrate Levan und Inulin um. Insgesamt war die ermittelte Aktivitat
mit polymerem Levan und Inulin deutlich geringer, allerdings zeigte das Enzym mit Inulin deutlich
hoéhere Aktivitaten als mit Levan. Fir Inulin konnte eine Aktivitdt von 18 + 1 U/mg Protein und fir Levan
eine Aktivitdt von 5,2 + 0,2 U/mg Protein festgestellt werden. Das bedeutet, dass BVU_1663 polymeres
Inulin um den Faktor 3,5 schneller hydrolysieren konnte als polymeres Levan. Im Allgemeinen setzt
BVU_1663 Fruktose aus Levan- und Inulin-FOS in deutlich kiirzerer Zeit frei als aus den entsprechenden
Polymeren. Die geringe Aktivitat mit Levan und Inulin kénnte einen der Griinde darstellen, warum P.

vulgatus nur sehr eingeschrankt Biomasse auf den polymeren Substraten bildete.
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3.1.9.3 Mégliche Substrate von BVU_1663

Fir die weitere Charakterisierung von BVU_1663 wurden die moglichen Substrate des Enzyms
untersucht. Fir diese Analyse wurden Enzymassays mit verschiedenen Di- und Trisacchariden
durchgefihrt und mittels HPLC-Messungen ausgewertet. Durch diese Analysen sollte ermittelt
werden, welche Arten von glykosidischen Bindungen das Enzym BVU_1663 hydrolysiert (Tab. 28).
Tabelle 28: Liste der getesteten Substanzen fir die Feststellung des Substratspektrum von BVU_1663.

Angegeben sind die verwendeten Substanzen, die Art der Monomere und deren chemische Bindung, und ob eine
Hydrolyse beobachtet werden konnte.

Substrat Art der Bindung Hydrolyse
Saccharose Glc B-1,2 Frc Ja
Raffinose Glc a-1,6 Glc B-1,2 Frc Ja
Melibiose Glc a-1,6 Glc Nein
Trehalose Glc a-1,1 Glc Nein

Lactose Gal 3-1,4 Glc Nein
Palatinose Frc a-1,2 Glc Nein
Maltulose Glc a-1,4 Frc Nein
Lactulose Gal 3-1,4 Frc Nein

A B

Glycerin Glycerin

Fructose ‘ Fructose

Glucose Melibiose
% /
— t50
— 10 /\ — 10

Saccharose Raffinose
r- 1 - - - - 1 r-— r - - - ° 1
0 5 10 0 5 10
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 19: HPLC-Analysen des Substratspektrums von BVU_1663. Das Enzym-Assay enthielt
Kaliumphosphat-Puffer (40 mM, pH 7,6), 20 mM des jeweiligen Substrats und 5 ug des Proteins BVU_1663. Die
Inkubationszeit betrug 50 min und die Inkubationstemperatur 37 °C. Die Entnahme der to-Probe erfolgte vor
Zugabe des in Glycerin gelésten Enzyms. [A] HPLC-Profil zur Hydrolyse von Saccharose durch BVU_1663. [B]
Hydrolyse von Raffinose durch BVU_1663.

Die Analyse des Substratspektrums von BVU_1663 zeigte, dass das Enzym in der Lage ist, die Hydrolyse
von Saccharose und die partielle Hydrolyse von Raffinose zu katalysieren. Im Vergleich zu den anderen
getesteten Substraten fiel auf, dass BVU_1663 lediglich die B-1,2 glykosidische Bindung in Saccharose
und Trehalose spalten konnte. Folglich entstanden nach der Hydrolyse von Saccharose Fruktose und
Glucose (Abb. 19 A), wahrend Raffinose zu Melibiose und Fruktose umgesetzt wurden (Abb. 19 B).
Zusammenfassend lieR sich feststellen, dass BVU_1663 in der Lage war, B-2,1 (Levantyp), B-2,6

(Inulintyp) und B-1,2 (Saccharose) glykosidisch verknipfte Fructosyl-Reste hydrolytisch zu spalten.
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3.1.9.4 Lokalisierung von BVU_1663 in P. vulgatus

Zuletzt sollte untersucht werden, ob die B-Fructosidase BVU_1663 intra- oder extrazellular lokalisiert
war. Dazu wurden zunachst Assays mit Zellextrakt und Kulturtiberstand durchgefihrt. Zur Erstellung
des Zellextrakts und der Kulturiiberstands wurde P. vulgatus Wildtyp auf DMM-Medium mit 0,5%
Inulin-FOS als Substrat bis zur spaten exponentiellen Phase kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen
geerntet und das Zellpellet in 5 ml Puffer W resuspendiert und mittels Ultraschalles aufgeschlossen.
Im Uberstand enthaltene Proteine wurden iber einen Zentrifugationsfilter bei 4000 rpm fiir 90
Minuten in einer Kiihlzentrifuge aufkonzentriert. Exemplarisch wurde bei diesen Experimenten mit

Inulin-FOS gearbeitet (Abb. 20).
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Abbildung 20: Degradation von Inulin-FOS durch Zelliiberstand und Zellextrakt von P. vulgatus. Der Ansatz
enthielt Kaliumphosphat-Puffer (40 mM, pH 7,6), 50 mM Inulin-FOS (angegeben in Fruktose-Aquivalenten) und
500 pg Protein. Die Inkubationszeit betrug 20 min und die Inkubationstemperatur 37 °C. [A] HPLC-Profil von
Inulin-FOS vor (to) und nach Inkubation mit ZellGberstand (t20). [B] HPLC-Profil von Inulin-FOS vor (to) und nach
Inkubation mit Zellextrakt (t20). Frc: Fruktose.

Nach einer Inkubationszeit von 20 h konnte im Assay mit Zelliiberstand keine Freisetzung von Fruktose
beobachtet werden. Fruktose sowie Molekiile verschiedener Polyermerisierungsgrade lagen nach 20
h in derselben Konzentration wie zu Beginn der Messung vor (Abb. 20 A). Im Zellextrakt hingegen
konnte nach spatestens 20h fast ausschlieflich Fruktose detektiert werden (Abb. 20 B). Die
Konzentration der freigesetzten Fruktose betrug 7 mM und entsprach damit nicht den erwarteten 50
mM. Vermutlich wurde die freigesetzte Fruktose durch andere Enzyme des Zellextraktes umgesetzt,
und konnte daher nicht mehr tGber HPLC-Analysen nachgewiesen werden. Durch dieses Experiment
wurde die Lokalisation von BVU_1663 auf die Zelle beschrdnkt, da es sich, basierend auf diesem

Ergebnis, nicht um ein extrazellulares Enzym handeln konnte.

In einem Folgeexperiment wurde ermittelt, ob sich das Enzym im Cytoplasma von P. vulgatus befand,
oder ob es sich um ein Membran-assoziiertes Protein handelte. Fiir diese Analyse wurde im Nachgang
des Zellaufschlusses von P. vulgatus der Zellextrakt in eine |6sliche Protein Fraktion und eine
Membran-Fraktion getrennt. Zu diesem Zweck erfolgte eine Ultra-Zentrifugation des Zellextrakts fir
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90 Minuten bei 45.000 rpm und einer Temperatur von 4 °C. Die Membran-Prdparation wurde in 2 ml
Puffer W resuspendiert und die Cytoplasma-Praparation wurde Uber einen Zentrifugationsfilter

aufkonzentriert.
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Abbildung 21: Abbau von Inulin-FOS und Levan-FOS durch l6sliches Protein und Membran-Protein von P.
vulgatus. Der Ansatz enthielt Kaliumphosphat-Puffer (40 mM, pH 7,6), 50 mM FOS (Konzentration angegeben
in Fruktose-Aquivalenten) und 300 ug I8sliches Protein bzw. Membran-Protein. Als Negativkontrolle wurde der
Reaktionsansatz ohne |6slichen- bzw. Membran-Proteinen inkubiert. Die Inkubationstemperatur betrug 37 °C
und die Inkubationsdauer 16 h. [A] Abbau von Inulin-FOS durch |6sliches Protein und Membran-Protein. [B]
Abbau von Levan-FOS durch I6sliches Protein und Membran-Protein.

Fir den Reaktionsansatz wurden 300 pg Cytoplasma-Protein sowie 300 pg Membran-Protein
eingesetzt. Parallel dazu wurde als Negativkontrolle ein Assay-Ansatz ohne zugefiigtes Protein
inkubiert. Die Auswertung erfolgte Uber eine HPLC-Analyse mit einer anschlieBenden Quantifizierung
der Molekiile, aufgetrennt nach dem Grad der Polymerisierung (Abb. 21). Abbildung 21 A zeigt das
Ergebnis der Reaktion, welche mit Inulin-FOS als Substrat durchgefiihrt wurde. Klar erkennbar war eine
Freisetzung von Fruktose und eine Abnahme der Konzentration von Molekilen mit DP3 und DP4, wenn
die Inkubation mit Membranprotein erfolgte. Im Vergleich zur Negativkontrolle stieg die Fruktose-
Konzentration von 1,9 mM auf 7 an. Die Konzentration der Molekiile mit DP3 und DP4 sanken von 10
mM auf respektive 6 mM und 5,5 mM. Es war ebenfalls eine Abnahme der Molekile mit DP3 von 10
mM auf 8,6 mM, und von Molekiilen mit DP4 von 10,7 mM auf 9,1 mM bei der Verwendung von
Cytoplasma-Protein zu erkennen, doch eine signifikante Zunahme von Fruktose konnte dabei nicht
beobachtet werden. Abbildung 21 B stellt analog dazu die Ergebnisse bei Verwendung von Levan-FOS
dar. Es konnte ebenfalls bei dem Einsatz von Membran-Protein eine Zunahme der Fruktose-
Konzentration von 0,9 mM auf 3,4 mM festgestellt werden. AuBerdem stieg auch die Konzentration
von Molekilen mit DP2 von 7,4 mM auf 10,6 mM. Gleichzeitig sank besonders die Konzentration von

Molekilen mit DP3 und DP4 von 5,8 mM bzw. 5,4 mM auf 3,5 bzw. 2,7 mM. Die Zunahme von
70



3. Ergebnisse

Molekiilen mit DP2 bestatigt erneut die Funktion von BVU_1663 als Exo-Fructosidase. Durch die
Hydrolyse des endstdandigen Fructosyl-Rests von Molekilen mit DP3 entsteht Fruktose und DP2. Bei
der Durchfihrung des Assays mit Cytoplasma-Protein konnten keine signifikanten Konzentrations-
Abweichungen festgestellt werden. Die hier erzielten Ergebnisse zeigten deutlich, dass die Aktivitat
von BVU_1663 mit der Membran-Fraktion zusammenhangen muss. Es konnte jedoch nicht festgestellt
werden, ob sich die Lokalisation von BVU_1663 auf die innere oder duere Membran beschrankt, da
die aufgereinigte Membran-Fraktion beide Membran-Typen enthielt. Jedoch kann argumentiert
werden, dass sich das Protein in der inneren Membran befand. Da P. vulgatus kaum Wachstum auf
polymerem Levan bzw. Inulin zeigte, das aufgereinigtes BVU_1663 mit diesen beiden Substraten
hydrolytisch aktiv war, kann vermutet werden, dass das Enzym in der inneren Membran lokalisiert ist.
Der Kontakt von BVU_1663 mit groBen Polymeren ist im intakten Organismus vermutlich nicht
moglich. Um diese Annahme zu unterstiitzen wurde ein Assay mit gewaschenen Zellen von P. vulgatus
und aufgereinigtem BVU_1663 durchgefiihrt um zu testen, ob eine hydrolytische Aktivitdt mit

Zellmaterial zu beobachten war (s. Abb. 22).
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Abbildung 22: Inkubation von Levan und Inulin mit aufgereinigter B-Fructosidase BVU_1663 und gewaschenem
Zellmaterial. Das Assay enthielt Kaliumphosphat-Puffer (40 mM, pH 7,6), 50 mM Fruktan-Polymer
(Konzentration angegeben in Fruktose-Aquivalenten) und wurde unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt.
Die Inkubationstemperatur betrug 37 °C. [A] Inkubation von Inulin und Levan mit 5 ug BVU_1663. [B] Inkubation
von Inulin und Levan mit 1 ml gewaschener P. vulgatus Kultur. Die OD betrug 0,8 zum Zeitpunkt des
Waschschritts.

Das Assay mit BVU_1663 wurde analog zu den in Abbildung 22 erzielten Ergebnissen durchgefiihrt. Fur
das Assay mit P. vulgatus Zellmaterial wurden aus einer Kultur in DMM-Medium in der spaten
exponentiellen Phase unter anaeroben Bedingungen 1 ml entnommen und fiir 1 min bei 12.000 rpm
zentrifugiert. Das entstandene Zell-Pellet wurde zweimal in Frischem DMM-Medium mit Zusatzen
ohne Kohlenstoff-Quelle gewaschen. AbschlieRend wurde das Zellpellet in 40 mM Kaliumphosphat-
Puffer aufgenommen und mit 50 mM Inulin oder Levan versetzt. Es folgte eine Inkubation von 16h bei

37 °C unter anaeroben Bedingungen. Die erzielten Ergebnisse zeigen deutlich, dass intaktes

71



3. Ergebnisse

Zellmaterial von P. vulgatus nicht in der Lage ist, Fruktose aus polymerem Inulin oder Levan
freizusetzen (Abb. 22 B). Dies ist keine eindeutige Bestatigung, dass es sich bei BVU_1663 um ein

periplasmatisches Enzym handeln muss. Dennoch untermauert dieses Ergebnis diese Annahme.

3.2 Modifizierung des Kohlenstoff-Flusses in P. vulgatus

Bisher werden Bacteroidota-Arten, einschlielRlich P. vulgatus, nicht fiir biotechnologische Verfahren
zur effizienten und nachhaltigen Produktion von Plattformchemikalien wie z.B. Phenolsduren
eingesetzt. Im Allgemeinen erfordert die biotechnologische Synthese mit Bakterien im industriellen
Malstab eine genetische Manipulation des Stoffwechsels der verwendeten Organismen. Dazu gehort
beispielsweise die Uberexpression von Genen, wodurch der zentrale Kohlenstofffluss gezielt in
Richtung der Synthese des gewlinschten Stoffwechselprodukts gelenkt werden kann. Erganzend dazu
kénnen, mit dem in dieser Arbeit entwickelten Deletionssystem, konkurrierende Stoffwechselwege
unterbrochen und somit die Bildung von Nebenprodukten verhindert werden. Um den Stoffwechsel
eines Organismus zu manipulieren, muss dieser generell genetisch zuganglich sein, damit die
Einfihrung rekombinanter DNA in die Zelle sowie die Deletion chromosomaler Gene realisierbar ist.
Zur Beurteilung des biotechnologischen Potenzials von P. vulgatus wurden daher Experimente
durchgefiihrt, die den zentralen Kohlenstoff-Stoffwechsel beeinflussen. Durch Verwendung des
Shuttle-Vektors pG106 sollte das Gen bvu_2880 homolog in P. vulgatus Giberproduziert werden. Dieses
Gen codiert das Enzym Pyruvat Formiat-Lyase (PFL) [EC 2.3.1.54], welches ausgehend von Pyruvat und

unter Freisetzung von Formiat die Acetylierung von Coenzym A katalysiert:
Pyruvat + Coenzym A = Acetyl-Coenzym A + Formiat

In dieser Arbeit konnte die Anwendung von pG106 fiir eine heterologe Uberproduktion von SacB
bereits bestatigt werden (Kapitel 3.1.2). Es wurde daher angenommen, dass eine homologe

Uberexpression von bvu_2880 eine Steigerung der Formiat-Produktion zur Folge haben sollte.

3.2.1 Klonierung des Shuttle-Vektors pgl06 BVU 2880

Fir die Klonierung des pfl-Gens in den Shuttle Vektor pG106 wurde eine DNA-Assemblierung
durchgefihrt. Durch die Verwendung der Primer AssBVU_2880_fw/rev (Kap. 2.2.2) wurde das pfl-Gen
aus genomischer DNA von P. vulgatus mit komplementadren Enden zum Vektorriickgrat amplifiziert.
Fur die Generierung des Vektorriickgrats wurden die Primer pG106 LDHnp BB_fwd/rev verwendet und
als Template diente der Vektor pG106_I/dhnP (Liick & Deppenmeier, 2022). Die Verknilpfung beider
Fragmente in korrekter Orientierung erfolgte durch Einsatz des DNA Assembly Master Mix. Fiir die
Transkription des pfl-Gens diente der konstitutive Promotor des Lactat Dehydrogenase-Gens (/dh,

bvu2499) aus P. vulgatus (Lick & Deppenmeier, 2022). Das fertige Konstrukt pG106_IdhnP_bvu2880
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wurde gemdaR des Herstellerprotokolls in E. coli NEB® 10B transferiert und vervielfiltigt. Das

aufgereinigte Konstrukt wurde tiber Elektroporation in P. vulgatus eingebracht (Abb. 23).
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Abbildung 23: Konstruktion des Plasmids pG106_/dhnP_bvu2880. [A] Plasmidkarte von pG106_IdhnP_bvu2880.
[B] Agarosegel nach Kontroll-PCR zum Nachweis der korrekten Konstruktion des Plasmids
pG106_I/dhnP_bvu2880. Die Primer pG106 Screening fw/rev flankieren den Integrationsbereich von bvu_2880
und wurden fiir dieses Screening verwendet. Die PCR fiihrte zu einem Fragment mit einer erwartungsgemaRen
GrofRe von 2782 bp. [C] Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der Aufnahme von pG106_/dhnP_bvu2880
durch P. vulgatus. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Die korrekte Assemblierung von pG106 konnte durch eine Kolonie-PCR nach Einbringung in E. coli 103
bestatigt werden. Fir die PCR wurden die Primer pG106 Screening fw/rev verwendet, welche den
Integrationsbereich des pfl-Gens auf dem Plasmid flankieren. Durch eine Agarose-Gelelektrophorese
konnte ein Fragment mit der erwarteten GroRe von 2782 bp detektiert werden (Abb. 23 B). Zusatzlich
wurde die Nukleotid-Sequenz liber die Sequenzierung des PCR-Produkts bestatigt. P. vulgatus wurde
mit dem Konstrukt mittels EP transformiert, wie ebenfalls durch Kolonie-PCR nachgewiesen werden
konnte (Abb. 23 C). Der daraus resultierende Stamm P. vulgatus pG106 2880 wurde anschlieBend mit
dem P. vulgatus Wildtyp hinsichtlich der Transkript-Abundanz von bvu_2880 sowie des Stoffwechsel-
Endprodukt-Spektrums verglichen.

3.2.2 Vergleich der Transkript-Abundanz von bvu_2880 im P. vulgatus Wildtyp mit P.
vulgatus pgl06 2880

Fiir eine genauere Analyse der homologen Uberproduktion der PFL aus P. vulgatus wurde die
Kopienzahl des pfl-Gens zwischen dem Wildtypen und dem Plasmid-tragenden Stamm verglichen. Zu
diesem Zweck wurde eine gqPCR durchgefiihrt. Zur Bestimmung der relativen Anzahl der pfl-Gene
wurden die Gen-spezifischen Primer gPCR__BVU2880_fw/rev (Kap. 2.2.2) verwendet. Um die genaue
Kopienzahl des pfl-Gens festzustellen, wurde das Ergebnis der gqPCR fiir P. vulgatus Wildtyp auf 1

normiert. Aufgrund der Tatsache, dass das Gen nur ein einziges Mal im Genom codiert ist, liel3 sich fur
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den Plasmid-tragenden Stamm durch den Vergleich mit dem Wildtyp die genaue Kopienzahl fiir das

pfl-Gen ermitteln (Abb. 24 A).
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Abbildung 24: pfl-Kopienzahl und Transkript-Abundanz im P. vulgatus Wildtyp und in P. vulgatus pG106 2880.
[A] Um die Kopienzahl des pfl-Gens zwischen dem Wildtyp und der Plasmid-tragenden Mutante zu vergleichen
wurde eine gqPCR durchgefiihrt. [B] Die relative Transkript-Menge des pfl-Gens wurde mittels RT-gPCR analysiert.
ACT-Werte stellen die Differenz des Ct-Werts des pfl-Gens (bvu_2880) mit dem Ct-Wert des Referenzgens flr das
ribosomale Protein L23 (bvu_0803) dar. Fur die Bestimmung der Verhaltnisse an mRNA zum Wildtyp wurden die
AACT-Werte berechnet und die Formel 22T verwendet. Die in dieser Abbildung gezeigten Ergebnisse wurden in
zweifacher Ausfiihrung mit DNA- oder RNA-Priparaten aus drei verschiedenen Kulturen ermittelt. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Der Plasmid-tragende Stamm P. vulgatus pG106 2880 wies eine deutlich hohere Kopienzahl des pfl-
Gens als der Wildtyp auf (Abb. 24 A). Konkret lag die Kopienzahl in der Mutante um 28 + 1 -mal héher
als im Wildtyp. Somit konnten in P. vulgatus pG106 2880 ca. 28 Kopien von bvu_2880 nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis legte nahe, dass die Prasenz des Plasmids einen signifikanten Einfluss auf den
Transkriptionslevel, und somit auch auf die Expression des pfl-Gens haben kdnnte. Dariiber hinaus lag
die Kopienzahl des Plasmids (mit bvu_2880) in derselben GréRenordnung wie bereits von Lick &
Deppenmeier (2022) beschrieben wurde. Neben der Quantifizierung der pfl-Kopienzahl wurde
ebenfalls die mRNA-Transkript-Abundanz des pfl-Gens im Wildtyp sowie des Plasmid-tragenden
Stamms untersucht. Fir diese Analyse wurde die Gesamt-RNA aus Zellen wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase der jeweiligen Stamme isoliert. Die mRNA-Konzentration wurde mittels RT-qPCR
unter Verwendung der fur das pfl-Gen spezifischen Primer gPCR__BVU2880_fw/rev bestimmt. Als
Referenzgen wurde das Gen bvu_0803 (ribL23), welches fiir das ribosomale Protein L23 aus P. vulgatus
codiert, verwendet. Das L23 Protein wird wahrend der exponentiellen Wachstumsphase konstant
produziert, daher eignet es sich aufgrund eines gleichméaRigen Transkript-Levels als Referenz-Gen (Liick
& Deppenmeier, 2022). Die Methodik sowie die damit verbundene Auswertung der RT-gqPCR sind in
Kapitel 2.4.8 beschrieben.

74



3. Ergebnisse

Aufgrund der hohen Kopienzahl des pfl-Gens wurde erwartungsgemal bei P. vulgatus pG106 2880
eine 1537 + 185-fach héhere Transkript-Menge an pfl mRNA im Vergleich zum Wildtyp festgestellt.
(Abb. 24 B). Die ermittelten Daten zeigten, dass das pfl-Gen in der shuttle-Vektor basierten Mutante
durch die hohe Kopienzahl in erheblich groReren Mengen transkribiert wurde. Als nachstes galt es zu
untersuchen, ob die erhohte Transkriptmenge einen Einfluss auf die Enzymproduktion und den

zentralen Kohlenstoff-Metabolismus nahm.

3.2.3 Einfluss der pfl-Transkriptmenge auf das Verhaltnis der Stoffwechselendprodukte in
P. vulgatus.

Im Folgenden Experiment wurde untersucht, ob durch die stark erhohte Kopienzahl sowie
Transkriptabundanz des pfl-Gens in P. vulgatus pG106 2880 ein Einfluss auf den zentralen Kohlenstoff-
Metabolismus erkennbar war. Zu diesem Zweck wurde mehrere Kulturen von P. vulgatus Wildtyp und
P. vulgatus pG106 2880 in DMMG-Medium kultiviert und die Stoffwechselendprodukte mittels HPLC
analysiert (Abb. 25). Die Probennahme erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten der exponentiellen
Wachstumsphase und die ermittelten Stoff-Konzentrationen wurde mit dem gebildeten

Trockengewicht (TG) des jeweiligen Zeitpunkts ins Verhaltnis gesetzt.

Der Substrat-Verbrauch wies im Vergleich zwischen den beiden Stammen einen leichten Unterschied
auf (Abb. 25 A). Es konnte eine Diskrepanz zwischen dem Wildtyp (24,9 * 0,9 mmol/g TG) und dem
Plasmid-tragenden Stamm (20,4 + 2,6 mmol/g TG) beobachtet werden. Dieser Unterschied drickte
sich ebenfalls im Vergleich des Wachstums zwischen P. vulgatus Wildtyp und dem Plasmid-tragenden
Stamm aus (Abb. 25 B), und lieR sich vermutlich auf die Zugabe von Erythromycin zurlickzufiihren,
welches fir die Plasmid-Erhaltung flr P. vulgatus pG106 2880 notwendig war. Als Stoffwechsel-
Endprodukte konnten mittels HPLC-Analyse Succinat, Lactat, Formiat, Acetat und Propionat
nachgewiesen werden (Abb. 25 C). Der Vergleich beider Stamme zeigte drei signifikante Unterschiede:
Die Succinat-Produktion im Wildtyp war mit 11,5 + 1,5 mmol/g TG mehr als doppelt so hoch wie in der
Mutante (4,6 £ 0,9 mmol/g TG). Die Bildung von Formiat durch die Mutante stiegauf 11,2 + 1,8 mmol/g
TG, wobei die Produktion im Wildtyp 3,5 + 0,3 mmol/g TG betrug. AuRerdem konnte eine Veranderung
in der Acetat-Bildung festgestellt werden. Wahrend der Wildtyp-Stamm eine Produktionsrate von 16,2
+ 1,8 mmol/g TG aufwies, so sank die Produktionsrate in der Mutante auf 11,6 * 1,4 mmol/g TG.
Beziglich der Laktat- und Propionat-Konzentrationen konnte keine nennenswerte Abweichung
zwischen Wildtyp und Mutante ermittelt werden. Der Unterschied der Formiat-Produktionsrate
zwischen dem Wildtyp und der Mutante wird in Abbildung 25 D noch einmal deutlich. Unabhangig vom
Zeitpunkt der Probennahme konnte bei der Mutante in jedem Falle eine héhere Formiat-

Produktionsrate im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden.
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Abbildung 25: Vergleich des Substratverbrauchs, des Wachstums und der Stoffwechsel-Endproduktbildung
von P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus pG106 2880. Es wurden aus 15 Kulturen von jedem Stamm zu
verschiedenen Zeitpunkten der exponentiellen Wachstumsphase Proben entnommen und mittels HPLC
analysiert. Der Substratverbrauch und die Konzentrationen der Stoffwechselendprodukte wurden mit dem
gebildeten Trockengewicht zum entsprechenden Zeitpunkt der Probennahme korreliert. Die gezeigten
Fehlerbalken repradsentieren die Standardabweichung. Die Kultivierung wurde in 50 ml DMMG-Medium
durchgefiihrt. [A] Glucose-Verbrauch von P. wulgatus WT und P. vulgatus [B] Bildung der
Stoffwechselendprodukte in mmol pro Gramm Trockengewicht. [C] Formiatkonzentrationen in Abhadngigkeit des
Trockengewichts der einzelnen Kulturen bei Wachstum auf DMMG-Medium.

Zusammenfassend fiihrte die Uberexpression des pfl-Gens mittels des Shuttle-Plasmids pG106 zu einer
gesteigerten Transkriptmenge, und damit einhergehend zu einer erhdhten Aktivitat der PFL in P.
vulgatus pG106 2880. Dies fiihrte schlussendlich zu einer Verschiebung des Produktspektrums und
vermehrten Bildung von Formiat sowie der reduzierten Bildung von Succinat und Acetat. Die gezielte
Manipulation des Kohlenstoffmetabolismus von P. vulgatus durch eine homologe Uberexpression von
Proteinen scheint damit durch den Einsatz des Shuttle-Vektors pG106 mdoglich zu sein, und sollte in

weiteren Experimenten zur Aufkldarung des Phenolsdure-Stoffwechsels angewendet werden.
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3.3 Isolierung von Bakterien des Phylums Bacteroidota aus humanen Stuhlproben

Viele unverdauliche Nahrungsbestandteile kénnen von der Darm-Mikrobiota zu kurzkettigen
Fettsduren abgebaut werden (Duncan et al, 2007). Die meisten dieser Metabolite werden direkt durch
die Colonocyten resorbiert und dem Wirtstoffwechsel zugefiihrt. Metabolite, die nicht zwangslaufig
fir den Energiestoffwechsel verwendet werden konnen, wird zunehmend eine Einflussnahme auf
diverse Signal-Kaskaden, wie Entziindungssignale und endokrine Regulationsmechanismen,
zugesprochen (Huang et al., 2009). Zu dieser Art von Metaboliten gehdren auch einige sekundar-
Metabolite aus dem bakteriellen Stoffwechsel der Darmmikrobiota. Durch den Phenylpropanoid-
Stoffwechselweg wird eine Reihe von Phyto-Chemikalien wie z.B.: Benzol-Sduren, Zimtsduren und
Flavonoide synthetisiert. Vielen dieser bioaktiven Phenolsdauren wird eine entziindungshemmende,

anti-oxidative und sogar krebsbekdampfende Wirkung zugesprochen (Hsu 2008, Huang 2009).

Drei der am haufigsten im menschlichen Darm nachgewiesenen Phenolsauren sind Phenylessigsdure,
4-Hydroxyphenyl-Essigsaure und Indolessigsdure (Russel et al., 2013, Smith & McFarlane 1996). Diese
Verbindungen stammen aus Nahrungsmitteln, die reich an pflanzlichen Bestandteilen sind oder
entstehen im Dickdarm mittels mikrobieller Fermentation von aromatischen Aminosauren, primar
Tyrosin, Phenylalanin und Histidin. Es wurde gezeigt, dass flinf Mitglieder der Gattung Bacteroides und
noch weitere Vertreter des Phylums Bacteroidota die Fahigkeit besitzen, alle drei AAAs zu
fermentieren und dass die Proteinfermentation die wahrscheinliche Quelle der Hauptproduktion von

Phenolsduren ist (Russel et al., 2013; Bourgeau et al. 1983, Kaczmarek & Coykendall 1980).

Aus diesem Grund wurden die ersten Bemihungen fiir die biotechnologische Synthese von
Phenolsdauren durch Bacteroidota-Spezies auf die Erstellung einer Stammbibliothek gerichtet, um

Organismen zu identifizieren, welche die gewlinschten Stoffe bereits natirlicherweise produzieren.

3.3.1 Identifizierung geeigneter Isolierungsparameter

In vielen anaeroben Habitaten in unserer Umwelt sind Arten der Gattung Phocaeicola und Bacteroides
vertreten. Besonders im menschlichen Dickdarm und in Schlamm von Biogasanlagen existiert eine
massive Artenvielfalt an Mikroorganismen, wobei die jeweilige Mikrobiota durch das Phylum
Bacteroidota dominiert wird (Chassard et al., 2007; Kabaivanova et al., 2022). Daher wurden zu Beginn
der Experimente Parameter fir die Isolierung von Bacteroidota-Stimmen festgelegt. Als primares
Medium diente 10%iger PY-Agar, es wurden aber auch DMM und Bile-Agar eingesetzt. Fiir eine initiale
Selektion wurden als Kohlenstoffquelle 0,5% verschiedener Heteropolysaccharide verwendet, da viele
Bacteroidota-Spezies auf den Abbau solcher Substrate spezialisiert sind. Zusatzlich wurden die
Isolierungsansatze mit verschiedenen Antibiotika versetzt. Fiir die Probenentnahme diente anaerober
NaHCOs-Puffer (50 mM) mit Dithiothreitol (5 mM) und als Probenmaterial wurde Schlamm einer

Biogas-Anlage oder frischer Stuhl verwendet. In Puffer gelostes Probenmaterial wurde unter
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anaeroben Bedingungen auf die Nahrbdden ausgestrichen und bis zur Bildung von sichtbaren Kolonien
inkubiert. Die erhaltenen Kolonien wurden (ber die Sequenzierung der konservierten 16s-rRNA
Regionen bis auf die Spezies-Ebene identifiziert. Nach mehreren Anreicherungsversuchen konnte eine

erste Stammbibliothek erstellt werden (Tab. 29).

Tabelle 29: Stammbibliothek von Mikroorganismen, angereichert aus naturlichen, anaeroben Habitaten.

Probenmaterial = Substrat = Antibiotikum @ Medium | Organismus Anzahl an Isolaten
Biogas-Schlamm = Cellulose | - PY1/10 Lactobacillus ingluviei 2
Humane Faeces Cellulose - PY1/10 Escherichia sp. 2
Biogas-Schlamm = Pektin - PY1/10 Lactobacillus agilis 4
Biogas-Schlamm = Trypton - PY1/10 Streptococcus lutetiensis 3
Humane Faeces Trypton - PY1/10 Clostridium perfringens 1
Humane Faeces Xylan - PY1/10 Streptococcus thermophilus | 1
Biogas-Schlamm = Muzin - PY1/10 Streptococcus salivarius 1
Biogas-Schlamm | Cellulose | Vancomycin PY1/10 Klebsiella pneumoniae 2
Humane Faeces Cellulose = Vancomycin PY1/10 Klebsiella oxytoca 3
Humane Faeces Pektin Vancomycin PY1/10 Lactobacillus plantarum 1
Humane Faeces = Trypton Vancomycin Bile-Agar | Escherichia coli 9
Humane Faeces Pektin - PY1/10 Bifidobacterium breve 1
Humane Faeces Pektin Vancomycin PY1/10 Leuconostoc lactis 1
Humane Faeces Pektin - DMM Bifidobacterium dentium 1
Humane Faeces Cellulose = Vancomycin PY1/10 Selenomonas ruminantium 1
Humane Faeces Pektin - PY1/10 Lactobacillus mucosae 1
Humane Faeces | Glucose Kanamycin PYG Anaerostipes hadrus 1
Humane Faeces Inulin - DMM Bacteroides cellulosilyticus | 1

Bereits nach den ersten lIsolierungsversuchen konnten Organismen aus verschiedenen Phyla
angereichert werden. Allerdings stellten Stamme der Art E. coli eine Herausforderung dar, da sie sich
unter allen getesteten Bedingungen ebenfalls in grofRer Zahl anreichern liefen. Zudem wurde deutlich,
dass das verwendete Substrat Inulin ein entscheidender Faktor fir die Isolierung von Arten der Familie
Bacteroidaceae war. Aus diesen Griinden wurden die folgenden Anreicherungsversuche unter
Beriicksichtigung der problematischen Prasenz von E. coli und der Verwendung von Inulin als Substrat

durchgefihrt.

3.3.2 Screening nach Organismen des Phylums Bacteroidota

Fiir die Anreicherung von Vertretern des Phylums Bacteroidota wurden Isolierungsversuche unter
Verwendung von Amikacin unternommen (Tab. 30). Dabei handelt es sich um ein Antibiotikum,
welches primar das Wachstum von Organismen der Familie Enterobacteriaceae hemmt (Ramirez &
Tolmasky, 2017). Da unter Verwendung von Inulin als Substrat fiir B. cellulosilyticus angereichert
wurde, wurden die verwendeten Kohlenstoff- und Energiequellen fiir die Anreicherungsversuche von
Bacteroidota-Vertretern zusatzlich um Levan erweitert. Bei Levan handelt es sich wie bei Inulin um ein
Fruktan-Polymer. Im Gegensatz zu Inulin, welches tber $-2,1 Verknlpfungen zwischen den Fruktose-

Monomeren charakterisiert wird, besitzt Levan -2,6 Verknlipfungen. (Van den Ende, 2013).
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Tabelle 30: Anreicherung von anaeroben Mikroorganismen aus humanen Stuhlproben unter Verwendung von
Amikacin und Levan.

Probenmaterial = Substrat = Antibiotikum  Medium  Organismus Anzahl der Isolate
Humane Faeces Levan Amikacin PY1/10 Phocaeicola vulgatus 8
Humane Faeces Levan Amikacin PY1/10 Phoceaicola dorei 2
Humane Faeces Levan Amikacin PY1/10 Bacteroides kribi 4
Humane Faeces Levan Amikacin PY1/10 Bacteroides ovatus 1
Humane Faeces Levan - PY1/10 Blautia luti 4
Humane Faeces Levan - PY1/10 Dorea longicatena 1
Humane Faeces Levan - PY1/10 Coprococcus comes 1

Unabhangig von der Verwendung von Amikacin konnten keine Vertreter der Familie
Enterobacteriaceae isoliert werden. Die Verwendung von Levan als Kohlenstoffquelle (ibte bereits den
notigen Selektionsdruck aus. Durch die Zugabe von Amikacin konnte eine Anreicherung von mehreren
Bacteroides- und Phocaeicola-lsolaten erreicht werden. In vorigen Experimenten (Kapitel 3.1.1) wurde
bereits festgestellt, dass der Typstamm P. vulgatus DSM 1447 in Minimalmedium mit Levan als
Substrat kaum zu Wachstum befahigt war. In diesem Experiment wurde jedoch Komplexmedium
verwendet, daher war die Anreicherung von P. vulgatus vermutlich auf die Metabolisierung von
Bestandteilen wir Pepton und Hefeextrakt zuriickzufiihren. Dieser Ansatz flihrte demnach zu einer
Erweiterung der Stammbibliothek und stellte eine vielversprechende Grundlage fiir Folgeexperimente

dar.

3.4 Produktion von Phenolsauren durch P. vulgatus

Die meisten Lebensmittel enthalten nicht nur Kohlenhydrate, Fette und Proteine, sondern auch andere
Nahrstoffe, die nicht primar zur Energiegewinnung dienen. Die genaue Wirkung dieser Substanzen auf
den Koérper und ihre Funktionen sind nicht immer klar definiert (Dominguez-Avila et al., 2021). Zu
diesen Stoffen zahlen bioaktive phenolische Verbindungen. Diese werden hauptsachlich durch den
Verzehr von pflanzlichen Nahrungsmitteln wie Obst und Gemiise aufgenommen, kénnen aber auch
durch Bakterien im Dickdarm freigesetzt werden (Clifford et al., 2004; Russell et al., 2013). Da diese
phenolischen Verbindungen aufgrund ihrer komplexen Struktur im Diinndarm kaum aufgenommen
werden, gelangen sie nahezu unverandert in den Dickdarm. Dort kénnen Teile von ihnen von der
lokalen Mikrobiota in verschiedene bioaktive Phenolsduren umgewandelt werden (Scalbert et al.,
2002; Parkar et al., 2013; Jiménez et al., 2014). Analysen von menschlichem Stuhl geben Einblick in die
phenolischen Metaboliten, die wahrscheinlich durch den Abbau von Polyphenolen entstehen (Jenner
et al., 2005). Haufig nachgewiesene Substanzen sind Derivate von Benzoesdure, Zimtsaure,
Phenylessigsaure und Phenylpropionsdure. In mehreren unabhangigen Studien wurde gezeigt, dass
unter den nachweisbaren phenolischen Verbindungen Phenylessigsdure und Phenylpropionsdure den

groRten Anteil ausmachen (Sanchez-Patdn et al., 2011; Russell et al., 2011b; Mufioz-Gonzdlez et al.,
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2013; Gutiérrez-Diaz et al., 2018). Allerdings koénnen Phenolsduren ebenfalls in Individuen
nachgewiesen werden, deren Ernahrungsweise durch gesattigte Fettsduren und tierische
Proteinquellen und nicht durch Polyphenol-haltige Pflanzenbestandteile gepragt ist (Russel et al.,
2011a; Russel et al., 2011b). Daher wird vermutet, dass neben dem Abbau von Polyphenolen auch die
Fermentation von Proteinen durch Bacteroides und Phocaeicola-Spezies eine wichtige Rolle bei der

Produktion von Phenolsduren im Darm spielt.

3.4.1 Etablierung eines chromatographischen Nachweisverfahrens zur Analyse von
Phenolsduren

Fir die biotechnologische Produktion von Phenolsduren durch Mikroorganismen ist ein zuverlassiges
Nachweisverfahren fir diese Stoffklasse unerlasslich. Phenolsduren bestehen aus einem Benzol-Ring,
der mit einer kurzkettigen Fettsdure assoziiert ist und welche primar die chemischen Eigenschaften
des Molekils beeinflusst. Aus diesem Grund eignet sich das HPLC-Messverfahren ideal als
Nachweismethode, da sich Phenolsduren aufgrund der UV-Absorption des Benzolrings mit einer sehr
geringen Nachweisgrenze liber einen UV-Detektor erfassen lassen. AulRerdem existiert eine Vielzahl
an stationdren Phasen, welche Uber mehrere Interaktionsmechanismen Verbindungen dieser

Stoffklasse auftrennen kdnnen.

3.4.1.1 Chromatographische Analytik durch Polymerbasierte Aminex-Trennsaulen

Initiale Versuche dienten der ldentifizierung eines geeigneten Saulenmaterials. Zunachst wurde als
stationdre Phase eine Trennsdule mit Polystyren-Divinylbenzene (Aminex HPX-87H, Biorad)
verwendet. Dieses Polymer interagiert mit Carboxyl- und Hydroxylgruppen, und trennt Analyten
basierend auf ihrer MolekiilgroBe. Bei einer Sdulentemperatur von 65 °C und einer Flussrate der
mobilen Phase von 1 ml/min konnten bereits einige Substanzen lber einen UV-Detektor bei einer

Wellenldnge von 210 nm nachgewiesen werden (Abb. 26).
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Abbildung 26: Elutionsprofil verschiedener Phenolsduren mit einer polymerbasierten Aminex-Trennsaule. Als
stationare Phase wurde eine Polymer-basierte Trennsaule (Aminex HPX-87H, Biorad) verwendet. Die Flussrate
der mobilen Phase (5 mM H2S04) betrug 1 ml/min, und die Temperatur des Siulenofens wurde auf 65 °C
eingestellt. Der UV-Detektor erfasste Analyte bei einer Wellenldnge von 210 nm. Die Konzentration des
Phenolsduren-Standards betrug 2 mM.

Da geladene Molekiile nicht mit dem hier verwendeten Sdulen-Material interagieren, kdnnen sie mit
dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Daher wurde als mobile Phase 5 mM H,SO, verwendet,
da die Phenolsduren bei einem geringen pH-Wert protoniert vorliegen und somit keine Ladung
besitzen. Das Ergebnis zeigte, dass eine polymerbasierte Matrix fir die Auftrennung von Phenolsduren
grundsatzlich geeignet ist. Jedoch sind unverhaltnismaRig lange Elutionszeiten von bis zu 60 Minuten
beobachtet worden, was einen limitierenden Faktor fiir die Datenerhebung bei einer gréReren
Probenzahl darstellt. Weiterhin konnte nicht alle Verbindungen aufgetrennt werden. Abgesehen von
den in Abbildung 26 detektierten Phenolsduren wurden biotechnologisch wichtige Substanzen wie

Phenylpyruvat, Zimtsdaure und Cumarsaure unter diesen Bedingungen nicht detektiert.

3.4.1.2 Chromatographische Analytik durch Silica-Partikel mit Pentafluorophenylgruppen

Um die Eignung anderer Interaktionsmoglichkeiten zwischen den Analyten und dem Saulenmaterial zu
evaluieren wurde im nachsten Schritt der Optimierung die stationdre Phase ausgetauscht. Im
Folgenden wurde eine Kieselgel-Matrix bestehend aus Pentafluorphenyl-Propyl-Resten (Nucleodur
PFP, Macherey-Nagel) gewahlt. Dieses Material zeichnet sich durch zwei besondere
Retentionsmechanismen aus: Zum einen handelt es sich um ein sehr hydrophobes Material, zum
anderen interagiert das Material mit r-Elektronen. Durch den Benzolring erhalten Phenolsdauren einen
hydrophoben Charakter. Dariliber hinaus sind delokalisierte mn-Elektronen charakteristisch fir

Benzolringe. Dieses Saulenmaterial ist ebenfalls ungeeignet fiir die Retention geladener Molekiile.
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Daher wurde der mobilen Phase neben 20% Acetonitril 0,1% Formiat zugesetzt, um den organischen

Saurerest der Analyten zu protonieren.
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Abbildung 27: Elutionsprofil verschiedener Phenolsdauren unter Verwendung von Silica-Partikel mit
Pentafluorophenylgruppen. Als stationdre Phase wurde ein Silica Gel (Nucleodur PFP, Macherey-Nagel)
verwendet. Die Flussrate der mobilen Phase (20 % Acetonitril, 0,1 % Formiat) betrug 0,25 ml/min, und die
Temperatur des Sdulenofens wurde auf 30 °C eingestellt. Der UV-Detektor erfasste Analyten bei einer
Wellenldnge von 210 nm. Die Konzentration der Phenolsduren betrug 2 mM.

Durch die Kombination der Retentionsmechanismen und 20% Acetonitril als mobile Phase konnten alle
wichtigen Standardsubstanzen in einer Konzentration von 2 mM detektiert werden (Abb. 27). Im
Vergleich mit der polymerbasierten Sdule wurden in diesem Fall nicht nur alle Analyten nachgewiesen,
es konnten auch die Retentionszeiten auf 10 Minuten und die Flussrate auf 0,25 ml/min reduziert
werden. Darliber hinaus war die Erfassung der Analyten durch den UV-Detektors deutlich sensibler,
wodurch Nachweisgrenzen im unteren pmol-Bereich erreicht werden konnten. Aufgrund des geringen
Zeitaufwands und der erhéhten Nachweisempfindlichkeit bildete diese Methode die Grundlage fiir alle

weiteren Messungen von Phenolsduren in dieser Arbeit.

Fir die Identifizierung von natirlichen Phenolsdure-Produzenten wurden die angereicherten
Organismen (Kap. 3.3.2), welche dem Phylum Bacteroidota angehorten, in 50 ml DMMG kultiviert.
Aufgrund der Vermutung, dass die Synthese von Phenolsduren auf der Umsetzung von aromatischen
Aminosauren beruht, wurde pro getesteten Organismus eine Kultur mit 4 mM Tyrosin und eine mit 4
mM Phenylalanin supplementiert. Nach dem Erreichen der spaten exponentiellen Phase wurden
Proben entnommen und liber die neu etablierte HPLC-Methode auf die Produktion von Phenolsduren
analysiert. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte fiir keinen der angereicherten Organismen die

Bildung von Phenolsdauren unter den getesteten Bedingungen nachgewiesen werden. Aus diesem
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Grund wurde in weiteren Experimenten der Fokus auf die Aufklarung potenzieller Stoffwechsel-Wege

zur Synthese von Phenolsduren verlagert.

3.4.2 Aufkldrung des Phenolsaure-Stoffwechsels von Phocaeicola vulgatus

Fir die biotechnologische Nutzung von P. vulgatus als Produktionsplattform von bioaktiven
Phenolsdauren war die Aufklarung respektiver Stoffwechselwege essenziell. Im Gegensatz zu dem
bereits detailliert untersuchten zentralen Kohlenstoffmetabolismus und dessen Endprodukte sind
Uber die Stoffwechselwege fiir die Bildung von Phenolsduren in P. vulgatus nur sehr wenige
Informationen verflighar. Unter Laborbedingungen wurden im Endprodukt-Spektrum von
Bacteroidota-Fakal-Isolaten sowie dem DSM 1447 Typstamm von P. vulgatus mit den zur Verfligung
stehenden Nachweismethoden keine Substanzen detektiert, welche als Phenolsduren identifiziert
werden konnten. Daher wurden erste Bemiihungen darauf gerichtet, Enzyme und Stoffwechselwege

fiir die Synthese von Phenolsauren zu identifizieren und naher zu charakterisieren.

3.4.2.1 Bildung von Phenylessigsadure

Bioinformatische Analysen im Rahmen dieser Arbeit konnten zeigen, dass Enzyme fiir einen
potenziellen Stoffwechselpfad fir die Bildung von Phenylessigsdure in P. vulgatus existieren. Obwohl
natlrlicherweise keine Produktion von Phenylessigsdaure durch P. vulgatus nachgewiesen werden
konnte, so lag die Vermutung dennoch nahe, dass der Organismus zu der Bildung befdhigt ist. Die
Theorie wird durch den Umstand bestéarkt, dass sich alle beteiligten Gene in einer Operon-Struktur auf
dem Genom befinden und somit gemeinsam eine metabolische Funktion erfillen kénnten (Abb. 28).
Bioinformatische Analysen ergaben, dass ausgehend von Phenylalanin iber eine Amino-Transferase
durch die Umsetzung von a-Ketoglutarat (aKG) zu Glutamat (Glu) Phenylpyruvat gebildet werden
kann. Im nachsten Schritt verknipft eine Indolpyruvat-Oxidoreduktase Phenylpyruvat mit Coenzym A
(CoA). Dabei wird Ferredoxin (Fd) reduziert und CO; freigesetzt. Zuletzt spaltet eine Phenylacetyl-CoA
Ligase den Phenylacetyl-Rest von CoA ab, wodurch Phenylessigsaure entsteht und Adenosin-

Triphosphat (ATP) aus Adenosin-Monophosphat (AMP) und Pyrophosphat (PPi) gebildet wird.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der Bildung von Phenylessigsaure in P. vulgatus. Mogliche Operon-
Struktur in P. vulgatus welche fiir eine Enzymkaskade codiert, die eine Synthese von Phenylessigsdure unter
Generierung von ATP ermoglicht. aKG: a-Ketoglutarat; Glu: Glutamat; CoA: Coenzym A; Fd: Ferredoxin; ATP:
Adenosin-Triphosphat; AMP: Adenosin-Monophosphat; PPi:  Pyrophosphat; BVU_2275: Putative
Aminotransferase; BVU_2273: Indolpyruvat Oxidoreduktase Untereinheit iorA; BVU_2274: Indolpyruvat
Oxidoreduktase Untereinheit iorB; BVU_2276: Phenylacetyl-Coenzym A Ligase.

Im Zuge dieser Reaktionen entstehen Reduktionsdquivalente in Form von reduziertem Ferredoxin
sowie ATP, was sich positiv auf das Wachstum von P. vulgatus auswirken sollte. Um diesen
Stoffwechselweg zu validieren, wurden die beteiligten Enzyme heterolog in E. coli produziert,

aufgereinigt und charakterisiert.

3.4.2.2 Heterologe Produktion und Aufreinigung der Indolpyruvat Oxidoreduktase (IOR)
BVU_2273/74 aus P. vulgatus

Zu Beginn der Untersuchungen wurden die Gene bvu_2273/bvu_2274 fur die Produktion und
Aufreinigung der Indolpyruvat-Oxidoreduktase (IOR) in den Uberexpressionsvektor pASK IBA 3 (IBA
Lifesciences, Gottingen, Deutschland) kloniert. Zu diesem Zweck wurden unter Verwendung der Primer
pASK3 BVU227374 fw/rev die beiden Gene bvu2273 und bvu2274 amplifiziert. Es handelt sich bei
dem Produkt des Gens um ein Heterodimer aus einer a-Untereinheit (bvu_2273) und einer B-
Untereinheit (bvu_2274), daher wurden beide Gene gemeinsam kloniert. Uber die Primersequenzen
wurde dem Amplifikat eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Bsal stromaufwarts und
stromabwarts der codierenden Region zugefligt. Durch Aufreinigung der Amplifikate und des pASK3
Vektors sowie nachfolgender Verdauung mit dem Restriktionsenzym Bsal wurde durch Ligation das

Konstrukt pASK3_BVU_2273/74 erzeugt (Abb. 29 A).
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Abbildung 29: Konstruktion des Vektors pASK3_BVU_2276 und SDS-Page Analyse von BVU_2273/2274 [A]
Plasmidkarte des Konstrukts pASK3_BVU_2273/74 fiir die heterologe Uberproduktion in E. coli DH5a. [B]
Kolonie-PCR zum Nachweis des Konstrukts pASK_BVU_2273/74 in E. coli DH5a. Die Amplifizierung mit den
Screening Primern pASK_for/rev fiihrte zu einem Fragment mit der erwarteten GréRe von 2386 bp. M = 1 kb
DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). [C] Silberfarbung des aufgereinigten Protein
BVU_2273+BVU_2274. In Form eines Heterodimers inklusive des Strep-Tags bestatigte die detektierte Bande die
berechnete GroRe von 81 kDa. M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland).

Nach einer Hitzeschock-Transformation in E. coli NEB® DH5a konnte die korrekte Klonierung mittels
einer Kolonie-PCR bestatigt werden. Die Verwendung der Primer pASK_for und pASK_rev (Kap. 2.2.2)

fihrte zur Erzeugung eines Fragments mit einer erwartungsgemaRen GroRe von 2386 bp (Abb. 29 B).

Durch die Fusion eines C-terminalen Strep-Tags, welcher auf dem pASK3 Vektor stromabwarts hinter
dem inserierten Gen bvu_2274 codiert ist, wurde das heterolog produzierte Protein Uber eine
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Anhand der Proteinquantifizierung nach Bradford (Bradford,
1976) ergab sich eine Ausbeute von 63 mg/I Kultur in den Elutionsfraktionen. Um die Produktion und
Reinheit der rekombinanten IOR zu bestatigen, wurden die aufgereinigten Proteine mittels SDS-Page
und Silberfarbung analysiert (Abb. 29 C). Sonderbarerweise wurde eine einzelne Bande mit einer
GrofRe von 81 kDa detektiert, was der berechneten GrofRe des Heterodimers, bestehend aus der a-
Untereinheit sowie der B-Untereinheit inklusive Strep-Tag entsprach. Durch die Verwendung von B-
Mercapto-Ethanol und durch 10-minitiges Aufkochen der Proben wurden die Proteine vor der SDS-
PAGE bis auf die Primarstruktur denaturiert. Bei intakten Heterodimeren miissten dementsprechend
nach einer Denaturierung eine separate Bande fir jede der beiden Untereinheiten (59 kDa fir
BVU_2273 und 21 kDa fiir BVU_2274) sichtbar werden. Die codierende Sequenz beider Untereinheiten
wurde in diesem Experiment ohne Unterbrechung in den Expressionsvektor kloniert, da die codierende
Region von BVU_2274 um eine Base versetzt in der codierenden Region von BVU_2273 liegt. Bei der

Translation der resultierenden mRNA wiére ein -1 programmiertes ribosomales Frameshifting
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(Translation Slip) moglich, sodass, anstatt der zwei separaten Untereinheiten, ein grofles Protein

entsteht (Napthine et al., 2017).

3.4.2.3 Charakterisierung der Indolpyruvat Oxidoreduktase (IOR) BVU_2273/74 aus P. vulgatus BVU
2273/74

Die Charakterisierung der IOR erfolgte, aufgrund der Sauerstoff-empfindlichen Eisen-Schwefel Cluster
im Protein, unter anaeroben Bedingungen. Zu diesem Zweck wurden alle Substanzen, die fir die
Enzymreaktionen relevant waren, in geléster Form fiir 5 min mit N, anaerobisiert. Fir die Bestimmung
des optimalen Temperatur- und des optimalen pH-Bereichs wurde die Aktivitdt der IOR unter
verschiedenen pH- sowie Temperatur-Bedingungen untersucht. Die Analyse des Temperatur-
Optimums erfolgten mit 5 pg Enzym unter Verwendung von 40 mM Mcllvayne Puffer (pH 7). Des
Weiteren enthielt der Ansatz 5 mM Phenylpyruvat und 0,1 mM Coenzym A als Substrat sowie 5 mM
Methylviologen (MV) als artifizieller Elektronenakzeptor. Weiterhin benétigt die IOR den Cofaktor
Thiaminpyrophosphat (TPP). Daher wurde dem Ansatz aufRerdem 0,12 mM TPP zugefiihrt (Zhou et al.,
2015). Fur die Ermittlung des pH-Optimums wurde das Enzym bei 37 °C untersucht und der pH-Wert
wurde Uber den Mcllvaine-Puffer variiert. Die Aktivitat des Enzyms wurde Uiber die Reduktion von MV
in Echtzeit erfasst. In reduzierter Form nimmt MV 4 eine kraftige violette Farbe an, welche bei dem
entsprechenden Absorptionsmaximum von 604 nm gemessen werden kann. Uber die
Absorptionsdnderung AEsos wurde die Aktivitdt des Enzyms berechnet. Phenylpyruvat diente in der
katalysierten Reaktion der IOR als Elektronendonor und wurde gemeinsam mit Coenzym A zu
Phenylacetyl-Coenzym A umgesetzt (Abb. 30 A). Die Bestimmung des Temperaturoptimums erfolgte
bei einem pH-Wert von 7. Die maximale IOR-Aktivitdt konnte bei einer Temperatur von 57 °C erreicht
werden und betrug 9,8 + 0,6 U/mg Enzym (Abb. 29 B). Bei hoheren Temperaturen wurden weiterhin
hohe Aktivitdt gemessen, jedoch verlor das Enzym bei Temperaturen tGber 62 °C deutlich an Stabilitat.
Dies lieB sich durch eine hitzebedingte Denaturierung des Enzyms zuriickfiihren. Der optimale pH-Wert
wurde bei einer Temperatur von 37° C bestimmt (Abb. 29 C). Dabei konnte ein Aktivitdtsmaximum von
5741 + 759 U/mg Enzym bei einem pH-Wert von 9 ermittelt werden. Bei der Untersuchung des
optimalen pH-Werts zeigte sich derselbe pl6tzliche Aktivitats-Verlust, wie auch bei der Messung des

Temperatur-Optimums festgestellt wurde.
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Abbildung 30: Reaktionsschema fiir die Aktivititsmessungen der IOR aus P. vulgatus und Bestimmung des
Temperatur-Optimums sowie pH-Optimums. [A] Katalysierte Reaktion der IOR aus P. vulgatus. Als artifizieller
Elektronenakzeptor wurde Methylviologen verwendet. [B] Aktivitatsbestimmung der IOR bei verschiedenen
Temperaturen und einem pH-Wert von 7. [C] Aktivitatsprofil der IOR bei variierendem pH-Wert. Das pH-
Aktivitats-Spektrum wurde unter Verwendung des Mcllvaine-Puffersystems generiert. Die Messungen erfolgten
mit 5 pg aufgereinigtem Enzym in 40 mM Mcllvaine-Puffer. Als Substrate wurden 5 mM Phenylpyruvat und 0,1
mM Coenzym A eingesetzt. Fiir eine Erhohung der Enzymaktivitdt wurden 0,12 mM Thiaminpyrophosphat
zugegeben. Die Experimente wurden fiir jeden Messpunkt zweimal durchgefiihrt. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.

Um zu untersuchen, mit welcher Geschwindigkeit die IOR Phenylpyruvat oxidiert, wurde eine
Michaelis-Menten-Kinetik flir das Enzym mit MV als Akzeptor erstellt. Da P. vulgatus als
Darmkommensal physiologischen Bedingungen von ~37 °C und pH-Werte von ~6,8 ausgesetzt ist,
wurden bei diesen Bedingungen die maximale Umsatzrate Vmax Sowie der Ky-Wert der IOR bestimmt.
Zu diesem Zweck wurde die Konzentration an Phenylpyruvat im Test variiert und es wurden jeweils die
spezifischen Aktivitaten bei den entsprechenden Phenylpyruvat-Konzentrationen berechnet. Die
spezifischen Aktivitaten wurden gegen die Phenylpyruvat-Konzentrationen aufgetragen, wodurch sich

eine charakteristische Michaelis-Menten Kinetik ergab (Abb. 31).

Spezifische Aktivitédt [U/mg]

Vinax 5,79 U/mg

K, 0,113 mM
0 T T T 1
0 1 2 3 4

Phenylpyruvat [mM]

Abbildung 31: Michaelis-Menten-Kinetik zur Ermittlung des Km — und Vmax -Werts der IOR aus P. vulgatus in
Abhangigkeit der eingesetzten Phenylpyruvat-Konzentration. Die Messungen wurden bei einer Temperatur von
37 °C und einem pH-Wert von 7 durchgefiihrt. Die Aktivitat der IOR wurde Uber die Absorptionsdanderung AEeos
mit verschiedenen Phenylpyruvat-Konzentrationen gemessen. Fiir jeden Messpunkt wurde die Messung drei Mal
durchgefiihrt. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Die Bestimmung der kinetischen
Parameter erfolgte mithilfe nicht-linearer Regression mithilfe der Software GraphPad Prism 8.
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Fur die IOR konnte unter physiologischen Bedingungen eine maximale Umsatzrate von 5,79 U/mg
Enzym berechnet werden. AulRerdem zeigte das Enzym eine hohe Affinitdit zum Substrat
Phenylpyruvat, da der Km— Wert im mikromolaren Bereich lag und ein Wert von 113 uM annahm. Aus
der maximalen Umsatzrate Vmax lieR sich Uber die Stoffmenge an IOR, welche in einem mg vorhanden
ist, die Wechselzahl K.t ermitteln. Diese betrug 7,8 s (Substratumsetzungen/Sekunde), welche durch
ein Molekil des Enzyms katalysiert werden kann. Unter physiologischen Bedingungen sind Enzyme
dulerst selten mit Substrat gesattigt, sodass die Reaktionsgeschwindigkeit nicht nur davon abhangt,
wie schnell die Enzymmolekiile ihr Substrat umsetzen, sondern auch davon, mit welcher Effizienz diese
Umsetzung geschieht. Diese katalytische Effizienz wird durch den Quotienten aus Kct und Ku

ausgedriickt, und betrug in dieser Charakterisierung 69,3 s mM™.

3.4.2.4 Heterologe Produktion und Aufreinigung der Phenylessigsdaure Coenzym A Ligase BVU_2276
aus P. vulgatus

Das nachste Enzym, welches naher charakterisiert werden sollte, war die Phenylacetyl-CoA Ligase
BVU_2276 aus P. vulgatus. Fiir die heterologe Produktion und Aufreinigung wurde das Gen bvu_2276
in den Uberexpressionsvektor pASK5 kloniert. Unter Verwendung der Primer pASK5_BVU2276 fw/rev
wurde Gen direkt aus dem Genom von P. vulgatus amplifiziert und Uber die Modifizierung der
Primersequenzen wurde das Amplifikat stromauf- und abwarts der codierenden Region mit
Schnittstellen fir das Resktriktionsenzym Bsal versehen. Die aufgereinigten Amplifikate sowie der
Vektor pASK5 wurden mit den Restriktionsenzymen Bsal verdaut und anschliefend zur Erzeugung des
Konstrukts pASK5_BVU 2276 ligiert (Abb. 32 A). Das ligierte Konstrukt wurde mittels Hitzeschock-
Transformation in E. coli NEB® DH5a eingebracht und die korrekte Klonierung wurde tiber eine Kolonie-
PCR gepriift. Die Verwendung der Primer pASK_for und pASK_rev (Kap. 2.2.2) fiihrte zur Erzeugung
eines Fragments mit einer erwartungsgemalen Grofle von 1528 bp (Abb. 32 B). Die Fusion eines N-
terminalen Strep-Tags, welches auf dem pASK5 Vektor stromaufwarts vor dem inserierten gen
bvu_2276 codiert, ermoglichte die affinitdtschromatographische Aufreinigung des heterolog
produzierten Proteins. Anhand der Proteinquantifizierung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde eine
Poteinausbeute von 27 mg/| Kultur ermittelt. Um die GréRe und Reinheit des Enzyms zu bestatigen,
wurden die aufgereinigten Proteine mittels SDS-Page und Silberfarbung analysiert (Abb. 32 C). Es
konnte eine einzelne Bande mit einer GrofRe von etwa 48 kDa detektiert werden, was der berechneten
GroRe der Phenylacetyl-CoA Ligase in Kombination mit dem Strep-Tag entsprach. Neben der

erwarteten Protein-Bande konnten keine weiteren Verunreinigungen festgestellt werden.
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Abbildung 32: Konstruktion des Vektors pASK5_BVU_2276 und SDS-Page Analyse von BVU_2276. [A]
Plasmidkarte des Konstrukts pASK5_BVU_2276 fiir die heterologe Uberproduktion in E. coli DH5a. [B] Kolonie-
PCR zum Nachweis des Konstrukts pASK5_BVU_2276 in E. coli DH5a. Amplifizierung fiihrte zu einem Fragment
mit der erwarteten GréRe von 1528 bp. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). [C]
Silberfarbung des aufgereinigten Protein BVU_2276. Die detektierte Bande entsprach der berechneten GroRe
von 48,7 kDa. M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland).

3.4.2.5 Charakterisierung der Phenylacetyl-Coenzym A Ligase aus P. vulgatus (BVU_2276)

GemaR Literatur katalysiert die Phenylacetyl-CoA Ligase unter natirlichen Bedingungen die Bildung
von Phenylacetyl-CoA aus Phenylessigsaure durch den Verbrauch von ATP (Martinéz et al., 1990;
Luengo et al., 2001; Wang et al., 2007). Fir den hier hypothetisierten Stoffwechselweg bedarf es
jedoch der Rickreaktion, der Bildung von ATP sowie Phenylessigsdure, ausgehend von Phenylacetyl-
CoA (Abb. 33 A). Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Enzyms wurde demnach zunichst die
natlirliche Reaktion untersucht, wobei die Aktivitdt durch einen diskontinuierlichen Nachweis von
Pyrophosphat (PPi) nach einer modifizierten Methode von Kuang et al. (2007) ermittelt wurde. Nach
Start der Enzym-Reaktion wurde zu verschiedenen Zeitpunkten Proben fiir den PPi-Nachweis
entnommen und aufbereitet. Die Detektion der PPi-Bildung erfolgte (iber die Absorption eines farbigen
Molybdat-PPi-Komplexes bei einer Wellenlange von 580 nm. Zur Bestimmung der Enzymaktivitat
wurden Reaktionsansatze in HEPES-Puffer (pH7) mit 25 ug des Enzyms bei einer Temperatur von 37 °C
inkubiert. Als Substrate wurden 0,25 mM ATP, 0,1 mM Coenzym A sowie 2 mM Phenylessigsdure
verwendet, wobei sowohl der Ky- als auch der Vuax-Wert fiir die Substrate ATP und Phenylessigsaure

ermittelt wurden (Abb. 33 B & C).
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Abbildung 33: Reaktionsgleichung der Phenylacetyl-CoA Ligase aus P. vulgatus sowie Bestimmung des Km- und
Vmax-Wertes fiir die Substrate ATP und Phenylessigsaure. Die Messungen wurden unter anaeroben Bedingungen
bei einer Temperatur von 37 °C und einem pH-Wert von 7 durchgefiihrt. Die Aktivitat der Phenylacetyl-CoA Ligase
wurde diskontinuierlich liber die Messung von freigesetztem PPi bei einer Wellenldnge von 580 nm gemessen.
Durch die daraus resultierende Absorptionsanderung AEsso wurde die Enzym-Aktivitdt berechnet. [A]
Reaktionsgleichung der katalysierten Reaktion der Phenylacetyl-CoA Ligase aus P. vulgatus. [B] Michaelis-
Menten Kinetik fur die Bestimmung der kinetischen Parameter Kv und Vmax flir das Substrat ATP. [C] Michaelis-
Menten Kinetik fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter Km und Vmax flir das Substrat Phenylessigsaure.
Fir jeden Messpunkt wurde die Messung drei Mal durchgefiihrt. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung. Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte mithilfe nicht-linearer Regression
unter Verwendung der Software GraphPad Prism 8.

Die Maximale Umsatzrate Vmax von BVU_2276 betrug fur ATP 0,14 U/mg und der entsprechende Ky-
Wert belief sich auf 73 uM. Zwar sprach der ermittelte Ky-Wert flir eine hohe Affinitat der
Phenylacetyl-CoA Ligase zu dem Substrat ATP, jedoch bewegt sich die berechnete Geschwindigkeit auf
einem sehr niedrigen Niveau. Fiir das Substrat Phenylessigsdaure konnten mit einem Ky-Wert von 64
UM und einem Vmax-Wert von 0,13 U/mg dhnliche Werte ermittelt werden. Die Wechselzahl Kc.: des
Enzyms betrug fir ATP 0,11 s, und fiir Phenylessigsdure 0,105 s?. Die daraus resultierenden
katalytischen Effizienzen beliefen sich auf 1,55 s mM? fir ATP, und auf 1,63 s mM? fir
Phenylessigsaure. Die Phenylacetyl-CoA-Ligase zeigte zwar in absoluten Werten eine effizientere
Umsetzung von Phenylessigsdure zu Phenylacetyl-CoA, jedoch lag die katalytische Effizienz auf einem
sehr geringen Niveau. Grundsatzlich bestéatigte dieses Experiment die Funktionalitat des Enzyms sowie

die Fahigkeit zur Katalyse der in der Literatur aufgefiihrte Reaktion.
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3.4.2.6 Nachweis der Phenylessigsdure-Bildung durch die Indolpyruvat-Oxidoreduktase in
Kombination mit der Phenylessigsdure-CoA-Ligase aus P. vulgatus.

Im nachsten Experiment sollte der kritische Reaktionsschritt des postulierten Stoffwechselweges zur
Bildung von Phenylessigsdure nachgewiesen werden. Dazu wurde ein Kombinationsassay
durchgefiihrt, bei dem sowohl die IOR als auch die Phenylacetyl-CoA Ligase gleichzeitig eingesetzt
wurden. Da das bendtigte Substrat Phenylacetyl-CoA zum Zeitpunkt der Untersuchungen nicht
kommerziell erhaltlich war, musste es mithilfe der IOR als Hilfsenzym bereitgestellt werden. Fir dieses
Kombinationsassay wurde das Messverfahren fiir die Aktivitdt der IOR angepasst. Es wurde Coenzym
A (50 uM) als limitierender Faktor im Assay eingesetzt, sodass die Reduktion von Methylviologen durch
die IOR nach kurzer Zeit abbrach. AnschlieRend wurden dem Assay 0,2 mM AMP, 0,2 mM PPi sowie 25
ug der Phenylacetyl-CoA Ligase zugefiigt. Nach dem Erliegen der Reaktion benotigt die IOR weiteres
Coenzym A, um aus Phenylpyruvat Phenylacetyl-CoA zu synthetisieren. Im Laufe der Reaktion durch
die Phenylacetyl-CoA Ligase wurde Phenylacetyl-CoA zu Phenylessigsdure umgesetzt, und das

freigesetzte CoA steht fur den ersten Reaktionsschritt der IOR wieder zu Verfliigung (Abb. 34 A).
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Abbildung 34: Kombinationsassay der Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) mit der Indolpyruvat-
Oxidoreduktase (BVU_2273/2274) aus P. vulgatus. [A] Schematische Darstellung der Reaktion im
Kombinationsassay mit der IOR (BVU_2273/2274) und der Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) aus P. vulgatus.
[B] Qualitative Messung der Enzymaktivitdt der Phenylacetyl-CoA Ligase fiir die Produktion von Phenylessigsaure,
messbar durch die Reduktion von Methylviologen. Zunachst wurde dem Assay Coenzym A in limitierter
Konzentration (50 uM) zugefihrt. Nach der vollstindigen Umsetzung von Coenzym A zu Phenylacetyl-CoA
stoppte die Reaktion. Durch die Zugabe der Phenylacetyl-CoA Ligase konnte erneut eine Reduktion von
Methylviologen gemessen werden. [C] Nachweis der ATP-Bildung im Kombinationsassay mit verschiedenen
Konzentrationen der Phenylacetyl-CoA Ligase.

In einer qualitativen Aktivitaitsmessung konnte tatsachlich gezeigt werden, dass die Phenylacetyl-CoA
Ligase aus P. vulgatus zu der Riickreaktion von Phenylacetyl-CoA zu Phenylessigsdure befahigt ist (Abb.
34 B). Somit konnte die Phenylessigsaure-Bildung in P. vulgatus anhand dieses Kombinationsassays in
vitro bestatigt werden. Weiterhin war Uber die Bildung von ATP eine Aktivitatscharakterisierung
moglich (Abb. 34 C). Fiir die Phenylacetyl-CoA Ligase konnte Uiber die Freisetzung von ATP eine Aktivitat

von 2,5 £ 0,6 U/mg unter den hier getesteten Bedingungen ermittelt werden. Somit war die Aktivitat
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von BVU_2276 fir die Reaktion in Richtung Phenylessigsdure um den Faktor 18 hdher als es bei der
Reaktion in Richtung Phenylacetyl-Coenzym A der Fall war. Zusammenfassend lieB sich feststellen, dass
nicht nur die Reaktion von Phenylacetyl-CoA zu Phenylessigsaure moglich war, sondern dass diese

vermutlich auch die primare Reaktion darstellt, die BVU_2276 katalysiert.

3.4.2.7 In Vivo Nachweis der Phenylessigsaure-Bildung in P. vulgatus.

Nachdem in vitro die Stoffwechselwege von Phenylpyruvat zu Phenylessigsaure nachgewiesen
wurden, fehlte letztlich die Bestatigung der Phenylpyruvat-Bildung ausgehend von Phenylalanin in P.
vulgatus. Fur diesen Schritt bedarf es einer Aminotransferase, welche die Reaktion von Phenylalanin
zu Phenylpyruvat katalysiert. Eine solche Aminotransferase (BVU_2276) ist zwar im gleichen Operon
wie der IOR (BVU_2273/2274) sowie der Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) codiert, jedoch konnte
der Funktionsnachweis fiir die Aminotransferase trotz aller Bemihungen nicht erbracht werden. Das
Enzym lieR sich in kleinen Mengen durch eine Affinitatschromatographie aufreinigen, zeigte aber
keinerlei Aktivitat. Somit wurde die Rekonstruktion des Stoffwechsel-Wegs in vitro als nicht mehr
zielfihrend erachtet. Stattdessen wurden weitere Bemiihungen darauf gerichtet, den Stoffwechsel-
Weg direkt in P. vulgatus nachzuweisen. Fiir die Evaluation dieser Theorie wurde die Aminotransferase
BVU_2275 in den Shuttle-Vektor pG106 kloniert, um das Enzym unter Verwendung des /dh-Promotors

in groReren Mengen homolog in P. vulgatus zu produzieren (Abb. 35 A, B).

-3000 bp
pG106_IdhnP_2275 -2000 bp
10,838 bp -1500 bp
-1000 bp

-500 bp

Abbildung 35: Konstruktion des Vektors pG106_I/dhnP_2276 Bildung von Phenylessigsaure durch P. vulgatus.
[A] Plasmidkarte von pG106_/dhnP_2275 fiir die homologe Uberproduktion der Aminotransferase BVU_2275 aus
P. vulgatus. [B] Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der Aufnahme von pG106_/dhnP_2275 durch P.
vulgatus. Unter Verwendung der Primer pG106 Screening fw/rev konnte ein Amplifikat der erwartungsgemaRen
GrofRe von 1858 bp detektiert werden. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland).
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Zunachst wurden Wachstumsexperimente durchgefiihrt um zu tiberprifen, ob der P. vulgatus Wildtyp
bereits ohne genetische Modifikation zur Bildung von Phenylessigsdure befahigt ist. Zu diesem Zweck
wurde der Organismus bis zur spaten exponentiellen Phase in DMMG-Medium mit verschiedenen
Konzentrationen an Phenylalanin (0-25 mM) kultiviert. Die anschlieBende HPLC-Analyse zeigte, dass
Phenylessigsaure in kleinen Mengen vom P. vulgatus Wildtyp gebildet werden kann (Abb. 36).
Aufgrund dieser Beobachtung in Kombination der Charakterisierungsergebnisse der IOR und der
Phenylacetyl-Coenzym A Ligase wurde angenommen, dass die Aminotransferase bei der Bildung von

Phenylessigsaure den limitierenden Faktor darstellen kdnnte.

Nach Klonierung und Transformation des Konstrukts pG106_/dhnP_2275 in P. vulgatus wurden die
Wachstumsexperimente auf DMMG-Medium mit Phenylalanin-Supplementation wiederholt, um den
Einfluss der BVU_2275-Uberproduktion zu untersuchen. Abbildung 36 A zeigt schematisch den
Stoffwechselweg fiir die Bildung von Phenylessigsaure. Fir die Analyse der Phenylessigsdaure-Bildung
wurden mehrere Kulturen des P. vulgatus Wildtyps und des Plasmid-tragenden Stamms in 50 ml
DMMG-Medium mit verschiedenen Konzentrationen an Phenylalanin (0 bis 25 mM) bis zum Erreichen
der spaten exponentiellen Phase bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden aus den Kulturen Proben

entnommen und mithilfe von HPLC-Analysen hinsichtlich der Bildung von Phenylessigsaure untersucht

(Abb. 36 B).
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Abbildung 36: Synthese von Phenylessigsdure in P. vulgatus. [A] Schematische Darstellung des Phenylalanin-
Stoffwechsels mit Hinblick auf die Bildung von Phenylessigsaure. [B] Vergleich der gebildeten Menge an
Phenylessigsdure zwischen P. vulgatus Wildtyp und der Plasmid-tragenden Variante P. vulgatus pG106 2275.
Analyse der Phenylessigsdure-Konzentrationen erfolgte iber HPLC. Als Probenmaterial wurde Uberstand von
Kulturen aus der spaten exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Die Kultivierung erfolgte in 50 ml DMMG-
Medium mit zuséatzlicher Supplementation von Phenylalanin in verschiedenen Konzentrationen.

Diese Wachstumsexperimente flihrten zu zwei wichtigen Erkenntnissen: Zum einen konnte
beobachtet werden, dass die Supplementation von Phenylalanin essenziell fir die Bildung von

Phenylessigsaure war. Weder im Wildtyp, noch in der Plasmid-tragenden Variante konnte eine Bildung
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von Phenylessigsdaure ohne Zusatz von Phenylalanin nachgewiesen werden. Zum anderen wurde die
Funktion der Aminotransferase BVU_2275 bestatigt. Wahrend der Wildtyp erst bei 8 mM
supplementiertem Phenylalanin eine geringe Konzentration an Phenylessigsdure bildete (2,7 £ 0,4
umol/g TG), so konnte bei der Mutante bereits bei 2 mM zugesetztem Phenylalanin eine Produktion
von 14,6 + 3,5 umol Phenylessigsaure/g TG ermittelt werden. Um die maximale Produktionsrate unter
diesen Bedingungen festzustellen, wurde die Menge an Phenylalanin sukzessive auf bis zu 25 mM
erhoht. Es zeigte sich, dass der Plasmid-tragende Stamm eine maximale Produktion von 60 + 6 umol/g
TG erreichen konnte. Der Wildtyp-Stamm hingegen erreichte eine maximale Produktion von 14,7 £1,3
umol/g TG. Somit konnte die Produktion von Phenylessigsdure mit der homologen Uberproduktion der
Aminotransferase BVU_2275 um das Vierfache gesteigert werden. AuSerdem liel8 sich die natirliche
Fahigkeit der Phenylessigsdure-Produktion von P. vulgatus nachweisen. Problematisch fiir eine
biotechnologische Produktion sind jedoch die geringen Ausbeuten. Zwar konnte gezeigt werden, dass
die Bildung von Phenylessigsaure in P. vulgatus moglich ist, jedoch bewegt sich die Produktausbeute

im mikromolaren Bereich.

3.4.3 Bildung von Zimtsdure und Cumarsdure

Neben der Bildung von Phenylessigsdure besitzt P. vulgatus das Potenzial fiir die Bildung von zwei
weiteren biotechnologisch interessanten Substanzen: Zimtsaure und Cumarsdure. Beide dieser
Substanzen finden in industriellen Produktionen Anwendungen, z.B. bei der Herstellung von
thermostabilen Kunststoffen (Kaneko et al., 2006, Sariaslani, 2007) oder fir die Verwendung als
Vorlaufer-Molekile im Rahmen pharmakologischer Synthesen sowie Nahrungszusatze (Chemler and
Koffas, 2008). Zwar konnen Zimt- und Cumarsdure bereits aus nachhaltigen Ressourcen wie
Pflanzenresten gewonnen werden, jedoch bendétigen die Extraktionsprozesse sehr viel Aufwand und
sind nicht sehr gewinnbringend (Vitaly et al., 2020). Daher existiert ein groBes Interesse an der
biotechnologischen Herstellung dieser beiden Substanzen. Grundsatzlich basieren aktuelle
Bestrebungen fiir die Produktion von Zimtsdure und Cumarsaure darauf, Pflanzenproteine aus dem
Phenylpropanoid-Metabolismus heterolog in anderen Organismus zu produzieren (Vargas-Tah et al.,
2015). In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob und in welchem AusmalR sich P. vulgatus

sich fir diese biotechnologische Anwendung eignet.

3.4.3.1 Bioinformatische Analysen zu Ammoniak Lyasen in P. vulgatus

Die prominenteste Enzymklasse fiir die Bildung von Zimt- und Cumarsdure wird als Ammoniak Lyase
bezeichnet [EC 4.3.1.X]. Diese Enzymklasse ist in der Lage die Aminogruppe aus Histidin, Phenylalanin
oder Tyrosin zu eliminieren (Abb. 37). Primér existiert diese Proteinfamilie in Pflanzen und ist dort
verantwortlich fiir den ersten Schritt der Synthese von Polyphenolen (Fritz et al., 1976). Die Produkte

dieser Enzymklasse hangen vom eingesetzten Substrat ab, und fir jedes Substrat existiert in der Regel
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ein respektives Enzym. So entsteht aus Histidin Urocaninsdure durch eine Histidin Ammoniak Lyase
(HAL [EC 4.3.1.3]), aus Phenylalanin entsteht Zimtsdure durch eine Phenylalanin Ammoniak Lyase (PAL
[EC 4.3.1.25]), und aus Tyrosin wird Cumarsaure durch eine Tyrosin Ammoniak Lyase (TAL [EC
4.3.1.23]) gebildet.
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Phenylalanin H Zimtsaure
i
(0] H’N\H (o]
/©/\‘)LOH /@A\)LOH
NH
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Abbildung 37: Eliminierung der Aminogruppe aus Histidin, Phenylalanin und Tyrosin durch eine aromatische
Aminosdauren Ammoniak Lyase (AAL). Je nach Ausgangssubstrat entsteht durch die Eliminierung der
Aminogruppe aus Histidin Urocaninsdure, aus Phenylalanin Zimtsdure und aus Tyrosin p-Cumarsaure.

Eine Besonderheit dieser Enzymklasse ist die prosthetische Gruppe 3,5-dihydro-5-methyldiene-4H-
imidazol-4-one (MIO). MIO bildet sich autokatalytisch aus einem Alanin-Serin-Glycin Motif im Protein
und ist bereits in der primdaren Aminosauresequenz des Enzyms erkennbar. Daher eignete sich der
Cofaktor MIO als Anhaltspunkt fiir die Identifizierung einer Ammoniak Lyase in P. vulgatus. Zum Zweck
der Identifizierung wurden blastp-Alignments mit den Primarsequenzen bekannter Ammoniak Lyasen
aus verschiedenen Organismen durchgefiihrt und mit dem Genom von P. vulgatus verglichen (Abb.

38).
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PcPAL EILEAITKFLNONITPCLPLRGTITEREDLVPLSY IAGLLTGRPNSKAVGPTGVILSPEE 236

AtPAL EILEAITSFLNNNITPSLPLRGTITHMEICDLVPLSY IAGLLTGRPNSKATGPNGEALTAEE 245
.ok * - * - * K ok ok koo . PR

Abbildung 38: Multisequenzvergleich verschiedener aromatischer Aminosdauren Ammoniak Lyasen (AAL).
Gezeigt ist ein Ausschnitt des Alignments mit Markierung des charakteristischen Motifs fiir die Bildung der
prosthetischen Gruppe MIO. HsaHAL: Histidin Ammoniak Lyase aus Homo sapiens (hsa:3034); FjTAL: Tyrosin
Ammoniak Lyase aus Flavobacterium johnsoniae (fjoh_1109); BcAAL: Aromatische Ammoniak Lyase aus
Bacteroides cellulosilyticus (BcellWH2_03919); PvHAL: Histidine Ammoniak Lyase aus P. vulgatus (bvu_1010);
NpHAL: Histidin Ammoniak Lyase aus Nostoc punctiforme (npun_R2068); ZmPAL: Phenylalalnin Ammoniak Lyase
aus Zea mays (zma:542258); PcPAL: Phenylalanin Ammoniak Lyase aus Petroselinum crispum (ag:CAA68938);
AtPAL: Phenylalanin Ammoniak Lyase aus Arabidopsis thaliana (at2g37040).
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Anhand dieser Analyse konnte ein Gen in P. vulgatus identifiziert werden, welches das
charakteristische MIO-Motif aufwies und als Histidin Ammoniak Lyase annotiert war (bvu_1010). Flr
die Produktion von Zimt- und Cumarsaure wird jedoch eine PAL, bzw. eine TAL bendtigt. Die HAL
BVU_1010 wurde bisher nur bioinformatisch annotiert, daher wurde in den folgenden Experimenten
das Substratspektrum, das Produktspektrum und die kinetischen Parameter von BVU_1010

untersucht.

3.4.3.2 Heterologe Produktion und Aufreinigung von BVU_1010

Fir eine ndhere Charakterisierung des Enzyms BVU_1010 wurde das Gen bvu_1010 in den
Uberexpressionsvektor pASK IBA 3 (IBA Lifesciences, Gottingen, Deutschland) kloniert. Das Gen
bvu_1010 wurde mit den Primern pASK3_1010_fw/rev aus dem Genom von P. vulgatus amplifiziert,
und tber die Primersequenzen wurde dem Amplifikat eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Bsal
stromaufwarts und stromabwarts der codierenden Region angefligt. Durch den Verdau der
aufgereinigten Amplifikate und des pASK3 Vektors mit dem Restriktionsenzym Bsal und
anschlieRender Ligation wurde das Konstrukt pASK3_BVU_1010 generiert (Abb. 39 A). Zum Zweck der
Proteinproduktion wurde das Plasmids liber Hitzeschock-Transformation in E. coli DH5a eingebracht.
Die Verwendung der Primer pASK_for/rev (Kap. 2.2.2) fihrte zur Erzeugung eines Fragments mit einer
erwarteten GrofRe von 1607 bp, und bestatigte somit die korrekte Klonierung des Konstrukts (Abb. 39
B).
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Abbildung 39: Konstruktion des Vektors pASK_BVU_1010 und SDS-Page Analyse von BVU_1010. [A]
Plasmidkarte des Konstrukts pASK_BVU_1010 fiir die heterologe Uberproduktion in E. coli DH5a. [B] Kolonie-PCR
zum Nachweis des Konstrukts pASK_BVU_1010 in E. coli DH5a. Die Amplifizierung unter Verwendung der Primer
pASK_for/rev fuhrte zu einem Fragment mit der erwarteten GréRe von 1607 bp. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-
Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). [C] Silberfarbung des aufgereinigten Protein BVU_1010. Die SDS-
PAGE Analyse ergab eine einzige Bande mit der erwarteten GrofRe von 58 kDa. M: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland).

Die Aufreinigung von BVU_1010 erfolgte mittels Affinitatschromatographie anhand des C-terminalen

Strep-Tags, welcher auf dem pASK 3 Vektor stromabwarts vor dem inserierten Gen bvu_1010 codiert.
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Die Poteinausbeute betrug nach Bradford (Bradford, 1976) 51 mg/l Kultur. Fiir die Bestatigung der
GroRe und Reinheit des Proteins wurde das aufgereinigte Enzym mittels SDS-Page und Silberfarbung
analysiert (Abb. 39 C). Es konnte eine einzelne Bande mit einer GréRe von etwa 58 kDa detektiert
werden, was der berechneten Grol3e der Histidin Ammoniak Lyase BVU_1010 in Kombination mit dem

Strep-Tag entsprach.

3.4.3.3 Untersuchung der moglichen Substrate und Produkte von BVU_1010

Nach Aufreinigung des Proteins BVU_1010 aus P. vulgatus wurde zunachst das Substrat- und
Produktspektrum des Enzyms untersucht. Obwohl BVU_1010 als Histidin-Ammoniak-Lyase annotiert
wurde, ist dies bisher nicht durch genauere Untersuchungen bestatigt worden. Daher wurde die
Aktivitat des Enzyms qualitativ mit den drei méglichen Substraten Phenylalanin, Tyrosin und Histidin
getestet (Abb. 40 A). Fiir diese Analysen wurden 10 pg Protein in 50 mM HEPES-Puffer (pH 7) mit 20
mM des jeweiligen Substrats verwendet. Die Enzymaktivitdit konnte in Echtzeit Uber das
Absorptionsmaximum des entsprechenden Produkts gemessen werden. Dabei betrdagt das
Absorptionsmaximum von Cumarsaure 310 nm, das Maximum von Zimtsdure 295 nm und das
Maximum von Urocaninsaure 277 nm. Es konnte beobachtet werden, dass BVU_1010 entgegen der
Annotation keinerlei Aktivitdt mit Histidin als Substrat zeigte. Daflir wurde die Umsetzung von
Phenylalanin und Tyrosin bestatigt, wobei das Enzym eine deutlich héhere Aktivitat mit Tyrosin als mit

Phenylalanin aufwies.
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Abbildung 40: Analyse der méglichen Substrate und Produkte der Histidin Ammoniak Lyase BVU_1010 aus P.
vulgatus. [A] Identifizierung des primaren Substrats von BVU_1010. Der Ansatz beinhaltete 50 mM HEPES Puffer
(pH 7), 20 mM Tyrosin/Phenylalanin/Histidin als Substrat und 10 ug BVU_1010. Die Bildung der Produkte erfolgte
bei den Wellenlangen der respektiven Absorptionsmaxima: 310 nm bei Cumarsaure, 295 nm bei Zimtsaure und
277 nm bei Urocaninsdure. [B] Bestatigung des Produktspektrums von BVU_1010 mittels HPLC-Analyse. Es
wurden 2 mM Zimtsaure und Cumarsdure als Standard-Vergleich eingesetzt. Als Proben diente Material aus dem
Enzym-Assay mit Phenylalanin und mit Tyrosin als verwendetes Substrat.

Die Bildung von Zimtsdure aus Phenylalanin sowie die Bildung von Cumarsaure aus Tyrosin wurde
zusatzlich tGber HPLC-Analysen bestatigt (Abb. 40 B). Es wurde Material aus dem Enzym-Assay mit

Standardsubstanzen von Zimt- und Cumarsaure verglichen. So konnte das Produktspektrum von
97



3. Ergebnisse

BVU_1010 eindeutig bestatigt werden. Der Einsatz von Tyrosin als Substrat flihrte zu der Bildung von
Cumarsaure und die Verwendung von Phenylalanin als Substrat fiihrte zu der Bildung von Zimtsaure.
Basierend auf diesem Ergebnis lasst sich das Enzym nicht als Histidin Ammoniak Lyase (HAL)
charakterisieren, sondern als Tyrosin Ammoniak Lyase. Aufgrund der Strukturellen Ahnlichkeit von
Tyrosin und Phenylalanin ist die Spezifitdt von TAL sowie PAL oft nicht ausreichend, sodass TAL auch
Phenylalanin als Substrat akzeptieren. Im Gegenzug kénnen auch PAL mit Tyrosin Aktivitat zeigen,

jedoch ist die Aktivitat mit dem sekundaren Substrat deutlich geringer (Rosler et al., 1997).

3.4.3.4 Bestimmung der kinetischen Parameter von BVU_1010

Die heterolog produzierte TAL aus P. vulgatus wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Desaminierung
von Tyrosin und Phenylalanin untersucht. Zu diesem Zweck wurden die kinetischen Parameter des
Enzyms BVU_1010 fir diese beiden Substrate bestimmt. Um die optimalen Reaktionsbedingungen zu
ermitteln wurde die Aktivitat des rekombinanten Proteins in Assays mit variierender Temperatur oder
pH-Werten bestimmt (Abb. 41). Bei diesen Experimenten wurde deutlich, dass das Enzym die héchste

Aktivitat unter Verwendung von Tyrosin als Substrat erreicht.

Bezlglich des Temperaturoptimum konnte eine leichte Verschiebung in Abhangigkeit des Substrats
beobachtet werden. Unter Verwendung von Tyrosin als Substrat wurde eine optimale Aktivitdt des
Enzyms mit 0,49 £ 0,04 U/mg bei einer Temperatur von 61 °C ermittelt (Abb. 41 A). Die Verwendung
von Phenylalanin als Substrat verschob das Temperaturoptimum auf 67 °C, bei welcher eine Aktivitat

von 0,03 + 0,003 U/mg berechnet wurde (Abb. 41 B).
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Abbildung 41: Aktivitdt der TAL BVU_1010 aus P. vulgatus in Abhangigkeit von Temperatur, pH-Wert und
Substrat. Die Charakterisierung erfolgte mit 10 pg Enzym und 20 mM Substrat. Fir die Bestimmung des
optimalen pH-Wertes wurden die Ansidtze in 40 mM Mcllvaine Puffer mit verschiedenen pH-Werten
durchgefiihrt. Die Experimente erfolgten fir jeden Messpunkt zweimal. Die Fehlerbalken représentieren die
Standardabweichung. [A] Aktivitatsbestimmung der TAL bei verschiedenen Temperaturen unter Verwendung
von Tyrosin als Substrat. [B] Aktivitdtsbestimmung der TAL bei verschiedenen Temperaturen mit Phenylalanin als
Substrat. [C] Bestimmung des optimalen pH-Wertes unter Verwendung von Tyrosin als Substrat. [D] pH-Optimum
von BVU_1010 mit Phenylalanin als Substrat.

Das Aktivitatsprofil bei verschiedenen pH-Wert unterschied sich hingegen kaum zwischen den beiden
Substraten. Die hochste Aktivitat konnte, unabhéngig von Tyrosin oder Phenylalanin als verwendetes
Substrat, zwischen einem pH-Wert von 8,5 und 9 nachgewiesen werden. Bei einem pH-Wert von 8,5
unter Verwendung von Tyrosin als Substrat wurde eine Aktivitdt von 0,74 + 0,04 U/mg ermittelt. Wurde

Phenylalanin als Substrat verwendet, so betrug die Aktivitat 0,04 + 0,004 U/mg.

Fir die Ermittlung der kinetischen Parameter wurden die Substratkonzentrationen fiir die
Aktivitatsberechnungen variiert. Die Bestimmung dieser Parameter erfolgte bei physiologischen
Bedingungen von 37 °C und einem pH-Wert von 7, um die natlirlichen Begebenheiten des Dickdarms
als Lebensraum von P. vulgatus widerzuspiegeln. Durch die Auftragung einer nicht-linearen Regression
nach Michaelis-Menten konnten die Ku-Werte sowie die Vmax-Werte fiir beide Substrate bestimmt

werden (Abb. 42)
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Abbildung 42: Bestimmung des Kv- und Vmax-Wertes von BVU_1010 fiir die Substrate Tyrosin und Phenylalanin.
Die Messungen erfolgten mit 10 ug Enzym bei einer Temperatur von 37 °C und in Kalium-Phosphat-Puffer (pH 7).
Die TAL-Aktivitdat von BVU_1010 wurde Uber die Absorptionsdanderung AEsio gemessen, und die PAL-Aktivitat
Uber die Absorptionsanderung AE2es. Fiir die Erstellung einer Michaelis-Menten Kinetik wurden die Substrat-
Konzentration variiert. Jeder Messpunkt wurde zweimal gemessen und die daraus resultierende
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken reprasentiert. Die Bestimmung der kinetischen Parameter
erfolgte mithilfe nicht-linearer Regression mithilfe der Software GraphPad Prism 8. [A] Michaelis-Menten Kinetik
fur die Bestimmung der kinetischen Parameter Km und Vmax flir das Substrat Tyrosin. [B] Michaelis-Menten Kinetik
fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter Km und Vmax flir das Substrat Phenylalanin.

Die Maximale Umsatzrate Vmax betrug fir Tyrosin 0,13 U/mg und der ermittelte Ky-Wert belief sich auf
0,042 mM. Zwar entsprach der Ky-Wert einer hohen Affinitat von BVU_1010 mit dem Substrat Tyrosin,
jedoch bewegte sich die berechnete maximale Geschwindigkeit auf einem sehr niedrigen Niveau. Im
Vergleich dazu zeigte das Substrat Phenylalanin einen deutlichen Unterschied mit einem Ky-Wert von
36 MM und einem Vma-Wert von 0,05 U/mg. BVU_1010 verfiigt somit Giber eine um den Faktor 100
hohere Affinitat und eine 2,6-fache Umsatzrate mit Tyrosin als Substrat im Vergleich zu Phenylalanin.
Durch die Bestimmung der Wechselzahl K.,: wurde gezeigt, dass BVU_1010 pro Molekil Enzym mit
Phenylalanin 0,07, und mit Tyrosin 0,13 Substrat-Umsetzungen/Sekunde katalysiert. Somit setzt das
Enzym fast doppelt so viele Molekiile Tyrosin wie Phenylalanin in einer Sekunde um. Die daraus
resultierende katalytische Effizienz verdeutlichen noch einmal, dass es sich bei Tyrosin um das primare
Substrat von BVU_1010 handeln muss: fiir Phenylalanin betrug die Effizienz 0,002 s* mM?, und fiir
Tyrosin 3 s mM™. Diese kinetischen Parameter charakterisieren das Enzym BVU_1010 eindeutig als
Tyrosin-Ammoniak-Lyase mit geringer Phenylalanin-Ammoniak-Lyase-Aktivitat. Jedoch stellt die
geringe maximale Aktivitat fur eine biotechnologische Anwendung dieses Enzyms ein Problem dar.
Obwohl BVU_1010 eine eindeutige TAL-Aktivitdt mit hoher Affinitat zu Tyrosin aufwies, ist das Enzym
aufgrund der niedrigen Umsatzrate ungeeignet fir die Anwendung in der Cumarsaure-Produktion. Die
Bedingungen fiir kinetische Analysen unterscheiden sich jedoch haufig von in vivo Bedingungen, daher

kénnte die Leistungsfahigkeit von BVU_1010 im Organismus vorteilhaftere Dimensionen annehmen
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(Jendresen et al., 2015). Um zu liberpriifen, ob die Aktivitdt des Enzyms unter in vivo Bedingungen fir

eine Produktion geeignet ist, sollte BVU_1010 homolog in P. vulgatus iberproduziert werden.

3.4.3.5 Klonierung des Shuttle-Vektors pG106_/dhnP_bvu1010

Analog zu der Uberproduktion der PFL (bvu_2880) in P. vulgatus, welche zu einer erhéhten Bildung
von Formiat fuhrte, wurde nun versucht die Produktion von Zimt- und/oder Cumarsaure durch die
homologe Uberexpression von bvu_1010 in P. vulgatus zu erméglichen. Zu diesem Zweck wurde das
Gen bvu_1010 mittels einer DNA-Assemblierung in den Shuttle Vektor pG106 kloniert. Durch die
Verwendung der Primer AssBVU_1010 fw/rev (Kap. 2.2.2) wurde das Gen bvu_1010 aus
chromosomaler DNA von P. vulgatus mit komplementaren Enden zum Vektorriickgrat amplifiziert. Die
Generierung des Vektorriickgrats erfolgte Uber die Primer pgl06 LDHnp BB_fwd/rev. Unter
Anwendung des DNA Assembly Master Mix wurde das Gen bvu_1010 mit dem Vektorrickgrat pG106
in korrekter Orientierung verknipft. Fiir die Expression des bvu_1010-Gens diente der konstitutive
Promotor der Lactat Dehydrogenase (/dh, bvu2499) aus P. vulgatus (Lick & Deppenmeier, 2022). Das
fertige Konstrukt pG106_I/dhnP_bvu1010 wurde mittels Hitzeschock-Transformation in E. coli NEB®
10B transferiert und vervielfiltigt. Die korrekte Assemblierung von pG106 konnte durch eine Kolonie-
PCR nach Einbringung in E. coli 10B bestatigt werden (Abb. 43 B). Fiir die PCR wurden die Primer pG106
Screening fw/rev verwendet, welche den Integrationsbereich des bvu_1010-Gens auf dem Plasmid
flankieren. Durch eine Agarose-Gelelektrophorese wurde ein Fragment mit der erwarteten GréRe von

2125 bp detektiert. Zusatzlich wurde die Nukleotid-Sequenz mittels Sequenzierung bestatigt.

A B C

-3000 bp
-3000 bp -2000 bp
-2000 bp -1500 bp
-1500 bp -1000 bp
-1000 bp

-500 bp
-500 bp

Abbildung 43: Plasmid-Karte des erstellten Plasmids pG106_I/dhnP_bvu1010 und Kolonie-PCR. [A] Plasmidkarte
von pG106_/dhnP_bvu1010. [B] Agarosegel nach Kontroll-PCR zum Nachweis der korrekten Konstruktion des
Plasmids pG106_/dhnP_bvu1010. Die Primer pG106 Screening fw/rev flankieren den Integrationsbereich von
bvu_1010 und wurden fiir dieses Screening verwendet. Die PCR fiihrte zu einem Fragment mit einer
erwartungsgemalien GrolRe von 2125 bp. [C] Agarosegel nach Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer pG106
Screening fw/rev zum Nachweis der Aufnahme von pG106_/dhnP_bvu1010 durch P. vulgatus. K: Koloniematerial;
M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).
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P. vulgatus wurde mit dem Konstrukt durch Elektroporation transformiert, wie ebenfalls durch
Kolonie-PCR nachgewiesen wurde (Abb. 43 C). Der daraus resultierende Stamm P. vulgatus pG106
1010 wurde anschlieRend mit dem P. vulgatus Wildtyp hinsichtlich der Transkript-Abundanz von

bvu_1010 sowie des Stoffwechsel-Endprodukt-Spektrums verglichen.

3.4.3.6 Transkriptabundanz bvu_1010

Fiir eine genauere Analyse der homologen Uberproduktion von BVU_1010 in P. vulgatus wurde die
Kopienzahl des bvu_1010-Gens zwischen dem Wildtypen und dem Plasmid-tragenden Stamm
verglichen. Zu diesem Zweck wurde eine gqPCR durchgefiihrt. Als Referenzgen wurde das fiir das
ribosomale Protein L23 codierende Gen bvu0803 aus P. vulgatus verwendet, da das entsprechende
Protein als Bestandteil der Ribosomen wéahrend der exponentiellen Wachstumsphase konstant
produziert wird. Zur Bestimmung der relativen Anzahl der bvu_1010-Gen-Kopien wurden die Gen-

spezifischen Primer qPCR__BVU1010_fw/rev (Kap. 2.2.2) verwendet.

A B
30+ 30
_L_
—_ [
< 20+ 2 20-
N ©
8 5 —
J 10 3 10
x 2
0 - —— 0 - ——

mm WT =3 pg106_IdhnP_1010

Abbildung 44: Kopienzahl und Transkript-Abundanz von bvu_1010 in P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus
pG106 1010. [A] Um die Kopienzahl des bvu_1010-Gens zwischen dem Wildtyp und der Plasmid-tragenden
Mutante zu vergleichen wurde eine qPCR durchgefiihrt. [B] Die relative Transkript-Menge des bvu_1010-Gens
wurde mittels RT-gPCR analysiert. ACT-Werte stellen die Differenz des Ct-Werts des bvu_1010-Gens mit dem Ct-
Wert des Referenzgens fiir das ribosomale Protein L23 (bvu_0803) dar. Fir die Bestimmung der Verhéltnisse an
mRNA zum Wildtyp wurden die AACT-Werte berechnet und die Formel 22T verwendet. Die in dieser Abbildung
gezeigten Ergebnisse wurden in zweifacher Ausfiihrung mit DNA- oder RNA-Prdparaten aus drei verschiedenen
Kulturen ermittelt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

Im Vergleich zum Wildtyp konnte im Plasmid-tragenden Stamm P. vulgatus 1010 eine deutlich héhere
Kopienzahl von bvu_1010 festgestellt werden (Abb. 44 A). Konkret lag die Kopienzahl in der Mutante
um den Faktor 25,5 + 1,5 héher als im Wildtyp. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Prasenz des
Plasmids einen signifikanten Einfluss auf das Transkriptionslevel, und somit auch auf die Expression
von bvu_1010 haben sollte. Neben der Quantifizierung der bvu_1010-Kopienzahl wurde ebenfalls die
mMRNA-Transkript-Abundanz von bvu_1010 im Wildtyp sowie im Plasmid-tragenden Stamms
untersucht. Fiir diese Analyse wurde die Gesamt-RNA aus Zellen wahrend der exponentiellen

Wachstumsphase der jeweiligen Stimme isoliert. Die mRNA-Konzentration wurde mittels RT-qPCR
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3. Ergebnisse

unter Verwendung der fiir bvu_1010 spezifischen Primer bestimmt. Als Referenz wurde die Transkript-

Menge des Gens bvu_0803 (ribL23), welches fiir das ribosomale Protein L23 codiert, verwendet.

Trotz der erhohten Kopienzahl des bvu 1010-Gens konnte in dem Plasmid-tragenden Stamm P.
vulgatus 1010 lediglich eine 15,3 + 0,8-fach hohere Transkript-Menge an bvu_1010 mRNA im Vergleich
zum Wildtyp ermittelt werden (Abb. 44 B). Diese Daten zeigen zwar, dass bvu_1010 in der shuttle-
Vektor basierten Mutante in erheblich gréRBerer Kopienzahl vorlag, dies aber nicht zu einer deutlich
erhéhten Transkriptmenge fiihrte, wie es im Vergleich bei der Uberexpression von bvu_2880 zu
erwarten war (Kapitel 3.3.2). Im Folgenden wurde untersucht, ob dieser geringe Einfluss, den der

Shuttle-Vektor ausilibte, dennoch einen Einfluss auf die Produktion von Zimt- oder Cumarsaure nahm.

3.4.3.7 Homologe Uberproduktion von BVU_1010 in P. vulgatus

AbschlieBend wurde trotz der geringen Transkriptions-Level des Gens bvu_1010 und der niedrigen
Umsatzraten des Enzyms Uberprift, ob sich der Plasmid-tragende Stamm P. vulgatus pG106 bvu1010
fir die Produktion von Zimt- oder Cumarsdure eignet. Zu diesem Zweck wurden
Wachstumsexperimente in 50 ml DMMG-Medium durchgefiihrt. Um einen Mangel an Substrat fiir die
Produktion auszuschliefen wurde dem Medium fir die Bildung von Zimtsadure zusatzlich 10 mM
Phenylalanin, und fir die Bildung von Cumarsaure 10 mM Tyrosin zugesetzt. Flr die Auswertung
wurden den Kulturen direkt nach Inokulation und wahrend der spaten exponentiellen Phase Proben
flr HPLC-Analysen entnommen. Als Standard wurde ein Mix aus Zimtsdaure und Cumarsaure mit einer

Konzentration von 0,5 mM eingesetzt (Abb. 45).
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Abbildung 45: HPLC-Analyse von P. vulgatus hinsichtlich der Produktion von Cumarsaure und Zimtsaure.
Gezeigt wird ein Vergleich zwischen dem Plasmid-tragenden Stamm P. vulgatus pG106 1010 und P. vulgatus
Wildtyp nach Wachstum auf DMMG + 10 mM Tyrosin [A] und 10 mM Phenylalanin [B]. Als Standard-Vergleich
wurde ein Mix aus Cumarsaure und Zimtsaure in einer Konzentration von 0,5 mM eingesetzt.

Es konnte weder die Bildung von Cumarsaure (Abb. 45 A), noch die Bildung von Zimtsaure (Abb. 45 B)

festgestellt werden. Unabhangig vom eingesetzten P. vulgatus Stamm zeigten die HPLC-Analysen
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keinen Peak, welcher mit dem Standard vergleichbar war. Interessanterweise wurde jedoch
beobachtet, dass P. vulgatus pG106 1010 sowohl bei Wachstum auf Phenylalanin, noch deutlicher aber
bei Wachstum auf Tyrosin bei einer Retentionszeit von 5 min ein nicht identifizierbares Produkt
bildete. Dieses Produkt konnte jedoch nicht (iber die verfligbaren Standard-Substanzen identifiziert

werden.

Es liel sich aufgrund dieser Ergebnisse zusammenfassen, dass BVU_1010 entgegen der Annotation als
Histidin Ammoniak Lyase, primar als Tyrosin Ammoniak Lyase mit geringer Phenylalanin Ammoniak
Lyase-Aktivitat fungiert, aber sich aufgrund der niedrigen Aktivitat nicht als interessanter Hebel fir
eine Produktion von Cumarsaure in P. vulgatus eignete. In vorangegangenen Experimenten konnte
gezeigt werden, dass sich der Shuttle-Vector pG106 in Kombination mit dem /dh-Promotor sehr gut fiir
die Uberexpression von Genen in P. vulgatus eignet. Die Anwendung von pG106 fiir die Uberexpression
von bvu_1010 fuhrte jedoch nur zu einer moderaten Erhéhung des Transkript-Levels, wodurch sich der

gescheiterte Versuch fiir die Bildung von Cumarsaure und Zimtsaure erklaren lieRe.

3.5 Evaluierung von Fluoreszenz-Tags fiir die anaerobe Visualisierung von Proteinen

in P. vulgatus

Die Generierung von rekombinanten Proteinen ist in der Molekularbiologie und Biochemie wichtiger
Bestandteil vieler Methoden. Neben der gangigen Praxis, Proteine mit einem Affinitats-Tag (z. B.
Histidin oder Strep-Tactin) zu fusionieren um diese anschlieRend chromatographisch aufzureinigen,
kénnen bestimmte Tags auch fir die Fluoreszenz-Markierung von Proteinen eingesetzt werden.
Besonders in der Mikrobiologie ist diese Art der Visualisierung nitzlich, um die Produktion und
Lokalisation von Proteinen zu analysieren, oder ganze Dynamiken von mikrobiellen Mischkulturen zu
beobachten. Das bekannteste Fluoreszenz-Tag ist GFP, das Green Fluorescent Protein, welches
erstmals im Jahre 1962 in Aequorea victoria beschrieben wurde (Tsien; 1998). Heute gibt es viele
Alternativen zu GFP, welche auch das Fluoreszenz-Spektrum erweitern. Durch die autokatalytische
Bildung des Chromophors, welches die Fluoreszenz letztendlich ermdglicht, gelten diese Proteine als
intrinsisch fluoreszent. Jedoch bendtigen alle bisher etablierten Fluoreszenz-Tags fiir die Reifung des
Chromophors Sauerstoff, daher konnen diese Systeme nicht fiir strikt anaerob-wachsende
Mikroorganismen verwendet werden. Fiir anaerobe Organismen werden deswegen Fluoreszenz-Tags
untersucht, welche ihren fluoreszenten Charakter extrinsisch bilden. Durch die Zugabe eines
Fluorochroms sind geeignete Fluoreszenz-Tags zu einer extrinsischen Fluoreszenz befahigt. In den
folgenden Experimenten wurden zwei potenzielle Fluoreszenz-Tags, UnaG und IFP 2.0, auf die

Anwendbarkeit in P. vulgatus untersucht.
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3.5.1 Konstruktion der Vektoren fiir die N-terminale Fusion von Fluoreszenz-Tags mit der
Lactat-Dehydrogenase (bvu_2499) von P. vulgatus

In einer Studie von Hannah et al. (2020) wurden zwei Bilin-bindende Proteine, UnaG und IFP 2.0, flr
die Fluoreszenz-Markierung von Proteinen im lebenden Organismus vorgestellt und in B.
thetaiotaomicron angewendet. UnaG stammt urspriinglich aus dem Muskelgewebe des japanischen
Aals Anguilla japonica und erzeugt mit der Bindung des Substrats Bilirubin eine griine Fluoreszenz,
welche mit gangigen GFP-Mikroskopiefiltern abgebildet werden kann (Chia et al., 2020). IFP (Infrared
Fluorescent Protein) ist ein Bakteriophytochrom, wurde erstmals aus dem Organismus Deinococcus
radiodurans isoliert und fir die Anwendung als Fluoreszenz-Tag sukzessive optimiert (Shu et al., 2009).
Die hier verwendete Variante IFP 2.0 erzeugt eine starkere Fluoreszenz und benétigt den Cofaktor
Biliverdin. Die Anregungswellenldnge liegt mit 638 nm bereits nahe dem Infrarot-Bereich und fiir die
Detektion wird ein entsprechender Infrarot-Filter eingesetzt. Als Zielprotein fiir die Fluoreszenz-
Markierung wurde die Lactat-Dehydrogenase (BVU_2499) gewahlt, da es sich um ein
cytoplasmatisches Protein handelt und sich dieses zuverlassig durch den Shuttle-Vector pG106
homolog mit einer hohen Translationsrate in P. vulgatus Uberproduziert werden lasst (Lick &

Deppenmeier, 2022).

Fir die N-terminale Fluoreszenz-Markierung und Expression des LDH-Fusionsproteins in P. vulgatus
wurden die codierenden Sequenzen der Fluoreszenz-Tags stromaufwarts in den Shuttle-Vektor
pG106_IdhNP (Lick & Deppenmeier, 2022) kloniert und in den Organismus eingebracht. Die
Klonierung erfolgte mittels DNA Assembly Master Mix. Durch die Verwendung der Primer
pG106_UnaG Nterm_fw/rev wurde das wunaG-Gen aus dem Plasmid pMAL-c5x_UnaG mit
komplementaren Enden zum Vektorrickgrat amplifiziert. Analog dazu wurde das ifp 2.0-Gen aus dem
Plasmid pBAD_IFP2.0 mit den Primern pG106_IFP2.0_Nterm_fw/rev amplifiziert. Fiir die Generierung
des Vektorriickgrats wurden die Primer pg106_2499 BB_fwd/rev verwendet. Die fertigen Konstrukte
pG106_UnaGN_2499 und pG106 IFP2.0N_2499 wurden in E. coli NEB® 108 transferiert und
vervielfiltigt. AbschlieRend wurde das aufgereinigte Konstrukt Gber Elektroporation in P. vulgatus

eingebracht (Abb. 46).

105



3. Ergebnisse
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Abbildung 46: Konstruktion der Plasmide pG106_UnaGN_2499 und pG106_IFP2.0N_2499 mit anschlieBender
Transformation in P. vulgatus. [A] Plasmidkarte von pG106_UnaGN_2499 mit Nachweis der Einbringung in P.
vulgatus mittels Kolonie-PCR. Die Transformation sowie die korrekte Klonierung wurde durch die GroRe des
Amplifikats mit 1974 bp bestatigt. [B] Plasmidkarte von pG106_IFP2.0N_2499 mit Nachweis der Einbringung in
P. vulgatus mittels Kolonie-PCR. Die Transformation sowie die korrekte Klonierung wurde durch die GréRe des
Amplifikats mit 2520 bp bestatigt. K: Koloniematerial; M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland).

3.5.2 Detektion der Fusionsproteine in P. vulgatus mittels Fluoreszenz-Mikroskopie

Fir die Detektion des IFP2.0-LDH-Fusionsproteins in P. vulgatus wurden der pG106_IFP2.0N_2499
Plasmid-tragende Stamm sowie der Wildtyp in DMMG-Medium bis zum Erreichen der spaten
exponentiellen Phase kultiviert. Die Induktion der Fluoreszenz des IFP2.0-Tags erfolgte tber die Zugabe
von 2,5 uM Biliverdin im Medium. Um die Zellen fiir die Mikroskopie zu immobilisieren, wurde
Zellmaterial unter anaeroben Bedingungen auf einen Objekttrager mit DMM-Medium, versetzt mit 1%
Agarose, vermischt. Zum weiteren Ausschluss von Sauerstoff wurde die Agarose im fllssigen Zustand
mit einem Deckglas versiegelt, und nach Erhartung der Agarose wurden die Rander des Deckglases mit
Nagellack verschlossen. AnschlieBend wurde der Plasmid-tragende Stamm P. vulgatus
pG106_IFP2.0N_2499 (ber Laser-Fluoreszenz-Mikroskopie mit einer Anregungswellenldnge von 638
nm und einem 689/23 Emissionsfilter mit dem Wildtyp verglichen (Abb. 47).
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IFP2.0

Abbildung 47: Fluoreszenz-Mikroskopie von P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus pG106_IFP2.0N_2499. Gezeigt
sind Aufnahmen im Hellfeld (Bright Field, BF), im Emissionsfilter 689/23 (IFP 2.0) und als Gberlagertes Bild
(Merge). Die Laser-Intensitdt betrug 200 mW und die Anregungswellenlange 638 nm.

Die Fluoreszenz-Intensitat bei der Laser-Fluoreszenz-Mikroskopie ist abhadngig von der Leistung des
Lasers. Ab einer Leistung des Lasers von 200 mW zeigten alle untersuchten Zellen des Plasmid-
tragenden Stamms P. vulgatus pG106_IFP2.0_2499 im Vergleich zum Wildtyp eine gleichmaRige
Fluoreszenz. Da keine Fluoreszenz in P. vulgatus Wildtyp-Zellen detektiert wurde, konnte eine

Fluoreszenz durch Biliverdin ohne IFP2.0 ausgeschlossen werden.

Um die Fluoreszenz der UnaG-LDH-Fusionsproteine in P. vulgatus zu verifizieren, wurden der
pG106_UnaGN_2499 Plasmid-tragende Stamm sowie der Wildtyp in DMMG-Medium bis zum
Erreichen der spaten exponentiellen Phase kultiviert. Fiir die Induktion der Fluoreszenz des UnaG-Tags
wurde dem Medium 25 puM Bilirubin zugesetzt. Die Immobilisierung der Zellen erfolgte wie oben
beschrieben. AnschlieRend wurden der P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus pG106_UnaGN_2499
mittels des Laser-Fluoreszenz-Mikroskops mit einer Anregungswellenlange von 488 nm und einem

510/85 Emissionsfilter untersucht (Abb. 48).
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UnaG

Abbildung 48: Fluoreszenz-Mikroskopie von P. vulgatus Wildtyp und P. vulgatus pG106_UnaGN_2499. Gezeigt
sind Aufnahmen im Hellfeld (Bright Field, BF), im Emissionsfilter 510/85 (UnaG) und als iberlagertes Bild (Merge).
Die Laser-Intensitat betrug 50 mW und die Anregungswellenldnge 488 nm.

Anders als bei IFP2.0 war eine Detektion der Fluoreszenz des UnaG-Tags erst bei einer Leistung des
Lasers von 50 mW moglich. Der Plasmid-tragende Stamm P. vulgatus pG106_UnaGN_2499 zeigte im
Fluoreszenz-Filter eine klar erkennbare Emission, wahrend im Wildtyp keine Fluoreszenz detektiert
wurde. Somit wurde auch bestatigt, dass Bilirubin nur in Kombination mit dem UnaG-Tag fluoresziert.
Im Vergleich zu dem IFP2.0-Tag wurden jedoch anstatt einer gleichmafRigen Fluoreszenz nur
bewegliche, fluoreszierende Spots innerhalb des Zellkompartiments detektiert. So lielen sich die
Bewegungen der einzelnen Idh-Molekiile in der Zelle nachvollziehen. Im Videomaterial dieser
Aufnahmen konnte dieses Phdnomen gut beobachtet werden. Neben der deutlich geringeren
Fluoreszenz-Intensitat zeigten dariiber hinaus nur wenige Zellen des Plasmid-tragenden Stamm P.
vulgatus pG106_UnaGN_2499 eine detektierbare Fluoreszenz. Eventuell kam es bei der korrekten
Faltung des UnaG-Tags zu Problemen, sodass ein kleiner Anteil an UnaG-Tags zu Fluoreszenz befahigt
war. Dennoch kénnte die Fluoreszenz unter den hier getesteten Bedingungen bereits fiir Single-
Molecule-Tracking Analysen geeignet sein, da eine Differenzierung einzelner LDH-Molekiile moglich

war.

Zusammenfassend konnte bestatigt werden, dass sich sowohl UnaG als auch IFP2.0 als
Fluoreszenzmarker in P. vulgatus eignen. Wahrend es bei der Verwendung des IFP2.0-Markers zu einer
gleichméRigen Fluoreszenz auch zwischen verschiedenen Zellen kam, fiihrte die Verwendung von

UnaG zu einer diffusen Fluoreszenz innerhalb einer Zelle, und zu einer heterogenen Fluoreszenz-
108



3. Ergebnisse

Intensitat zwischen verschiedenen Zellen. Da beide Marker ein sehr distinktes Anregungs- und
Emissionsspektrum aufweisen eignen sie sich in der Theorie gut flir eine simultane Markierung
verschiedener Ziele im selben Organismus. Jedoch muss zunachst validiert werden, ob sich die eher
diffuse Fluoreszenz-Intensitdat von UnaG mit der gleichmaRigen Fluoreszenz-Intensitat von IFP2.0 fir

die gleichzeitige Anwendung in einem Organismus eignet.
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4. Diskussion

Der menschliche Intestinaltrakt ist einer der komplexesten Lebensraume fir Mikroorganismen mit
einer extrem hohen Besiedlungsdichte (Savage, 1977). Die Entwicklung des Menschen und der im
Verdauungssystem angesiedelten Bakterien hat ein komplexes Stoffwechselnetzwerk hervorgebracht,
welches die Physiologie und Gesundheit des menschlichen Korpers beeinflusst. Der Wirt liefert den
Mikroorganismen im Darm Nahrstoffe und eine feuchte Umgebung mit stabilen 37 °C, wahrend die
Mikroorganismen den Wirt mit einer Vielzahl an physiologischen Vorteilen unterstiitzen. Dazu gehéren
die Entwicklung und Modulation des Immunsystems (Gensollen et al., 2016), der Schutz vor
Krankheitserregern (Pickard et al., 2017) sowie die Verdauung von komplexen Kohlenhydraten aus der
Nahrung zur Energieversorgung (Gorkiewicz und Moschen, 2018). Die Zusammensetzung der
Darmmikrobiota ist hochindividuell und hangt von Faktoren wie der Erndhrung (David et al., 2014), der
geografischen Lage (Rehman et al., 2016) und der genetischen Ausstattung des Wirts (Ley et al., 2008)
ab. Dennoch dominieren in den meisten Fallen besonders die beiden Phyla Bacteroidota und Bacillota
das Okosystem des menschlichen Dickdarms (Turnbaugh et al., 2008; Hamady und Knight, 2009).
Bezogen auf das Phylum der Bacteroidota kann die Gattung Bacteroides einen Anteil von liber 40%
aller Mikroorganismen ausmachen (King et al., 2019). Aufgrund dieser Abundanz und der langfristig
stabilen Besiedlung der Darmumgebung ist die Gattung Bacteroides von erheblichem

wissenschaftlichem Interesse (Bjursell et al., 2006).

Der GroRteil aller Untersuchungen, welche das Phylum Bacteroidota betreffen, konzentrieren sich
bisher auf die mikrobielle Zusammensetzung des Intestinaltrakts, sowie die damit verbundene
Wechselwirkung zwischen Wirt und Mikroorganismen. Der zentrale Fokus dieser Forschungsarbeiten
ist meist der Einfluss auf die menschliche Gesundheit. Die effiziente Nutzung dieser Organismen und
ihrer Stoffwechselwege konnte jedoch auch zur Herstellung von wertvollen Produkten, zur
Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von Nahrstoffen und zur Entwicklung nachhaltiger industrieller
Anwendungen beitragen. Besonders das biotechnologische Potenzial dieser Organismengruppe steht
bisher noch im Hintergrund, wird aber in Zukunft, mit der Verfligbarkeit genetischer
Manipulationstechniken und der Fahigkeit dieser Organismen zur Metabolisierung nachhaltiger
komplexer Rohstoffe wie z. B. Hemicellulosen, nicht zu unterschatzen sein. Die Entwicklung neuer
Anwendungen und Strategien, die auf den Fahigkeiten und Eigenschaften der Gattung Bacteroides
aufbauen, kénnte zu neuen, nachhaltigeren biotechnologischen Produktionsprozessen in der Industrie
fihren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die vorhandenen genetischen Werkzeuge fiir die Gattungen
Bacteroides und Phocaeicola anhand des Modellorganismus P. vulgatus analysiert und erweitert. Diese

Untersuchungen dienten der Bewertung des biotechnologischen Potenzials von P. vulgatus, sowie der
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Entwicklung neuartiger genetischer Modifikationsmethoden, darunter auch die markerlose Deletion

von Genen.

4.1 Genetische Tools fiir Arten der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola

Die Untersuchung der physiologischen Eigenschaften kommensaler Darmbakterien und deren
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit erfordert funktionelle Studien in Bezug auf
Stoffwechsel, Interaktionen mit dem Wirt und damit verbundene Pathologien. Die Forschung an
Darmbakterien wird allerdings haufig durch die hoch spezifischen Kultivierungsbedingungen und den
Mangel an genetischen Werkzeugen erschwert (Garcia-Bayona et al., 2019; Bencivenga-Barry et al.,
2020). Der Darm von Saugetieren beherbergt eine der grofften und dichtesten bisher in der Natur
bekannten mikrobiellen Gemeinschaften, welche sich hauptsdchlich aus den beiden Phyla
Bacteroidota und Bacillota zusammensetzt (Human Microbiome Project Konsortium 2012; Faith et al,,
2013). Auf Gattungsebene besteht diese Gemeinschaft primar aus Arten der Gattungen Bacteroides,
Alistipes, Parabacteroides, Phocaeicola, und Prevotella (Wexler & Goodman, 2017). Obwohl das
Phylum der Bacteroidota einen bedeutenden Anteil der menschlichen Darmmikrobiota ausmacht, sind
die verfiigbaren genetischen Modifikationstechniken, insbesondere fiir Gendeletionen, begrenzt
(Arumugam et al., 2011; Chen et al., 2017). Um das Verstandnis fiir die in dieser Arbeit verwendeten
Systeme zu erleichtern wird im folgenden Kapitel die historische Entwicklung der genetischen
Werkzeuge flr Bacteroides und Phocaeicola Spezies dargestellt. Grundsatzlich lassen sich die
genetischen Werkzeuge, die bisher fiir die Vertreter der beschriebenen Spezies eingesetzt wurden, in
drei Klassen unterteilen. Zum ersten gibt es Shuttle-Vektoren, welche stabil in Bacteroides und
Phocaeicola eingebracht werden, um die homologe oder heterologe Uberproduktion von Genen zu
ermoglichen. Zum zweiten wurden genomintegrative Vektoren entwickelt, die eine Integrase
kodieren, wodurch eine Rekombination zwischen dem Vektor und einer spezifischen Stelle im Genom
die Integration des Vektors erfolgt. Zum dritten wurde an Selektionsmarkern geforscht, die fir die

Etablierung von Deletionssystemen mittels homologer Rekombination essenziell sind.

4.1.1 Die genetische Zuganglichkeit von Arten der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola

Die groRte Herausforderung fir die Entwicklung von genetischen Systemen fiir Bacteroides und
Phocaeicola-Spezies ist die Inkompatibilitdt mit etablierten Plasmid-Systemen. Die Strukturen von
Promotorsequenzen sowie der Replikationsursprung von haufig eingesetzten biotechnologischen
Vektoren sind hauptsachlich fiir Proteobakterien optimiert und werden aufgrund der
phylogenetischen Entfernung von einem GrofRteil der Bacteroidota-Spezies nicht erkannt (Salyers et
al.,, 1977, Jones et al.,, 2020). Aus diesem Grund wurde der Forschungsschwerpunkt auf die
Identifizierung von Bacteroidota-nativen genetischen Elementen gelegt, um eine Grundlage fir die

Entwicklung von genetischen Tools zu finden. In der Vergangenheit wurden zwei Ansatze verfolgt, um
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die genetische ErschlieBung von Bacteroides-Stammen voranzutreiben. Ein Ansatz verfolgt die
Entwicklung einer Schnittstelle zwischen Bacteroides und E. coli. Dazu wurde an der Generierung von
Shuttle-Vektoren geforscht, welche sich in E. coli und Bacteroides/Phocaeicola-Spezies Ubertragen und
replizieren lassen (Guiney et al., 1984a; Gardner et al., 1996; Jones et al., 2020). Der andere Ansatz
nutzt das Potenzial von Bacteroides-eigenen Transposons, um genomintegrative Vektoren zu

entwickeln (Wang et al., 2000; Mimee et al., 2015).

4.1.1.1 Shuttle-Vektoren

Historisch gesehen begann die Forschung an genetischen Werkzeugen fiir Bacteroides- und
Phocaeicola-Spezies mit einer Publikation von Salaki et al. (1976), welche sich mit klinischen
Bacteroides-lsolaten beschaftigte. In dieser Studie wurden Clindamycin-resistente B. fragilis-Stamme
identifiziert, wobei das korrespondiere Gen fir die Resistenzvermittlung auf einem unbekannten
Plasmid kodiert war. Drei Jahre spater konnte aus B. fragilis ein ~15kb grofles Plasmid mit einer
Clindamycin-Resistenz isoliert und charakterisiert werden (Tally et al., 1979; Welch et al., 1979). Dieses
Plasmid legte den Grundstein fir den ersten Shuttle-Vektor flir B. fragilis. Guiney et al. (1984b)
fusionierten dieses Clindamycin-Resistenz-Plasmid mit einem Teil des Vektors pBR322, und
generierten ein Plasmid, das sowohl von E. coli als auch von B. fragilis repliziert werden konnte. Das
pBR322-Riickgrat dieses neu entwickelten B. fragilis Shuttle-Vektors kodiert Gene, welche fiir einen
konjugativen Transfer des Plasmids von E. coli in B. fragilis entscheidend sind: Einen
Replikationsursprung zur Konjugation (oriT), eine Relaxase (rlx) zur Entwindung des Plasmids fir die
Initiierung des Transferprozesses sowie die Gene tral, tra2 und tra3, welche den horizontalen Transfer
des Plasmids in die Rezipienten-Zelle vermitteln (Guiney, 1984c). Neben dem interspezifischen
Transfer von E. coli zu Bacteroides konnten diese Plasmide auch fiir interspezifische Konjugationen
zwischen zwei Arten der Ordnung Bacteroidales eingesetzt werden. Die Arbeitsgruppe von Gardner et
al. (1996) entwickelten eine Strategie, um den Transfer von Plasmiden zwischen B. uniformis und
Prevotella ruminicola zu etablieren. Im Rahmen dieser Studie wurde ein Plasmid mit dem Gen fiir eine
modifizierte Cellulase generiert und von B. uniformis in Prevotella ruminicola mittels Konjugation
transferiert (Gardner et al., 1996). Dabei wurde gezeigt, dass sich Bacteroides-Spezies als

Ausgangsstamme fiir die Ubertragung von genetischem Material in verwandte Arten eignen.

Erst kiirzlich wurde ein zuverlassiger Shuttle-Vektor mit einer hohen Kopienzahl fiir die homologe
sowie heterologe Produktion von Proteinen in den Gattung Phocaeicola und Bacteroides entwickelt.
Jones et al. (2020) identifizierten ein genetisches Element fiir die Replikation von Plasmiden in
Organismen des Phylums der Bacteroidota, welches besonders vielversprechend fiir Arten der
Gattungen Porphyromonas, Bacteroides und Phocaeicola erschien. Durch die Kombination eines

MobA-Proteins und einer DNA Primase (RepB) aus Porphyromonas asaccharolytica wurde der Vektor
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pG106 entwickelt, welcher stabil in Bacteroides und Phocaeicola-Spezies eingebracht werden kann
(Jones et al., 2020). Eine Studie von Lick & Deppenmeier (2022) hat gezeigt, dass durch die homologe
Uberproduktion der Lactat-Dehydrogenase (LDH, BVU_2499) mithilfe von pG106 in P. vulgatus eine
signifikante Steigerung der Lactatsynthese erreicht werden kann. Dariliber hinaus wurde in derselben
Studie festgestellt, dass die 250 bp grolRe Upstream-Region des Gens bvu_2499 (Idh-Promotor) einen
sehr potenten konstitutiven Promotor enthélt, der sich fiir die homologe und heterologe

Uberexpression von Genen in Phocaeicola-Spezies eignet.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit das Plasmidsystem pG106 fiir weitere
Untersuchungen des Stoffwechsels von P. vulgatus eingesetzt. Durch die Kombination des Idh-
Promotors mit dem Gen bvu_2880 (Pyruvat:Formiat Lyase, PFL) wurde ein Vektor generiert, welcher
die homologe Uberproduktion der PFL in P. vulgatus ermoglicht (s. Kap. 3.2). Nach Einbringung dieses
Uberexpressions-Vektors pG106_I/dhnP_bvu2880 konnte mittels qPCR eine im Vergleich zum Wildtyp
32-fach hohere Abundanz des pfl-Gens nachgewiesen werden (Kap. 3.2.2). Die Erhdhung der
Kopienzahl hatte ebenfalls einen bedeutenden Einfluss auf das Transkriptions-Level des pfl-Gens. Im
Vergleich zum Wildtyp von P. vulgatus wurde in dem Plasmid-tragenden Stamm eine Erhéhung der
MRNA-Transkriptmenge des pfl-Gens um den Faktor 1537 ermittelt (Kap. 3.2.2). Diese Ergebnisse
weichen kaum von den Erkenntnissen aus der Studie von Liick & Deppenmeier (2022) ab. Dort wurde
ebenfalls gezeigt, dass die Kopienzahl des Gens bvu_2499 durch den Einsatz des pG106-Systems um
das 32-fache erhoht wird. Als Folge lieR sich die mRNA-Transkriptmenge des Gens bvu_2499 ebenfalls
um den Faktor 1521 steigern. Durch die Erhéhung der mRNA-Transkriptmenge des pfl-Gens
verschoben sich die Konzentrationen der Stoffwechsel-Endprodukte von P. vulgatus zu Gunsten von
Formiat. Eine detaillierte Analyse der Veranderungen des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus, welche

durch die Uberexpression des pfl-Gens verursacht wurden, erfolgt in Kapitel 4.3.

Das pG106-Plasmidsystem wurde in dieser Arbeit auch fir die Etablierung neuer
Selektionsmechanismen fiir die Entwicklung eines Protokolls zur markerlosen Gen-Deletion in P.
vulgatus eingesetzt. Die Strategie, welche fiir die Uberproduktion der PFL verfolgt wurde, wurde
ebenfalls genutzt um die Funktionalitdit von SacB als Gegenselektionsmarker in P. vulgatus zu
validieren (Kap. 3.1). SacB, eine aus B. subtilis stammende Levansucrase, induziert in vielen Gram-
negativen Bakterien-Spezies einen letalen Effekt, sobald Saccharose als Substrat zur Verfligung steht.
Durch die unkontrollierte intrazelluldre/periplasmatische Akkumulation des Fruktan-Polymers Levan,
welches aus Saccharose durch SacB synthetisiert wird, kommt der zelluldre Stoffwechsel zum Erliegen
(Pelicic et al., 1996). Die heterologe, konstitutive Uberexpression des sacB-Gens in P. vulgatus fiihrte
zu einem Phanotyp, welcher in Anwesenheit von Saccharose-Konzentrationen von bereits 2 20 mM

keine Biomasse mehr bilden konnte (Kap. 3.1.2). Um einen letalen Effekt mittels SacB als
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Gegenselektionsmarker zu erzielen, sind in der Regel deutlich hhere Saccharose-Konzentrationen von
bis zu 300 mM erforderlich (Zheng et al., 2023, Zhang et al., 2023). Die erhdhte Sensibilitat gegeniber
Saccharose liel} sich im Falle dieser Arbeit durch die hohe Kopienzahl von sacB erklaren, welche durch
pG106 vermittelt wird. P. vulgatus Stamme, welche nur eine genomische Kopie von sacB trugen,

zeigten erst ab Saccharose-Konzentrationen von 2 100 mM kein Wachstum mehr (Kap. 3.1.3).

4.1.1.2 Genom-integrative Vektoren

Im Rahmen der Forschung an Shuttle-Vektoren fir die Gattungen Bacteroides und Phocaeicola boten
primar Bacteroides-eigene genetische Elemente die Grundlage fir die Entwicklung genetischer
Werkzeuge. Neben Plasmiden wurden in B. fragilis zusatzlich weitere mobile genetische Elemente
identifiziert, die auch als Transposons bezeichnet werden. Diese Transposons ermoglichen die
konjugative Ubertragung von genetischem Material sowohl innerhalb der gleichen Art (intraspezifisch)
als teilweise auch zwischen verschiedenen Arten (interspezifisch) (Shoemaker et al., 1993; Salyers et
al., 1995; Li et al., 1995). In Bacteroides wurden diese Transposons zunichst als TcR-Elemente
bezeichnet, da diese in der Regel eine Tetracyclin-Resistenz codieren (Cooper et al., 1996). Diese Tc®-
Elemente befinden sich im Genom verschiedener Bacteroides-Spezies und codieren Gene fir die
Synthese von Proteinen, welche an dem Mechanismus flir den konjugativen Transfer von genetischem
Material beteiligt sind (tra-Gene). Tc*-Elemente kénnen durch den Organismus selbst mobilisiert und
in eine Rezipienten-Zelle transferiert werden (Abb. 49 A). Durch die Anwesenheit der tra-Gene wird
auch die Mobilisierung von anderen Plasmiden im Organismus ermoglicht (Abb. 49 B). AuRerdem
ermoglichen Gene, welche in Tcf-Elementen codiert sind, die Mobilisierung von sogenannten
Nonreplicant Bacteroides Units (NBUs) (Abb. 49 C) (Salyers et al., 1995). Diese NBU's sind spezifische
Abschnitte auf dem Chromosom in verschiedenen Bacteroides-Spezies und kénnen durch ein Tc?-
Element aus dem Genom entfernt, zirkularisiert und konjugativ in andere Organismen (ibertragen
werden (Salyers et al., 1995). Die Bezeichnung ,Nonreplicant Bacteroides Units“ basiert auf der
Tatsache, dass NBU’s durch ihre zirkuldare Form an ein Plasmid erinnern, aber aufgrund des fehlenden
Replikationsmechanismus nicht in Bacteroides vervielfaltigt werden kdnnen. Der genaue Mechanismus
der Exzision einer NBU durch ein TcR-Element ist jedoch bis heute nicht aufgeklart (Shoemaker et al.,
1993). Die Aktivitat von Tcf-Elementen wird durch die Anwesenheit von Antibiotika reguliert. Daher
wird vermutet, dass die Verbreitung von genetischem Material unter biotischem/abiotischem Stress

die urspriingliche Funktion dieser Elemente darstellt (Shoemaker et al., 1993).
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Abb. 49: Schematische Darstellung der Funktion von TCR-Elementen. [A] Selbst-Mobilisierung: Das konjugative
Transposon schneidet sich selbst aus dem Genom aus und transferiert sich iber Konjugation in die Rezipienten-
Zelle, wo es im Genom integriert. [B] Vermutlich ermdglichen die im TCR-Element codierten tra-Gene auch die
Mobilisierung von im Organismus befindlichen Plasmiden flir den konjugativen Transfer in eine Rezipienten-
Zelle. [C] Uber einen bisher unbekannten Mechanismus bieten Tcf-Elemente die Kapazititen fiir die Exzision und
Mobilisierung von NBU’s in eine Rezipienten-Zelle. NBU’s codieren eine Integrase und besitzen homologe
Sequenzen zu einer spezifischen Stelle im Genom der Rezipienten-Zelle, wodurch eine genomische Integration
vermittelt wird.

Eine NBU codiert in der Regel eine Integrase, welche die Insertion in das Ziel-Genom vermittelt. Da
NBU’s im Genom integriert sind, besitzen diese an den 5 und 3‘ Sequenzenden kurze Sequenzen (attN-
Region, ~14 bp), welche identisch zu der urspriinglichen Stelle im Chromosom (attB-Region) sind. Das
Vorhandensein einer solchen attB-Region im Genom des Rezipienten-Organismus ist somit fiir eine
Integration der NBU notwendig (Shoemaker et al., 1993). Aus der Forschung an NBU’s resultierte ein
Genome-integrativer Vektor, mit dem rekombinante DNA in das Genom von Bacteroides-Spezies
integriert und exprimiert werden kann. Eine Studie von Wang et al. (2000) machte sich die NBU2 aus
B. fragilis zunutze, um ein Plasmid zu generieren, welches durch die NBU2-codierte Integrase in das
Genom von B. thetaiotaomicron inseriert wird. Diese NBU2-Integrase katalysiert eine

sequenzspezifische Rekombination zwischen der attN2-Site der NBU2 und einer der beiden attB-
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Regionen, welche sich am 3‘-Ende der beiden tRNA%" kodierenden Gene auf dem Chromosom von B.
theatiotaomicron befinden. Diese attB-Region ist konserviert und daher in vielen verschiedenen
Vertretern der Familie Bacteroidaceae vorhanden. Basierend auf dieser NBU2 generierten Mimee et
al. (2015) das Plasmid pMM®656 fir Anwendungen in B. thetaiotaomicron, welches einen Rhamnose-
induzierbaren Promotor sowie ein NanoLuc-Reportersystem codiert. Genetische Werkzeuge, welche
auf NBU’s basieren, bringen jedoch Limitierungen mit sich. Beispielsweise erfordert die genomische
Inserierung einer NBU eine homologe Sequenz im Ziel-Genom des Organismus, um {iberhaupt eine

Integration zu ermoglichen (Wang et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde das pMM®656-Plasmidsystem fir die Evaluierung von SacB in P.
vulgatus eingesetzt. Um SacB als Gegenselektionsmarker einzusetzen, musste im Vorarbeiten
festgestellt werden, ob eine einzelne genomische Kopie des Marker-Gens ausreicht, um in
Anwesenheit von Saccharose einen letalen Effekt in P. vulgatus zu vermitteln. Fir diese Untersuchung
wurde das sacB-Gen zusammen mit dem /dh-Promotor in das Plasmids pMM656 kloniert. Das
resultierende Konstrukt wurde anschlieend in das Genom von P. vulgatus DSM 1447 integriert. Die
Ergebnisse von Wachstumsexperimenten zeigten, dass eine einzelne Kopie von sacB tatsachlich
ausreicht, um in P. vulgatus einen letalen Effekt zu vermitteln. Die erforderlichen Saccharose-

Konzentrationen fiir eine Inhibierung des Wachstums beliefen sich dabei auf > 100 mM (Kap. 3.1.3).

Neben der Anwendung als Genom-integrativer Vektor eignete sich pMM®656 als vielversprechender
Ausgangspunkt fir die Entwicklung eines modularen Deletionsvektors: pMM®656 kann in P. vulgatus
nicht repliziert werden und erfillt somit die Anforderungen an ein Suizid-Plasmid. Nach der
Einbringung von pMM®656 sind nur Zellen lebensfahig, welche das Plasmid genomisch integrieren
konnten (Mimee et al., 2015). Zudem zeichnet sich pMM®656 durch eine hohe und zuverlassige
Transformationseffizienz aus. Um pMM®656 in dieser Arbeit als Deletionsvektor zu nutzen waren drei
Modifikationen notwendig: (1.) wurde die Integrase, die die genomische Integration zwischen der attn-
und attb-Region am 3-Ende des tRNA>'-Gens vermittelt, entfernt. (2.) wurde das sacB-Gen als
Gegenselektionsmarker zusammen mit dem I/dh-Promotor in das Plasmid kloniert. (3.) wurden
homologe Bereiche mit einer GroRe von 1000 bp, welche sich im Up- und Downstream-Bereich des zu
deletierenden Gens befinden, hinzugefiigt (Kap. 3.1.4). Aus diesen Arbeiten resultierte der
pMMG656_sacB Deletionsvektor. Sowohl die Up- und Downstream-Regionen als auch die Antibiotika-

Resistenzkassetten dieses Vektors lassen sich, je nach Bedarf, beliebig austauschen.

4.1.2 Markerlose Deletion von Genen in Spezies der Gattungen Bacteroides und
Phocaeicola mittels homologer Rekombination und SacB-Gegenselektion

Unter natirlichen Bedingungen dient die homologe Rekombination der Reparatur von DNA-Material,

welche durch den Austausch von DNA-Sequenzen mit einem einzel- oder Doppelstrangbruch durch
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eine nahezu identische, unbeschadigte DNA-Sequenz erfolgt (Thomason et al., 2014). Dieser
Mechanismus ist fast ubiquitar in Pro- und Eukaryoten vorhanden, jedoch spielt dieser besonders in
Prokaryoten fiir den horizontalen Gentransfer eine wichtige Rolle (Colegrave et al., 2005). Durch den
konjugativen Transfer von DNA-Sequenzen mit homologen Bereichen aus einer Donor- in eine
Rezipienten-Zelle kdnnen genetische Informationen (z.B. Antibiotika-Resistenzen) schnell und gezielt
intra- und teilweise auch interspezifisch ausgetauscht werden. Im Falle der Gattung Bacteroides sind
die bereits erwdhnten TcR-Elemente ein passendes Beispiel (s. Kap. 4.1.1) (Salyers et al., 1995).
Allerdings muss ein homologes Rekombinationsereignis nicht zwangslaufig zum Zweck der Reparatur
von DNA initiilert werden. Bereits wahrend der Transkription oder Replikation wird durch eine
Endonuklease ein Einzelstrangbruch erzeugt, welcher als Einstieg fiir Rekombinationsereignisse dienen
kann (Vos, 2009). Am Beispiel von P. vulgatus wird der intakte DNA-Einzelstrang durch eine
Exonuklease (BVU_2071) freigelegt und wird durch DNA-Binde-Proteine (BVU_2859) stabilisiert. Die
Rekombinase RecA (BVU_2377) verdréngt die DNA-Bindeproteine und vermittelt, im Komplex mit
weiteren Reparatur-Proteinen, die Hybridisierung zwischen der freigelegten Sequenz des Genoms und
der rekombinanten DNA (Roca et al., 1990). Durch das Einbringen von DNA-Material mit einer Sequenz,
welche im Genom der Rezipienten-Zelle existiert, kann liber homologe Rekombination eine Integration
der rekombinanten DNA in das Genom erfolgen. Dieser Mechanismus bildet unter anderem die

Grundlage der markerlosen Deletion von Genen in Bakterien (Datsenko et al., 2000).

Durch die Entdeckung des CRISPR/Cas9-Systems im Jahre 2012 wurde die zielgerichtete Induktion von
Doppelstrangbriichen ermoglicht, wodurch das Potenzial der homologen Rekombination fir
genetische Modifikationen in Mikroorganismen extrem gesteigert wurde (Jinek et al., 2012; Hsu et al.,
2014). Das System fullt auf der Endonuklease Cas9, welche in Assoziation mit einem kurzen RNA-
Molekiil (Guide RNA) prazise an eine Stelle im Ziel-Genom gefiihrt wird und dort einen
Doppelstrangbruch induziert. (Jinek et al., 2012). Dieser Doppelstrangbruch erhéht immens die
Wahrscheinlichkeit fir eine homologe Rekombination. Durch die Einbringung einer rekombinanten
Template-DNA, welche die gewiinschte genetische Modifikation und homologe Bereiche zu den
flankierenden Regionen des Doppelstrangsbruchs tragt, erfolgt ein Rekombinationsereignis zur
Wiederherstellung der DNA-Integritat mit gleichzeitiger Integration der genetischen Modifikation (Hsu
et al., 2014; Bassalo et al., 2016; Zheng et al., 2022). Die Anwendung von CRISPR/Cas erfordert
allerdings einen Organismus mit guter genetischer Zuganglichkeit, da sowohl eine regulierte
Produktion des Cas9 Proteins sowie der gRNA wichtig ist (Bassalo et al., 2016). Fur Bakterien der
Gattungen Bacteroides und Phocaeicola missen daher noch mehr zuverlassige genetische Elemente
wie z.B. regulierbare Promotorstrukturen und Antibiotikaresistenzkassetten identifiziert werden, um

das volle Potenzial von CRISPR/Cas9 nutzen zu kdnnen. Aus diesem Grund bietet sich fur Vertreter der
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Gattungen Bacteroides/Phocaeicola, trotz der Vorteile von CRISPR/Cas9, noch immer die markerlose

Deletion mittels homologer Rekombination an.

Die Durchfiihrung einer , klassischen” markerlosen Deletion in Bakterien erfordert ein Plasmid mit drei
Eigenschaften: Zum einen muss es homologe Sequenzen besitzen, welche sich stromauf- und abwarts
der zu deletierenden Region befinden. Des Weiteren darf das Plasmid keinen Startpunkt fir die
Replikation (Origin of Replication, Ori) codieren welcher von dem Zielorganismus erkannt wird, sodass
die Replikation des Plasmids im Zielorganismus nicht moglich ist. So kdnnen nach der ersten Selektion
nur Organismen {iberleben, die nach Aufnahme der rekombinanten DNA durch ein initiales homologes
Rekombinationsereignis dieses sogenannte Suizid-Plasmid in das Genom integrieren konnten. Zuletzt
bendtigt das Plasmid, neben einer Antibiotikaresistenz-Kassette, einen Gegenselektionsmarker,
welcher im Laufe der Deletion zuséatzlichen Selektionsdruck fir die Entfernung des Plasmids aus dem
Genom ausliben kann. Im Gegensatz zu einer Antibiotikaresistenz vermittelt der
Gegenselektionsmarker eine Sensibilitdt gegeniber einer Chemikalie anstatt einer weiteren Resistenz.
Im Rahmen der Gegenselektion wird so der Organismus auf die Abwesenheit des Markers getestet,
um festzustellen, ob der Deletionsvektor nach einer 2. Homologen Rekombination das Genom des

Organismus wieder verlassen hat (Abb. 50).

Suizidplasmid
Selektion fiir SM

Option A

—/ |~

Up  Ziel-Region - /

Gegenselektion

—~/ /HEATH/

Wildtyp Revertante Markerlose Deletion
SM-negativ SM-negativ

/ Up Ziel-Region

Abbildung 50: Schematische Darstellung einer markerlosen Deletion basierend auf homologer Rekombination.
Durch die Einbringung eines Suizidplasmids mit homologen Sequenzen stromauf- und abwarts der Zielsequenz
kann das Plasmid Uber eine dieser Sequenzen mittels homologer Rekombination im Genom integriert werden.
Durch die Anwesenheit von zwei homologen Sequenzen, eine auf dem Plasmid und eine im Genom, kommt es
zu einem zweiten Rekombinationsereignis. Je nachdem, liber welche Sequenz die Rekombination erfolgt, wird
das Plasmid entweder mit oder ohne der Zielregion aus dem Genom entfernt. HR: Homologe Rekombination;
SM: Selektionsmarker; GSM: Gegenselektionsmarker; Up: Sequenz stromaufwarts der Ziel-Region; Do: Sequenz
stromabwarts der Ziel-Region.
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SacB ist einer der am weitesten verbreitete Gegenselektionsmarker fiir rekombinationsbasierte
Gendeletionen in gram-negativen Bakterien. Das korrespondierende Gen sacB stammt urspriinglich
aus B. subtilis und codiert eine Levansucrase, welche durch die Freisetzung von Fruktose-Monomeren
aus Saccharose die Bildung des Fruktan-Polymers Levan katalysiert (Pelicic et al., 1996). Der genaue
Mechanismus, den SacB bei der Vermittlung des letalen Effekts auslost, ist bisher nicht konkret
erforscht. Vermutlich fiihrt die intrazelluldre oder periplasmatische Akkumulation von Levan durch die

unregulierte Synthese tiber SacB zum Zelltod.

In der Literatur wird von den meisten Bacteroides und Phocaeicola-Arten pauschal behauptet, dass in
diesen beiden Gattungen aufgrund der Fahigkeit zur Verwertung von Fruktan-Polymeren eine SacB-
Gegenselektion nicht funktioniert (Sonnenburg et al., 2010; Kino et al., 2016; Bencivenga-Barry et al.,
2020). Entgegen dieser Annahmen wurde in der vorliegenden Arbeit demonstriert, dass sich SacB als
auBerst potenter Gegenselektionsmarker fiir die markerlose Deletion von Genen in P. vulgatus eignet
(Kap. 3.1.1-.3.1.3). Auf der Basis von pMM656 wurde ein modulares Deletionsplasmid entwickelt
werden, welches sich zuverlassig von E. coli B-2155 konjugativ in P. vulgatus einbringen liel (Kap.
3.1.4). Um die Funktionalitat dieses Systems zu testen wurde das Gen bvu_1663, welches fiir eine Exo-
B-Fructosidase codiert, als initiales Deletion-Ziel gewahlt. Zu diesem Zweck wurden 1000 bp der Up-
und Downstream-region des bvu_1663 Gens in den pMM656_SacB Deletionsvektor kloniert. Das
Konstrukt wurde in P. vulgatus DSM 1447 eingebracht und Gber homologe Rekombination im Genom
integriert (Kap. 3.1.5). Nach einer zweiten homologen Rekombination wurde der Deletionsvektor
wieder entfernt und unter den resultierenden Stammen konnten schlieRlich P. vulgatus A1663
Deletionsmutanten nachgewiesen werden (Kap. 3.1.6). Die Deletion des Gens bvu_1663 fihrte zu
einem P. vulgatus Phanotyp, welcher Fructooligosaccharide nicht mehr als Kohlenstoff- und
Energiequelle nutzen kann (Kap. 3.1.7). Das Potenzial des in dieser Arbeit etablierten Deletionssystem
flr P. vulgatus wurde weiterhin durch die Deletion mehrerer Gene des zentralen Kohlenstoff-
Metabolismus, darunter diejenigen, die fir die Lactat-Dehydrogenase (bvu_2499), die Pyruvat:Formiat
Lyase bvu_ 2880, sowie die Methylmalonyl-CoA-Mutase (bvu_0309/0310) codieren, demonstriert
(Ltick, 2023). Jedoch lasst sich dieses System nicht fiir jeden Vertreter der Gattungen Bacteroides oder
Phocaeicola einsetzen. Da SacB die Polymerisierung von Levan katalysiert muss angenommen werden,
dass SacB in allen Bacteroides und Phocaeicola Spezies, welche zum Abbau von Levan befahigt sind,

keinen letalen Effekt vermittelt.

Eine Studie von Ernits et al. (2019) beschaftigte sich ndaher mit der Verwertung von Levan durch
B. thetaiotaomicron und konnte die Endo-B-Fructofuranosidase (BT_1760), welche fiir die Hydrolyse
von Levan verantwortlich ist, kristallographisch charakterisieren. Weiterfiihrende Experimente mit

einer Mutante von B. thetaiotaomicron, welcher das Gen bt_1760 fehlt, zeigten den Verlust der
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Fahigkeit Levan als Substrat fir das Wachstum zu verwenden (Ernits et al., 2019; Bolam & Sonnenburg,
2011). Aus diesem Grund diente das entsprechende Protein BT_1760 in dieser Arbeit als
Ausgangspunkt fur eine bioinformatische Analyse homologer Proteine in verschiedenen Bacteroides
und Phocaeicola-Spezies (s. Kap. 3.1.1). Es wurde die These aufgestellt, dass alle Organismen ohne ein
BT_1760-Homolog Levan nicht verstoffwechseln kénnen. Anhand der Ergebnisse aus einer Studie von
Colnet et al. (2021) wurde diese These zusatzlich unterstiitzt: Die besagte Studie sammelte Ergebnisse
aus Wachstumsexperimenten mit verschiedenen Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies, um zu
Uberprifen, ob diese zur Verwertung von Levan befahigt sind. Die Ergebnisse einer Studie von Colnet
et al. (2021) lassen die Vermutung zu, dass alle Organismen mit einem zu BT_1760 homologen Protein
in der Lage sind, Levan oder Inulin als Substrat zu nutzen. Dementsprechend wurde in dieser Arbeit die
These aufgestellt, dass SacB in Vertretern der Bacteroidota, die tiber kein BT_1760-Homolog verfiigen,
zur Gegenselektion genutzt werden kann (Kap. 3.1.1). Sonnenburg et al. (2010) konnten durch weitere
Wachstumsexperimente mit B. thetaiotaomicron, B. caccae, B. ovatus, B. fragilis, B. uniformis und P.
vulgatus zeigen, dass nur B. thetaiotaomicron dazu in der Lage ist, Levan als Substrat zu verwenden.
Mit Ausnahme von P. vulgatus konnten die verbliebenen getesteten Organismen lediglich Inulin
verwerten. Dieser Umstand lasst sich auf die Tatsache zurlickfiihren, dass Inulin im Vergleich zu Levan
Uber einen deutlich geringeren Polymerisierungsgrad verfligt und somit lber spezifische Import-
Systeme (SusD/SusC) oder Porine in das Periplasma gelangen kann, wo das Substrat durch geeignete
Exo-Fructosidasen hydrolysiert wird (Flamm et al., 2001). Die Ergebnisse aus der Studie von
Sonnenburg et al. (2010) legen nahe, dass SacB zumindest in B. caccae, B. ovatus, B. fragilis und B.

uniformis als Gegenselektionsmarker eingesetzt werden kann. (Sonnenburg et al., 2010).

Letztendlich Iasst sich nur durch gezielte Experimente feststellen, ob SacB als Selektionsmarker in den
aufgefihrten Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies funktioniert. Aus den oben genannten Griinden
sollte sich SacB fiir eine Gegenselektion in B. fragilis eignen, doch bisher erbrachten entsprechende
Versuche mit B. fragilis keinen Erfolg (Kino et al., 2016). Als Gegenbeispiel konnte SacB in Segatella (S.)
copri angewendet werden. Dieser Organismus gehort ebenfalls der Ordnung Bacteroidales an und gilt
als extrem effizienter Spezialist fiir den Abbau von komplexen Kohlenhydraten, darunter auch Inulin
und Levan (Hayashi et al., 2007). Und trotz dieser metabolischen Fahigkeiten wurde ein
Deletionsprotokoll basierend auf der Gegenselektion mit SacB etabliert (Li et al., 2021). Demnach ist
eine detaillierte Aufklarung der Levan-Verwertung in einem Organismus notwendig, um eine

Vorhersage zu treffen, ob SacB einen letalen Effekt vermittelt.
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4.1.3 Weitere Gegenselektionsmarker fiir die markerlose Gen-Deletion in Bacteroides und
Phocaeicola-Spezies

Der limitierende Faktor fiir Deletionen mittels homologer Rekombination in Spezies der Gattungen
Bacteroides und Phocaeicola bezieht sich auf die Verfligbarkeit wvon zuverlassigen
Gegenselektionsmarkern, weshalb sich viele Studien auf die Etablierung bestehender und neuartiger
Selektionsmarker fiir diese beiden Gattungen fokussieren. Im folgenden Kapitel werden, abseits von
SacB (Kap. 3.1.3), weitere Selektionsmarker flir Bacteroides- und Phocaeicola-Vertreter beziglich ihrer

Zuverlassigkeit sowie Vor- und Nachteile diskutiert.

Speziell fur Vertreter der Gattung Bacteroides wurde kirzlich ein System fir Gegenselektionen
entwickelt, welches auf einer Kombination der toxischen Effektoren Bfel und Btel basiert
(Bencivenga-Barry et al., 2020). Diese beiden Effektoren stammen aus dem Typ VI-Sekretionssystem
von B. fragilis und (iben einen bakteriziden Effekt auf andere Bacteroides Spezies aus (Chatzidaki-
Livanis et al., 2016; Wexler et al., 2016). Die Expression der Effektoren wird durch einen
Anhydrotetrazyklin (aHT) induzierbaren Promotor reguliert, sodass die Integration des Plasmids in das
Genom zundachst keinen letalen Effekt vermittelt. Nach der zweiten homologen Rekombination wird,
durch die Zugabe von aHT die Synthese der Effektoren induziert, um zu Uberpriifen, ob das
Deletionsplasmid aus dem Genom entfernt wurde. Dieses System wurde bisher erfolgreich fir die
Deletion von Genen in B. thetaiotaomicron sowie Wildtyp-Isolaten von P. vulgatus und
Parabacteroides-Spezies aus dem menschlichen Darm eingesetzt (Garcia-Bayona et al., 2019). In
Vorarbeiten fiir diese Arbeit wurde ebenfalls der Versuch unternommen, dieses Selektionssystem auf
P. vulgatus zu Ubertragen. Obwohl das Plasmid fiir dieses System auf dem Riickgrat des pMM®656
Integrationsvektor basiert, blieben alle Transformationsversuche erfolglos. Eine mdgliche Erklarung
ware, dass P. vulgatus trotz der Abwesenheit des Induktors aHT die Expression der toxischen
Effektoren in geringen Mengen zuldsst und so bereits einen toxischen Effekt vermittelt (Persénliche

Mitteilung Rebecca Liick).

Ein alternativer Gegenselektionsmarker basiert auf einer modifizierten Variante des Gens pheS,
welches fiir eine Phenylalanyl-tRNA-Synthetase (PheS) kodiert (Kino et al., 2016). Aufgrund einer
Mutation wird die Substratselektivitit von PheS reduziert, wodurch ebenfalls das toxische
Phenylalanin-Analogon p-Chloro-Phenylalanin in Proteine inkorporiert werden kann. Durch die
Anwesenheit von p-Chloro-Phenylalanin im Gegenselektionsmedium nach einer zweiten homologen
Rekombination kann festgestellt werden, ob der Deletionsvektor aus dem Genom entfernt wurde.
Dieses System hat gegeniliber der Gegenselektion mit den toxischen Effektoren btel und bfel den
Vorteil, dass der Gegenselektionsmarker nicht von einer Induktion abhangt. Erst die Zugabe von p-

Chloro-Phenylalanin im Selektionsmedium erzeugt einen Selektionsdruck. Problematisch ist jedoch die
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geringe Toxizitdt des Systems in Komplexmedium: Durch die Verfiigbarkeit von alternativen
Phenylalanin-Quellen wird p-Chloro-Phenylalanin nur in geringen Mengen von Organismen
aufgenommen, was eine massive Beeintrachtigung der Selektionseffizienz zur Folge hat. Die
Gegenselektion des PheS-Systems muss daher auf Minimal-Medium durchgefiihrt werden, wodurch
die Regeneration potenzieller Mutanten erschwert wird. Und selbst auf Minimal-Medium ist die
Effizienz nicht besonders hoch, da es haufig zu einem Hintergrund-Wachstum von falsch-positiven

Mutanten kommt (Kino et al., 2016; Garcia-Bayona & Comstock, 2019).

Fluorierte Nukleotid-Derivate wie z.B. 5-Fluorocytosin (5-FC) und 5-Fluoro-2’Desoxyuridin (FUdr)
eignen sich ebenfalls als Substanzen fir eine Gegenselektion und wurden in der Vergangenheit fiir die
markerlose Deletion in verschiedenen Proteobakterien angewandt (Kostner et al., 2013, Sakanaka et
al., 2018). Der Gegenselektions-Mechanismus basiert auf Enzymen, welche fluorierte Nukleotid-
Derivate in den Nukleotid-Stoffwechsel einschleusen, was in der Synthese von 5-Fluorodesoxyuridin-
monophosphat (5F-dUMP) miindet. 5F-dUMP fiihrt letztendlich zu einer letalen irreversiblen
Hemmung der essenziellen Thymidilat-Synthase, welche dUMP zu desoxy-Thymidinmonophsophat
(dTMP) umsetzt. dTMP ist notwendig flir die DNA-Synthese, Reparatur und Replikation. Daher ist ein
Mangel an dTMP letal fiir jeden Organismus (Goh et al., 2009). Der eigentliche Gegenselektionsmarker
ist das Protein fiir die Metabolisierung besagter Nukleotid-Derivate. Fiir die Anwendung sind demnach
Stamme notwendig, welche die entsprechenden Enzyme fiir die Einschleusung der toxischen Derivate
in den Nukleotid-Stoffwechsel nicht besitzen und folglich in Anwesenheit der toxischen Nukleotid-
Derivate wachsen kénnen. Beispielsweise wurde 5-FC als Gegenselektionsmarker fiir die Deletion von
Genen in Gluconobacter oxydans Mutanten eingesetzt, in denen in vorangegangenen Experimenten
das Gen fur eine Phosphoribosyl-Transferase (upp) deletiert wurde. Das upp-Gen ist fiir die Umsetzung
von 5-FC zu 5-Fluorouridin-monophosphat (5F-UMP) verantwortlich. 5F-UMP wird im weiteren Verlauf
des Stoffwechsels zu 5F-dUMP umgesetzt, wodurch letztendlich die Thymidilat-Synthase gehemmt
wird (Kostner et al., 2013). Ein dhnliches System konnte bereits in P. dorei und B. thetaiotaomicron
angewendet werden und stiitzt sich auf die Anwendung von FUdr. In diesem Ansatz vermittelt das
Enzym Thymidin-Kinase den letalen Effekt aufgrund der Umsetzung von FUdr zu 5F-dUMP, wodurch,
analog zu dem System in G. oxydans, die Thymidilat Synthase gehemmt wird (Sakanaka et al., 2018).
Auch flr dieses System ist die Deletion der Thymidin-Kinase in dem Ausgangsstamm erforderlich,
daher musste zundchst eine entsprechende Mutante erzeugt werden, welche keine Sensibilitat

gegenlber FUdr besitzt.

Teile dieser Arbeit fokussierten sich ebenfalls auf die Entwicklung eines Gegenselektionssystems fiir P.
vulgatus, welches auf der Anwendung des fluorierten Nukleotid-Derivats 5-Fluorouracil (5-FU) basiert

(Kap. 3.1.8). P. vulgatus codiert in seinem Genom zwei Enzyme (Phosphoribosyl-Transferase
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(BVU_0984) und Purin-Nukleosid-Phosphorylase (BVU_3649)) welche 5-FU in den Nukleotid-
Stoffwechsel einschleusen kénnen. Die Deletion dieser beiden Gene erfolgte mit dem in dieser Arbeit
entwickelten SacB-Gegenselektionssystems und fiihrte zu der Deletionsmutante P. vulgatus
A0984NA3649, auf die 5-FU keinen toxischen Effekt mehr ausibt (Llick, 2023). Um die Funktionalitat
dieses neu entwickelten 5-FU-Selektionssystem zu demonstrieren, wurde in dieser Arbeit erneut das
Gen fiir die Exo-B-Fructosidase BVU_1663 deletiert (Kap. 3.1.8). Auf dem modularen pMM656-
Deletionsvektor, welcher fiir die Deletion von bvu_1663 eingesetzt wurde, wurde das sacB-Gen durch
die beiden Gene bvu 0984 und bvu 3649 ausgetauscht (Kap. 3.1.8). Das resultierende
Deletionsplasmid pMM656 A1663 upp wurde anschlieffend in P. vulgatus A0984A3649 eingebracht
und fuihrte, nach Durchfiihrung des Deletionsprotokolls (s. Kap. 2.1.14), zu der P. vulgatus A3649 A0984
A1663 Deletionsmutante. Somit wurde in dieser Arbeit ein zusatzliches Gegenselektionssystem fiir

eine markerlose Deletion in Spezies der Gattungen Bacteroides- und Phocaeicola etabliert.

Neben der klassischen Methode der markerlosen Deletion Giber homologe Rekombinationen wird auch
an der ErschlieRung von Bacteroides/Phocaeicola-Arten fiir aktuellere Methoden wie CRISPR/Cas
geforscht (Zheng et al., 2022). In der Studie von Zheng et al. (2022) wurde ein pMM®656-Derivat
generiert, welches das Cas9 Protein und eine entsprechende Guide-RNA (gRNA) unter Kontrolle eines
aHT-induzierbaren Promotors codiert. Das Cas9 Protein rekrutiert die gRNA und induziert einen
spezifischen Doppelstrangbruch im Genom des Ziel-Organismus. Durch ein Repair Template, welches
ebenfalls auf dem Vektor codiert, erfolgt eine homologe Rekombination an der Stelle des
Doppelstrangbruchs. Dieses Repair Template kann frei modifiziert werden, wodurch Modifikationen,
Insertionen und Deletionen moglich sind. Zu Demonstrationszwecken wurde dieses System in B.
thetaiotaomicron, B. fragilis, B. ovatus, B. uniformis und P. vulgatus zur Deletion von DNA-Regionen
mit einer GroRe von bis zu 50 kb angewandt (Zheng et al., 2022). Dieses System weist jedoch die
grundsatzlichen Limitationen des pMM656-Plasmids auf: Dieser Vektor kann nur in Organismen
integrieren, welche eine attN-Region im Genom besitzen. Bei einer homologen Rekombination, wie sie
in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde (Kap. 3.1.5), funktioniert die genomische Integration der
rekombinanten DNA (ber frei wahlbare homologe Bereiche. Dementsprechend bietet dieses System,
im Vergleich zur markerlosen Deletion durch homologe Rekombination, deutlich weniger Flexibilitat.
Durch die Verwendung des pG106 Shuttle-Vektors kdnnte dieses System, unabhédngig von den
beschriebenen Einschrankungen, in allen kompatiblen Bacteroides und Phocaeicola-Spezies

angewendet werden.

In dieser Arbeit resultierte die Forschung an einer Deletionsmethode fiir Bacteroides und Phocaeicola-
Spezies in der Generierung eines modularen Suizid-Plasmids, welches sich effizient von E. coli 2155

mittels Konjugation in P. vulgatus Ubertragen lasst (Kap. 3.1). Es wurde gezeigt, dass sich SacB als
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potenter Gegenselektionsmarker in P. vulgatus eignet (Kap. 3.1.1-3.1.3). Durch die Deletion des Gens
bvu_1663, welches fiir die Exo-B-Fructosidase BVU_1663 codiert, wurde erstmals das Potenzial und
die Zuverlassigkeit des Systems demonstriert (Kap. 3.1.7). Darauf aufbauend wurde das SacB-System
fur die markerlose Deletion von mehreren Genen des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus und des
Nukleotid-Stoffwechsels eingesetzt (Llick, 2023). Weiterhin wurde das SacB-Deletionsprotokoll fiir die
Entwicklung eines weiteren Gegenselektionsmarker fiir P. vulgatus angewandt. Durch die Deletion der
beiden Gene bvu_0984 und bvu_3649 entstand eine 5-FU resistente P. vulgatus Deletionsmutante,
welche sich fir die Gegenselektion mittels 5-FU eignet (Lick, 2023). Die Zuverlassigkeit dieses neu
etablierten Gegenselektionsmarkers fiir eine markerlose Deletion wurde in dieser Arbeit, durch die

erneute Deletion der Exo-B-Fructosidase BVU_1663, bestatigt (Kap. 3.1.8).

4.2 Der Fruktan-Metabolismus von P. vulgatus

Zur Demonstration der Funktionalitdt der beiden Gegenselektionssysteme, welche in dieser Arbeit
entwickelt worden waren, wurde die Deletionsmutante P. vulgatus A1663 erzeugt. Das deletierte Gen
bvu_1663 kodiert fur die Exo-B-Fructosidase BVU_1663 und spielt eine zentrale Rolle im Fruktan-
Metabolismus von P. vulgatus. Die Deletion von bvu_1663 fiihrte zu einem P. vulgatus Phanotyp,
welcher Inulin- und Levan-FOS nicht mehr als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen konnte (Kap.
3.1.7). Dieser Phanotyp eignete sich fiir die Untersuchung des Fruktan-Stoffwechsels von P. vulgatus
und der damit verbundenen Implikationen fiir den Stoffwechsel weiterer Vertreter der Gattungen
Bacteroides und Phocaeicola. Daher wurde in dieser Arbeit zunachst die Exo-B-Fructosidase BVU_1663
heterolog produziert und aufgereinigt. Durch anschliefende Charakterisierung wurden Levan-FOS und
Inulin-FOS als Substrat fiir die Exo-B-Fructosidase BVU_1663 bestatigt (Kap. 3.1.9.2). Bei diesen beiden
Substanzen handelt es sich um gangige Prabiotika, welche nach dem Verzehr den Dickdarm erreichen
und dort selektiv das Wachstum von gesundheitsfordernden Bakterien unterstiitzen (Van De Wiele et
al., 2007, Porras-Dominguez et al., 2014). Dementsprechend besitzt die Aufklarung der
Metabolisierung dieser Prabiotika durch die Darmmikrobiota eine hohe Relevanz fiir die Bewertung
des prabiotischen Potenzials von Inulin-FOS und Levan-FOS. Aus diesem Grund werden im folgenden
Kapitel die Analysen zum Phdnotyp der Deletionsmutante P. vulgatus A1663 zur Modellierung des
Fruktan-Stoffwechsels von P. vulgatus aufgearbeitet und in den Kontext der Fruktan-Verwertung von

Bacteroides/Phocaeicola-Vertretern gesetzt.

4.2.1 Bedeutung von Bacteroides und Phocaeicola-Spezies fiir die Verwertung von Fruktan-
Polymeren

Pflanzliche Nahrungsmittel besitzen einen hohen Gehalt an Ballaststoffen. Dabei handelt es sich primar
um eine Mischung verschiedener Heteropolysaccharide, welche von Saugetieren selbst nicht
verstoffwechselt werden. Aufgrund des Fehlens entsprechender Enzyme, welche fiir den Abbau dieser
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komplexen Substrate notwendig sind, passieren pflanzliche Heteropolysaccharide zum Grof3teil den
oberen Teil des Gastrointestinaltrakts und erreichen unverandert den Dickdarm. Somit bietet das
Darmlumen eine Nische fir eine Vielfalt an Mikroorganismen, welche auf den Abbau solcher
komplexen Substrate spezialisiert sind (Flint et al., 2012). Nur wenige Polysaccharide, wie z.B. Amylose,
kénnen bereits im Dinndarm hydrolysiert werden. Bestimmte Formen der Amylose, die lber lange
Amylopektin-Seitenketten verfligen, erreichen jedoch zum GroRteil den distalen Verdauungstrakt.
Trivial werden diese Polymere auch als resistente Starke bezeichnet und stellen den gréRten Anteil an
Polysacchariden dar, welche den Dickdarm erreichen (Englyst & Liu, 2007). Resistente Starke wird im
Dickdarm primar von Ruminococcus bromii (Walker et al., 2011), aber auch von Agathobacter rectalis
sowie Arten der Gattungen Bifidobacterium, Bacteroides und Parabacteroides verwertet (Wang et al.,
1999; Wang et al., 2002; Martinez et al., 2010). Neben Starke machen sogenannte Non Starch
Polysaccharides (NSP) den nachst-grofRten Anteil an Polysacchariden im Darm aus (Choct, 1997). Bei
diesen Polymeren handelt es sich um Cellulose, Pektin, Hemicellulosen (Xylane) und Inulin. Diese
pflanzlichen Fasermolekiile weisen eine grofle Heterogenitdt bezlglich ihrer Monomere,
Verknlpfungsarten sowie Seitenketten auf und benétigen daher einen erheblichen
Stoffwechselaufwand, um als Kohlenstoff- und Energiequelle zu dienen. Gemessen an der Vielfalt von
Darmbakterien im Dickdarm herrscht eine dementsprechend grolRe interspezifische Konkurrenz um
diese Substrate. Besonders Arten der Familie Bacteroidaceae, darunter auch der in dieser Arbeit
verwendete Modell-Organismus P. vulgatus, gelten als dullerst potente Spezialisten fiir den Abbau
eines groflen Spektrums an pflanzlichen Heteropolysacchariden (Salyers et al. 1977). Mittels der
Genomsequenzierung von Mikroorganismen konnten die genetischen Strukturen identifiziert werden,
welche die ndtigen Enzyme fiir den Abbau von Polysacchariden codieren (Grondin et al., 2017). Die
Sammlung der entsprechenden Gene werden als Polysaccharide Utilization Loci (PUL) bezeichnet.

Alleine in B. thetaiotaomicron wurden tGber 170 Gene solchen PUL zugeordnet (Xu et al., 2003).

Demnach liegt es nahe, dass Vertreter der Familie Bacteroidaceae auch in der Lage sind, die
Fruktanpolymere Inulin und Levan zu verstoffwechseln (Sonnenburg et al., 2010; Ernits et al., 2019;
Colnet et al., 2021). Bei diesen Verbindungen handelt es sich um prabiotisch wirksame Polysaccharide,
bestehend aus B-(2,1) (Inulin) und B-(2,6) (Levan) verknipften Fruktose-Monomeren (Di Bartolomeo
et al., 2013). Im Rahmen der Entwicklung eines Deletionssystems fiir P. vulgatus wurde in dieser Arbeit
als ,,Proof of Concept” das Gen bvu_1663 deletiert, welches laut Annotation fiir eine Exo-B-
Fructosidase codiert (Kap. 3.1.6; 3.1.8). Dieses Enzym ist flr die Hydrolysierung von Fruktan-
Oligomeren (FOS) verantwortlich und ermoéglicht es P. vulgatus Levan-FOS sowie Inulin-FOS als
Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen (Kap. 3.1.9). Wie im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden konnte, resultierte die Deletion von bvu_1663 in einem P. vulgatus Phanotyp, welcher FOS

nicht mehr als Substrat fur die Biomassebildung verwertete (Kap. 3.1.7). Die weitere in vitro- und in
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vivo-Charakterisierung des Enzyms BVU_1663 fiihrte zu Ergebnissen, welche die bisherigen

Erkenntnisse (iber die Fruktan-Verwertung durch Phocaeicola und Bacteroides-Spezies erganzen.

4.2.2 Modellierung der Fruktan-Verwertung in P. vulgatus

Eine Studie von Sonnenburg et al. (2010) beschaftigte sich mit dem Abbau von Inulin und Levan durch
verschiedene intestinale Bacteroides und Phocaeicola-Spezies, darunter auch P. vulgatus. Durch
Wachstumsexperimente mit B. thetaiotaomicron, B. caccae, B. ovatus, B. fragilis, B. uniformis und P.
vulgatus auf Levan bzw. Inulin wurde gezeigt, dass nur B. thetaiotaomicron in der Lage ist, Levan als
Substrat zu verwenden. Auller P. vulgatus konnten die verbliebenen getesteten Organismen lediglich
Inulin metabolisieren. Daher lasst sich aus dieser Studie ableiten, dass die Fahigkeit zum Abbau von
Levan scheinbar die Fahigkeit zur Verwertung von Inulin ausschlieRt, und umgekehrt (Sonnenburg et
al., 2010). Eine dhnliche Beobachtung konnte erst kirzlich im Rahmen eines Forschungsprojekts in der
Arbeitsgruppe von Prof. Deppenmeier (IfMB, Universitait Bonn) dokumentiert werden. Durch
Wachstumsexperimente mit Levan und Inulin als Substrat wurde nachgewiesen, dass B. intestinalis
Levan, jedoch kein Inulin verwertet. B. xylanisolvens hingegen metabolisierte Inulin, zeigte aber kein
Wachstum auf Levan (Personliche Mitteilung Franziska Wienberg). In Bacteroides und Phocaeicola-
Spezies, welche zur Metabolisierung von polymerem Levan und Inulin befdhigt sind, erfolgt der Abbau
der Polymere durch eine in der duBeren Zellmembran lokalisierte Endo-B-Fructosidase. Dieses Enzym
spaltet die glykosidischen Bindungen innerhalb des Fruktan-Polymers, wodurch sukzessive Fruktan-
Oligomere freigesetzt werden (Sonnenburg et al., 2010; Bolam & Sonnenburg, 2011; Joglekar et al.,
2018; Ernits et al., 2019). Diese Endo-B-Fructosidase ist in Bacteroides-Spezies jedoch spezifisch fiir
entweder B-(2,1) - oder B-(2,6) -Verkniipfungen, womit die selektive Verwertung von Inulin oder Levan

begriindet wird (Joglekar et al., 2018; Zhang et al, 2019).

Darliber hinaus existieren in Bacteroides und Phocaeicola-Spezies Enzyme, welche unabhangig von der
Verknlipfungsart kurzkettige Inulin- oder Levan-FOS hydrolysieren. Am Beispiel von B.
thetaiotaomicron setzt die Endo-B-Fructosidase BT1760 ausschliefllich langkettiges Levan zu Levan-
FOS um. Die Exo-B-Fructosidase BT1759 hingegen hydrolysiert sowohl L-FOS als auch |-FOS zu
Fruktose-Monomeren (Sonnenburg et al., 2010). In B. thetaiotaomicron befindet sich das Enzym
BT1759 vermutlich im periplasmatischen Raum (Sonnenburg et al., 2010). Der Transport von FOS Uber
die duRere Membran erfolgt durch einen SusD/C Komplex (BT_1762/BT_1763), welcher fir die
Bindung und den Import von Kohlenhydrat-Oligomeren verantwortlich ist (Joglekar et al., 2018). In
dieser Arbeit wurde durch die Aufreinigung und Charakterisierung der Exo-B-Fructosidase BVU_1663
ebenfalls ein Enzym in P. vulgatus beschrieben, welche beide FOS-Typen hydrolysiert (Kap. 3.1.9). Die
Deletion des korrespondierenden Gens bvu_1663 fiihrte zum Verlust der Fahigkeit von P. vulgatus, L-

FOS oder I-FOS als Substrat zu verwerten (Kap. 3.1.7).
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Um aufzukldren, ob es sich bei BVU_1663 um ein cytoplasmatisches, periplasmatisches oder
membrangebundenes Protein handelt wurden in dieser Arbeit Experimente mit Membran- und
Cytoplasma-Fraktionen von P. vulgatus durchgefiihrt (Kap. 3.1.9.4). Es wurde nachgewiesen, dass
lediglich die Membranfraktion eine hydrolytische Aktivitdt mit FOS aufwies, daher wurde BVU_1663
als membran-assoziiertes Protein eingeordnet (Kap. 3.1.9.4). Es folgten weitere Experimente um
festzustellen, ob das Enzym mit der inneren oder duReren Membran assoziiert ist. Analysen mit
aufgereinigtem BVU_1663 zeigten in dieser Arbeit, dass das Enzym in geringem Male polymeres Levan
und Inulin hydrolysiert (Kap. 3.1.9.2). Dennoch konnte P. vulgatus nicht mit den respektiven Fruktan-
Polymeren als Substrat kultiviert werden (Kap. 3.1.7). Anhand dieser Erkenntnisse wurde ein
Experiment durchgefiihrt um die Verankerung von BVU_1663 in der dulReren Membran von P. vulgatus
zu Uberprifen. Es wurden gewaschene, lebensfahige Zellen mit Levan und Inulin vermischt und fiir 16h
inkubiert (Kap. 3.1.9.3). Dabei konnte keine Freisetzung von Fruktose beobachtet werden. Aus diesem
Grund wurde die These aufgestellt, dass es sich bei BVU_1663 mit der inneren Membran verankert ist

und das aktive Zentrum des Enzyms in den periplasmatischen Raum ragt.

Anhand der vorhandenen Informationen fiir B. thetaiotaomicron im Hinblick auf die Fruktan-
Verwertung und der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse lasst sich flir P. vulgatus ein Modell
postulieren, welches den Abbau von Levan-FOS und Inulin-FOS darstellt (Abb. 51 B). Daflir wurden die
Gene des Fruktan-Polysaccharide Utilization Locus (PUL) aus B. thetaiotaomicron herangezogen, um
die entsprechenden Gene in P. vulgatus mittels Blast-Analysen und Sequenz-Alignments zu
identifizieren (Abb. 51 A) (Sonnenburg et al., 2010; Bolam & Sonnenburg, 2011; Joglekar et al., 2018;
Ernits et al., 2019). In diesem Modell werden FOS durch das SusD-homolog BVU_1368 gebunden und
anschlieRend aktiv durch das TonB-abhangige SusC-Porin BVU_1369 in den periplasmatischen Raum
importiert. Dort werden die FOS durch die Exo-B-Fructosidase BVU_1663 zu Fruktose-Monomeren
hydrolysiert. Freie Fruktose-Molekiile binden an die periplasmatische Sensor-Domane des zwei-
Komponenten Signal-Systems BVU_1666. Als Konsequenz werden regulatorische Proteine im inneren
der Zelle aktiviert, welche die Synthese von Fruktose-verwertenden Enzymen beeinflussen. Das
periplasmatische Import-Protein BVU_1664 schleust die freigesetzte Fruktose in das Cytosol, wo diese
Uber Phosphorylierung durch eine Fructokinase (BVU_1665) in den zentralen Kohlenstoff-

Metabolismus kanalisiert wird.

127



4. Diskussion

o \“as \«\9" .6359
Y\“Csse (,N"‘ a ‘,‘\)"‘oge (,N"‘os\ »(o(‘$ 5050 c,\ﬁ(’
1650 4600 460t 6P 66t 3 136

o000 eee

Umgebung
o08a

Q020000 a
Periplasma

“'X".

“ BVU_1663
Vaosesoneos

Cytosol
BVU_1665

TonB

I BVU_1662

Regulierung Fructose-
Verwertung

Abbildung 51: Modell der Verwertung von Inulin- FOS und Levan-FOS durch P. vulgatus. [A] Genomische
Orientierung der Gene, welche fiir die Enzyme der Fruktan- und Fruktose-Verwertung in P. vulgatus codieren.
Die Modellierung erfolgte lber den Vergleich des Levan-PUL von B. thetaiotaomicron mit dem Fruktan-PUL von
P. vulgatus (Sonnenburg et al., 2010). [B] Modell der Fruktan-Verwertung in P. vulgatus auf molekularer Ebene.
Fruktose wird durch die griinen Pentagone repradsentiert. Pentagon-Ketten reprasentieren sowohl Inulin- als
auch Levan-FOS. HTCS: Hybrid two-component System.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich die Deletion der Exo-B-Fructosidase der BVU_1663
nicht nur far den Nachweis der SacB-basierten Deletionsmethode eignete, sondern auch zu
Erkenntnissen beziglich der Verwertung von Fruktanen durch Bacteroides/Phocaeicola Spezies fuhrte.
An dieser Stelle soll noch einmal die potenzielle Anwendung von SacB als Gegenselektionsmarkern in
weiteren Bacteroides und Phocaeicola-Spezies aufgegriffen werden. Allgemein wird angenommen,
dass sich SacB grundsatzlich nicht fir die Anwendung in Phocaeicola und Bacteroides-Spezies eignet
(Kino et al., 2016, Bencivenga-Barry et al., 2020). Diese Annahme basiert auf der Tatsache, dass viele
Bacteroides und Phocaeicola-Spezies in der Lage sind, Levan zu verstoffwechseln (Sonnenburg et al.,
2010, Ernits et al., 2019, Colnet et al., 2021). Als Bestatigung fiir diese Annahme konnte in B. fragilis,

B. thetaiotaomicron und B. cellulosilyticus gezeigt werden, dass die heterologe Expression von SacB
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keinen letalen Effekt vermittelt (Kino et al., 2016, personliche Mitteilung Mélanie Gindt, 2023). Jedoch
wurde fir B. fragilis nachgewiesen, dass dieser Organismus nicht zur Metabolisierung von Levan
befahigt ist (Sonnenburg et al., 2010; Colnet et al., 2021). Trotzdem scheint B. fragilis die Fahigkeiten
zu besitzen, eine letale Akkumulation von Levan zu verhindern (Kino et al., 2016). Eine Moglichkeit,
dem letalen Effekt einer Expression von sacB entgegenzuwirken, wéare die Hydrolyse von Levan durch
die 2,6-B-Fructofuranosidase BF3342. Dieser Mechanismus misste sich jedoch ebenfalls auf P.
vulgatus UGbertragen lassen, da die beiden Proteine BF3342 und BVU_1663 beziglich ihrer Struktur und
Sequenz groRe Homologien zueinander aufweisen. Fir B. thetaiotaomicron kénnte argumentiert
werden, dass die Endo-B-Fructosidase BT1760 fiir eine Negierung des letalen Effekts der Levan-
Akkumulation verantwortlich ist. Jedoch wurde von Ernits et al. (2019) nachgewiesen, dass das aktive
BT1760 in einem Proteinkomplex in der duReren Membran lokalisiert ist, und somit innerhalb der Zelle
keine Funktion erfillt. Die einzige Moglichkeit, den letalen Effekt einer Levan-Akkumulation im
Periplasma zu negieren, ware der Abbau von Levan im Periplasma wahrend des Transports von
BT_1760 zur Oberflache der duReren Membran. Trotz der Fahigkeit von B. thetaiotaomicron und B.
cellulosilyticus polymeres Levan zu metabolisieren, besteht weiterhin Klarungsbedarf beziiglich S.
copri. Dieser Organismus ist in der Lage, sowohl Levan als auch Inulin zu verstoffwechseln. Dennoch
wurde SacB als Gegenselektionsmarker flr die Deletion von Genen in S. copri angewendet (Li et al.,
2021). Die Argumentation wird noch komplexer, wenn davon ausgegangen wird, dass sich das durch
SacB produzierte Levan im Periplasma von Gram-negativen Organismen akkumuliert (Jager et al.,
1992; Pelicic et al., 1996). Fir B. thetaiotaomicron konnte gezeigt werden, dass im Periplasma die Exo-
B-Fructosidase BT1759 lokalisiert ist, welche sowohl Levan- als auch Inulin-FOS hydrolysiert (Bolam &
Sonnenburg, 2011). Angenommen, die Akkumulation von Levan im Periplasma wiirde lber den
gleichzeitigen Abbau von Levan durch BT1759 verhindert, so musste dieser Mechanismus auch auf P.
vulgatus Ubertragbar sein. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass BVU_1663 sowohlim Periplasma
aktiv ist, als auch zum Abbau von Levan- sowie Inulin-FOS befdhigt ist. Dennoch vermittelte die
heterologe Uberexpression von sacB in P. vulgatus eine signifikante Sensibilitit gegeniiber Saccharose.
Somit bleibt die Frage offen, ob eine eindeutige Vorhersage beziiglich der Effektivitdt von SacB als
Gegenselektionsmarker in individuellen Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies abseits von

Experimenten und nur anhand der bisher verfligbaren Informationen iberhaupt maoglich ist.

4.3 Homologe Uberproduktion der Pyruvat:Formiat-Lyase (BVU2880) in P. vulgatus

Fir die biotechnologische Nutzung von Mikroorganismen ist die Kanalisierung des Stoffwechsels zu
Gunsten der gewinschten Substanzen von groRem Vorteil, und der Einstieg fir besagte
Modifikationen betrifft meist den zentralen Kohlenstoffwechsel. Da es sich dabei um den Knotenpunkt

fir die Synthese aller lebensnotwendigen Substanzen in einem Organismus handelt, ist es wichtig
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festzustellen, in welchem Ausmal solche Modifikationen durchgefiihrt werden kénnen. In P. vulgatus
wurden erste Erkenntnisse Uber die Manipulation des Kohlenstoff-Metabolismus durch Liick &
Deppenmeier (2022) erbracht. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass eine Uberproduktion der
Lactat-Dehydrogenase BVU_2499 zu einer deutlich erhéhten Bildung von Lactat als metabolisches
Endprodukt fithrte. Um den Einfluss einer Uberproduktion von weiteren metabolischen Endprodukten
aus dem zentralen Kohlenstoff-Metabolismus zu analysieren wurde in dieser Arbeit, analog zu der
Studie von Liick & Deppenmeier (2022), die Pyruvat:Formiat-Lyase (PFL, BVU_2880) [EC 2.3.1.54] in P.

vulgatus Uberproduziert,

Bei Wachstum mit Glucose als Substrat bildet P. vulgatus im Rahmen des zentralen Kohlenstoff-
Metabolismus die Stoffwechselendprodukte Succinat, Lactat, Formiat, Acetat und Propionat. Formiat
entsteht durch die Spaltung von Pyruvat zu Formiat und einem Acetyl-Rest durch die PFL. Der
freigesetzte Acetyl-Rest wird anschlieBen auf Coenzym A Ubertragen und das verfligbare Acetyl-
Coenzym A wird dem Anabolismus bereitgestellt oder weiter zu Acetat als Endprodukt umgewandelt.
Die Enzymklasse der PFL ist als essenzieller Bestandteil des anaeroben Stoffwechsels in
Mikroorganismen bereits gut untersucht. Die Enzyme der PFL-Klasse gehoren zu der Gruppe der Glycyl
Radical Enzymes (GRE) und sind abhangig von der Bildung eines Glycyl-Radikals durch ein PFL-
aktivierendes Enzym (Buckel & Golding, 2006). In P. vulgatus konnte das Gen des PFL-aktivierenden
Enzyms (bvu_2879) durch die direkte Nachbarschaft auf dem Genom zum pfl-Gen (bvu_2880), und
Uber die Anwesenheit eines charakteristischen CxxxCxxC Eisen-Schwefel-Cluster-Motifs in der
Aminosaure-Primdrsequenz identifiziert werden. Da Formiat als metabolisches Endprodukt von P.
vulgatus nicht weiter verstoffwechselt wird und in Folge im Medium akkumuliert, sollte in dieser Arbeit
durch die Uberproduktion der PFL der zentrale Kohlenstofffluss in Richtung Formiat gelenkt werden
(Kap. 3.2). Auf Basis des Shuttle-Vektors pG106 wurde das Plasmid pG106 2880 generiert, welches die
konstitutive homologe Uberexpression des Gens bvu_2880 in P. vulgatus ermoglicht. Uber den
Vergleich der Endprodukt-Konzentrationen des P. vulgatus Wildtyps und des Plasmid-tragenden
Stamms P. vulgatus pG106 2880 lielk sich ein eindeutiger Einfluss auf den Kohlenstoff-Metabolismus
erkennen. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Uberexpression von bvu_2880 fiihrte zu einer Erhéhung
der Formiat-Produktion von 3,5 + 0,3 mmol/g TG auf 11,2 + 1,8 mmol/g TG in der Plasmid-tragenden
Mutante P. vulgatus pG106 2880 (Kap. 3.2.3). Der genaue Einfluss der PFL-Uberproduktion auf den

zentralen Stoffwechsel von P. vulgatus wird in den folgenden Absatzen naher beleuchtet.

Uber die Identifizierung der Enzyme, welche dem zentralen Kohlenstoff-Metabolismus von P. vulgatus
zugeordnet werden kénnen, ldsst sich Gber den Abbau von Glucose die Erzeugung von Energietrdagern
und Reduktionsaquivalenten nachvollziehen (Abb. 52). Zunachst wird Glucose (liber die Glykolyse zu

PEP umgesetzt. An dieser Stelle spaltet sich der Stoffwechsel von P. vulgatus in zwei Wege: Einen
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,fermentativen” Pfad, welcher zur Bildung der Endprodukte Lactat, Formiat und Acetat fiihrt und einen
,respiratorischen” Pfad, in welchem Succinat im Zuge der anaeroben Fumarat-Atmung gebildet wird.
Hierbei dient Fumarat als terminaler Elektronenakzeptor, welcher durch die membrangebundene
Fumarat-Reduktase (BVU_1239-1241) zu Succinat reduziert wird. Succinat kann abschliefend weiter
zu Propionat verstoffwechselt werden. Der fermentative Pfad wird lber die Dephosphorylierung von
PEP zu Pyruvat durch eine Pyruvat-Kinase (BVU_0876) eingeleitet. Ausgehend von Pyruvat kann tber
die Lactat-Dehydrogenase (BVU_2499) Pyruvat zu Lactat reduziert werden, oder es entsteht Formiat
und Acetyl-CoA durch die katalytische Aktivitat der Pyruvat:Formiat Lyase (BVU_2880). Bei Lactat und
Formiat handelt es sich um Endprodukte von P. vulgatus, welche keinen Zweck mehr im Stoffwechsel
erfullen. Als dritte Moglichkeit kann Pyruvat auch (ber die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreductase
(BVU_3787), unter Freisetzung von CO, und Reduktionsdquivalenten in Form von Fdreq, zu Acetyl-CoA
umgesetzt werden. Acetyl-CoA steht weiteren Stoffwechselprozessen zur Verfligung oder wird, unter

Generierung von ATP, zu Acetat metabolisiert.

Der respiratorische Pfad beginnt mit der Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat mittels einer PEP-
Carboxykinase. Oxalacetat wird (iber Malat zu Fumarat reduziert, welches abschlieBend, im Rahmen
der Fumarat Atmung zu Succinat durch eine Fumarat-Reduktase (BVU_1239-1241), unter Verbrauch
von Reduktionsdquivalenten, reduziert wird. P. vulgatus besitzt keinen geschlossenen Citrat-Zyklus
und ist daher in der Lage, Oxalacetat liber einen oxidativen Abschnitt zu Succinat zu verstoffwechseln.
Dieser oxidative Weg fihrt zur Bildung von Reduktionsmitteln und Vorstufen fiir Biosynthesen und
wird daher als anaboler Prozess eingeordnet. Ein Teil des gebildeten Succinat kann anschliefend weiter
zu Propionat umgesetzt werden. Durch eine CoA-Transferase (BVU_1163) wird Succinat mit CoA zu
Succinyl-CoA verknlpft. Das Enzym Methylmalonyl-CoA Mutase (BVU_0309/0310) konvertiert dann
Succinyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA, welches im Anschluss Gber eine MM-CoA-Decarboxylase
(BVU_2941) zu Propionyl-CoA umgewandelt wird. AbschlieRend wird der Propionyl-Rest als Propionat

unter Freisetzung von CoA durch die CoA-Transferase BVU_1163 abgespalten.
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Abbildung 52: Schematische Darstellung des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus in P. vulgatus unter
Beriicksichtigung der Produktion der Stoffwechselendprodukte. Gezeigt wird die Produktion von Formiat,
Lactat, Acetat, Succinat und Propionat, ausgehend von Glucose. Die beteiligten Enzyme sind in hellgrau an der
jeweiligen Reaktion hinterlegt. Hellgrauer Stoffwechselpfad gilt als anaboler Prozess. Glc: Glucose; Fru: Fruktose;
GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; P: Phosphat; PG: Phosphoglycerat; PEP: Phosphoenolpyruvat; DH:
Dehydrogenase; Fd: Ferredoxin; ox: Oxidiert; red: Reduziert; CoA: Coenzym A; MM: Methylmalonyl.

Im Rahmen des Kohlenstoff-Metabolismus erzeugt P. vulgatus Reduktionsdquivalente in Form von
NADH und Fd.q, welche primar als Elektronendonatoren fiir die Proteinkomplexe der anaeroben
Atmungskette dienen. Dariiber hinaus werden diese Reduktionsdquivalente auch Uber weitere
Reduktionen im zentralen Metabolismus, wie beispielsweise der Reduktion von Pyruvat zu Lactat,

verbraucht.

In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen der Stoffwechsel-Endprodukte sowie der Substrat-
Verbrauch von P. vulgatus Wildtyps und der Plasmid-tragenden Mutante P. vulgatus pG106 2880
bestimmt (Kap. 3.2.3). Zu diesem Zweck wurden HPLC-Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten der
exponentiellen Wachstumsphase durchgefiihrt um die Konzentrations-Veranderungen von Glucose,
Succinat, Lactat, Formiat, Acetat und Propionat zu quantifizieren. Anhand der unterschiedlichen
Endproduktkonzentrationen kann der Fluss der Intermediate des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus
berechnet werden. Diese Aufarbeitung ermdoglicht auch eine Bilanzierung fiir die aufgewendeten
Reduktions- und Oxidationsmittel (Redox-Bilanz) sowie des benétigten Kohlenstoffs fir die Bildung von

Endprodukten und Biomasse ([C]-Bilanz). Die Rekonstruktion des Stoffwechsels basiert auf einer
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Analyse der Elementarzusammensetzung von S. copri. Im Rahmen einer Studie von Franke &
Deppenmeier (2018) wurde gezeigt, dass die kleinste Einheit der Biomasse von S. copri im Vergleich
zum Substrat Glucose (C1H,0:) in einem reduzierteren Zustand im Organismus (C1H1,7900.44) vorliegt.
Im Folgenden soll, anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse (Kap. 3.2.3), liber eine theoretische
Berechnung der Intermediate des P. vulgatus-Stoffwechsel die Verschiebung der
Endproduktverhiltnisse von der P. vulgatus pG106 2880 PFL-Uberproduktionsmutante mit dem
Wildtyp verglichen und diskutiert werden (Abb. 53).
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l konsumiert 0,37 | Ox. PP
6,85 Glucose 15,38 W Glucose +2,2|co,
fir Biomasse +4,4| NADPH

fiir den Katabolismus
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Abbildung 53: Flussschema der Intermediate des zentralen C-Stoffwechsels des P. vulgatus Wildtyp mit
Glucose als Substrat. Die Werte sind angegeben in mmol pro Gramm Zelltrockenmasse. Die Stoffwechsel-
Endprodukte sind durch fette Schrift hervorgehoben. Die Zugehorigkeit der Stoffwechsel-Prozesse zum
respiratorischen bzw. fermentativen Zweig sind durch die eine graue Box gekennzeichnet. Ox. PP: Oxidativer
Pentosephosphatweg; GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; PEP: Phosphoenolpyruvat; OAA: Oxalacetat; CoA:
Coenzym A.

Bei Wachstum auf DMMG-Medium waren die quantifizierbaren Stoffwechselendprodukte von P.
vulgatus Succinat, Lactat, Formiat, Acetat und Propionat. Im respiratorischen Zweig des Stoffwechsels
entstand Succinat, welches zum Teil zu Propionat umgesetzt wurde. Dementsprechend bildet die
Summe aus Propionat (2,83 mmol/ g TG) und Succinat (11,5 mmol/ g TG) die urspriingliche
Konzentration an Fumarat, Malat und Oxalacetat (14,33 mmol/g TG). Die Reduktion von Oxalacetat zu
Malat, und von Malat zu Succinat verbraucht Reduktionsdquivalente in Form von NADH, daher
entsprach die bendtigte Menge NADH 2 x 14,33 mmol/g TG. Im fermentativen Zweig lieR die Summe
der Konzentrationen von Acetat (16,2 mmol/g TG) und Lactat (0,23 mmol/g TG) den Riickschluss auf
16,43 mmol Pyruvat/ g TG zu. Da die Reduktion von Pyruvat zu Lactat NADH als Elektronen-Donor

benotigt, konnte aus der Konzentration von Lactat der Verbrauch von 0,23 mmol NADH/g TG ermittelt

133



4. Diskussion

werden. Die Differenz zwischen der Formiat-Konzentration (3,5 mmol/g TG) und der detektierten
Acetat-Konzentration (16,2 mmol/ g TG) gab Aufschluss dartiber, dass 12,73 mmol/g TG Pyruvat Gber
die Pyruvat: Ferredoxin Oxidoreductase decarboxyliert, und somit dieselbe Konzentration an Fdreq
gebildet wurde. AbschlieRend ergab die Summe aus den rekonstruierten 14,33 mmol/g TG Oxalacetat
des respiratorischen Zweigs und 16,43 mmol/g TG Pyruvat des fermentativen Zweigs eine
Konzentration von 30,76 mmol/g TG PEP, welche aus der katabolen Umsetzung von Glucose entstand.
Da PEP durch die Oxidation von GAP entsteht, wurden an dieser Stelle 30,76 NADH gebildet. Aus einem
Molekiil Glucose (C6 Korper) entstehen zwei Molekiile GAP (C3-Kérper), demnach entsprach die

Konzentration an Glukose, welche in den Katabolismus investiert wurde, 15,38 mmol/g TG.

In den zu Grunde liegenden Wachstumsexperimenten verbrauchte P. vulgatus insgesamt 22,6 mmol/g
TG Glucose (Abb. 53). Aus den Konzentrationen der Stoffwechsel-Endprodukte liel§ sich ableiten, dass
15,38 mmol/g TG Glucose fir den Katabolismus aufgewendet wurden. Die verbleibenden 7,22 mmol/g
TG Glucose wurden, unter Beriicksichtigung der Redox-Bilanz sowie der [C]-Bilanz, zum Teil dem
oxidativen Pentosephosphatweg sowie dem Anabolismus von P. vulgatus zugeordnet. Die
Elementaranalyse fiir S. copri, auf denen die in dieser Arbeit durchgefiihrten Berechnungen beruht,
ergab, dass sich 1 g Trockengewicht aus 48,5% Kohlenstoff zusammensetzt (Franke & Deppenmeier,
2018). Dies entspricht 0,485 g Kohlenstoff oder 40,4 mmol C-Atome, welche in sich 1 g
Zelltrockenmasse befinden. Um die [C]-Bilanz des P. vulgatus Wildtyps im Rahmen der Rekonstruktion
des Stoffwechsels auszugleichen wurden 6,85 mmol Glucose/g TG dem Anabolismus zugeordnet.
Daraus resultierten 41,1 mmol C-Atome/g TG (6 x 6,85 mmol Glucose/g TG), welche fir anabole
Prozesse aufgewendet wurden. Setzt man diesen [C]-Bedarf in ein Verhaltnis mit den ermittelten 40,4
mmol C-Atome/g TG von Franke & Deppenmeier (2018), dann ergibt sich daraus eine [C]-Bilanz von

101,7 %.

Flr die Aufstellung der Redox-Bilanz mussten, fiir die Umwandlung von Glucose in Biomasse, demnach
41,1 mmol CiH201-Einheiten/g TG in 41,1 mmol CiH1,7900,4s-Einheiten/g TG reduziert werden (Franke
& Deppenmeier, 2018). Die [H]-Aquivalente mussten von 82,2 mmol/g TG auf 73,6 mmol/g TG und die
[O]-Aquivalente von 41,1 mmol/g TG auf 17,7 mmol/g TG reduziert werden. Dies entsprach einer [H]-
Differenz von 8,6 mmol/g TG und einer [O]-Differenz von 23,4 mmol/g TG, welche entsprechend tber
Reduktionen entfernt werden mussten. Sauerstoff kann in P. vulgatus zellular nur in Form von Wasser
(H,0) entfernt werden, daher dnderte sich der Bedarf an [H]-Aquivalenten, sodass nunmehr 38,2 mmol
[H] katabol gebildet werden mussten, um 1 g TG zu erzeugen ((23,4 mmol [0] x 2) — 8,6 mmol [H]) (s.
Tab. 31).
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Tabelle 31: Berechnung der Redox-Bilanz und [C]-Bilanz von P. vulgatus DSM 1447 bei Wachstum auf Glucose

Komponente mmol/g TG  Berechnung

Glucose fiir den Anabolismus 6,85 Glucosegesamt - GlUCOSEKatabolismus - GlUCOSEoxpp
C1H,0:-Einheiten 41,1 6,85 mmol Glucose x 6 C-Atome

[H] aus Glucoseanabolismus 82,2 6,85 mmol Glucose x 12 H-Atome
[H]-Bedarf fur Zellmaterial 73,6 40,1 C;H,01-Einheiten x 1,79
[H]-Uberschuss 8,6 [H]Glucose — [H]gedarf zelimaterial

[O]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus 41,1 6,85 mmol Glucose x 6 O-Atome

[O]-Bedarf fiir Zellmaterial 17,7 41,1 C;H,01-Einheiten x 0,44
[0]-Uberschuss 23,4 [OlGlucose — [O]Bedarf zelimaterial

[H] zur Entfernung von [O] in H,0O 46,9 [O]uberschuss X 2

[H] aus dem Katabolismus 29,2 61,52 mmol [H] aus der GAP-Oxidation +

25,46 mmol [H] aus der Pyruvat Oxidation —
57,8 mmol [H] fur OAA-Reduktion (Abb. 53).

[H]-Gesamtbeda rf 38,2 [H]Entfernung von [0] — [H]Uberschuss

Glucose fiir den oxidativen PPW 0,37

[H] aus dem oxidativen PPW 8,9 Entsteht aus 0,53 mmol Glucose im OxPP
Summe verfiigbares [H] 38,1 [H]katabolismus + [H]oxep

[H]-Bilanz 99,6 % 38,1 x 100/38,2

[C]-Bilanz 101,7 % 41,1 x 100/40,4

Um die Redox-Bilanz auszugleichen ergab sich, anhand dieser Berechnungen, ein zusatzlicher Bedarf
von 8,9 mmol/g TG [H]-Aquivalenten fiir die Bildung von [H,0], welcher nicht iiber den Katabolismus
gedeckt wurde. Um diesen Mangel zu kompensieren besteht fir P. vulgatus die Moglichkeit Giber den
oxidativen Pentosephosphatweg (OxPP) die benoétigten Reduktionsdquivalente zu erzeugen (Abb. 54).
Im OxPP wird zunachst Glucose-6P zu Gluconolacton-6P umgewandelt. Katalysiert wird diese Reaktion
durch das geschwindigkeitsbestimmende Enzym Glucose-6P-Dehydrogenase (G6PDH; BVU_2796).
Somit wird durch dieses Enzym der G6P-Fluss bestimmt, der in den Stoffwechsel geleitet wird (Ge et
al., 2020). Nach einer Umwandlung von Gluconolacton-6P zu Gluconat-6P durch eine
Phosphogluconolactonase (BVU_2797) katalysiert eine Gluconat-6P-Dehydrogenase (BVU_2975) die
Bildung von Ribulose-5P unter Freisetzung von CO,. Die beiden Reaktionen von Glucose-6P zu
Gluconolacton-6P sowie von Gluconat-6P zu Ribulose-5P sind irreversibel und NAD(P)+ abhéngig,
sodass schlussendlich NAD(P)H gebildet wird (Abb. 54). Die beiden zentralen Schliisselenzyme des
nicht-oxidativen Zweiges sind die Transketolase (BVU_2318) und die Transaldolase (BVU_3333). Beide
Enzyme sind fir die reversible Umformung von C3,- C5- und C6-Kérpern essenziell (Horecker et al.,
1954). Zunachst katalysieren die Ribose-5P-Isomerase (BVU_2317) und die Ribulose-3P-Epimerase
(BVU_0050) die reversible Umwandlung von Ribulose-5P zu Ribose-5P und Xylulose-5P. Die
Transketolase nutzt Xylulose-5P als Ketosedonor und Ribose-5P oder Erythrose-4P als Aldoseakzeptor
zur Generierung von GAP und Sedoheptulose-7P oder GAP und Fruktose-6P (Stincone et al., 2015).
Somit katalysiert die Transketolase den Transfer von C2-Einheiten und leitet den Kohlenstofffluss

zwischen dem nicht-oxidativen PPW und der Glykolyse bzw. Gluconeogenese in beide Richtungen
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(Stincone et al., 2015; Ge et al., 2020). Die Transaldolase katalysiert hingegen den reversiblen Transfer
von C3-Einheiten, sodass bei dessen Ubertragung von Sedoheptulose-7P auf GAP Erythrose-4P und
Fruktose-6P entstehen (Abb. 54). Bei Bedarf werden die glykolytischen Zwischenprodukte GAP und
Fruktose-6P in den EMP-Weg eingeschleust. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass Fruktose-6P
mittels einer Glucose-6P-Isomerase in Glucose-6P umgewandelt wird, welches in den oxidativen Zweig
des PPW zuriickgefiihrt werden kann, um in Folge dessen zusatzliche [H] zu generieren (Abb. 54). Auf
diese Weise kann Glucose theoretisch vollstandig zu CO; und [H] oxidiert werden, wenn der Kreislauf

sechs-mal durchlaufen wird. Dabei entstehen 12 Molekiile NAD(P)H.

— Glucose-6P » Ribulose-5P
Glucose-6P Ribose-5P Isomerase Ribulose-5P Epimerase
Dehydrogenase —» NADPH BVU_2317 A BVU_0050
BVU_2796 1 l
Gluconolacton-6P Ribose-5P Xylulose-5P —
Phosphogluconolactonase
T v 2707 t $
Transketola
Gluconat-6P "Bvu_2318 I
Gluconat-6P \_.> NADPH l l
Dehydrogenase co,
R | GAP Sedoheptulose-7P
Ribulose-5p ——— t )

Transaldolase
BVU_3333

‘ '

Hexose-Phosphat FrUCtose-sp El’ythrose-4p —

Isomerase Transketolase
BVU_4109 BVU_2318

v

> GAP

Abbildung 54: Schematische Darstellung des Pentosephosphatwegs in P. vulgatus. Die beteiligten Enzyme sind
in hellgrau an der jeweiligen Reaktion hinterlegt. DH: Dehydrogenase; P: Phosphat; GAP: Glycerinaldehyd-3-
Phosphat.

Es wurde berechnet, dass 0,167 Molekiile Glucose im oxidativen Pentosephosphatweg zur Bildung von
einem Molekil CO, und vier Reduktionsaquivalenten in Form von zwei NADPH fihren. Basierend auf
dieser Annahme wiirde die Umleitung der restlichen 0,37 mmol/g TG Glucose aus den konsumierten
22,6 mmol/g TG in den OxPP zu der Bildung der fehlenden 8,9 mmol/g TG an Reduktionsaquivalenten
flhren, die fur den Ausgleich der Redox-Bilanz entscheidend sind (s. Abb 53 & Tab. 31). Das Verhéltnis
zwischen dem [H]-Gesamtbedarf (38,2 mmol/g TG) und der Summe aus den Reduktionsiquivalenten,
welche aus dem OxPP sowie dem Katabolismus stammten (38,1 mmol/g TG), entsprach somit einer
[H]-Bilanz von 99,6% (s. Tab. 31). Somit konnten sowohl die [C]-Bilanz als auch die Redox-Bilanz nach

einer Rekonstruktion des Stoffwechsels fir P. vulgatus Wildtyp ausgeglichen werden.
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Analog zu der Rekonstruktion des Stoffwechsels fir den P. vulgatus Wildtyp wurde diese
Rekonstruktion ebenfalls fiir den Plasmid-tragenden Stamm P. vulgatus pG106 2880 durchgefiihrt
(Abb. 55).

20,1 m Glucose
l konsumiert 1,68 | Ox. PP
flir Biomasse +20,1| NADPH

far den Katabolismus

18,95 M GAP
+19 | NADH
18,95 * PEP
-7,21{:02 11 75+Pyruvat 11,2 Formiat
7,2M0AA ’ 1
-7,2 | NADH -0,151NADH
7,2MMalat 0,15 Lactat +0,4|co,
7,2MFumarat +0,4Fd,., 11,2 W Acetyl-CoA
|l 0,4 M Acetyl-CoA
7,2 M Succinat -
42,5 co, 11,6 TAcetyI-Pl
2,5 Prdrpionat 4,7 Succinat 11,6 Acetat

Abbildung 55: Flussschema der Intermediate des zentralen C-Stoffwechsels des Plasmid-tragenden Stamm P.
vulgatus pG106 2880 mit Glucose als Substrat. Die Werte sind angegeben in mmol pro Gramm
Zelltrockenmasse. Die Stoffwechsel-Endprodukte sind durch fette Schrift hervorgehoben. Die Zugehorigkeit der
Stoffwechsel-Prozesse zum respiratorischen bzw. fermentativen Zweig sind durch die eine graue Box
gekennzeichnet. Ox. PP: Oxidativer Pentosephosphatweg; GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; PEP:
Phosphoenolpyruvat; OAA: Oxalacetat; CoA: Coenzym A.

Durch die Uberproduktion der PFL wurde erwartungsgemaR, im Vergleich zum Wildtyp, ein deutlich
groRerer Teil des Pyruvats fiir die Bildung von Formiat abgezogen. So entstand nach wie vor das
zentrale Intermediat Acetyl-Coenzym A, allerdings wurde die Bildung von Reduktionsaquivalenten in
Form von Fdr.q durch die Pyruvat: Ferredoxin Oxidoreductase stark reduziert. Dies hatte indirekt eine
Auswirkung auf die Bildung von Succinat im Zuge der anaeroben Fumaratatmung. Im Vergleich zum P.
vulgatus Wildtyp (11,5 mmol Succinat/g TG) bildete der Plasmid-tragende Stamm weniger als die
Halfte an Succinat (4,7 mmol/g TG) (Kap. 3.2.3). Theoretisch lieRe sich dieser Mangel an
Reduktionsadquivalenten ausgleichen, indem ein groRerer Anteil von Kohlenstoff in Form von Glucose
in den oxidativen Pentosephosphatweg geschleust wiirde. In diesem Zusammenhang ware knapp die
4,5-Fache Konzentration an Glucose (1,68 mmol/g TG) erforderlich, um genigend
Reduktionsaquivalente fir den Ausgleich der Redox-Bilanz in P. vulgatus pG106 2880 zu bilden. Auf
diesem Wege lieRe sich die Redox-Bilanz (99,9%) zufriedenstellend ausgleichen. Allerdings hatte dies
auch eine Auswirkung auf die [C]-Bilanz, welche unter Beriicksichtigung der Menge an Glucose, welche

in den OxPP fliel3t, bei 132,8 % lag (s. Tab. 32).
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Tabelle 32: Berechnung der Redox-Bilanz und [C]-Bilanz von P. vulgatus pG106 2880 bei Wachstum auf Glucose

Komponente mmol/g TG  Berechnung

Glucose fiir den Anabolismus 8,95 Glucosegesamt - GlUuCOSEKatabolismus - GlUuCOSEoxpp
C1H,0:-Einheiten 53,7 6,69 mmol Glucose x 6 C-Atome

[H] aus Glucoseanabolismus 107,3 6,69 mmol Glucose x 12 H-Atome
[H]-Bedarf fur Zellmaterial 96,1 40,1 C;H,01-Einheiten x 1,79
[H]-Uberschuss 11,3 [H]6lucose — [H]Bedarf zelimaterial

[O]-Aquivalente aus Glucoseanabolismus 53,7 6,69 mmol Glucose x 6 O-Atome

[O]-Bedarf fiir Zellmaterial 23,1 40,1 C;H,01-Einheiten x 0,44
[0]-Uberschuss 30,6 [OlGlucose — [O]Bedarf zelimaterial

[H] zur Entfernung von [O] in H,0 61,2 [Oluberschuss X 2

[H] aus dem Katabolismus 9,6 37,9 mmol [H] aus der GAP-Oxidation + 0,8

mmol [H] aus der Pyruvat Oxidation — 29,1
mmol [H] fir OAA-Reduktion (Abb. 55).

[H]-Gesamtbeda rf 49,9 [H]Entfernung von [0] — [H]Uberschuss

Glucose fiir den OxPP 1,68

[H] aus dem OxPP 40,2 Entsteht aus 1,68 mmol Glucose im OxPP
Summe verfiigbares [H] 49,8 [H]katabolismus + [H]oxpp

[H]-Bilanz 99,9 % 48,6 x 100/48,8

[C]-Bilanz 132,8% 52,5 x 100/40,4

Entsprechend des Bedarfs von 40,4 mmol C/g TG konnten in der hier durchgefiihrten Berechnung 13,3
mmol C/g TG nicht zugeordnet werden (53,7 mmol C/g TG — 40,4 mmol C/g TG = 13,3 mmol C/g TG).
Eine mogliche Erklarung ware die Bildung von weiteren Endprodukten durch P. vulgatus, welche nicht
im Rahmen der durchgefiihrten Experimente nachgewiesen werden konnten. Es ist z.B. bekannt, dass
Spezies des Phylums Bacteroidota das Polysaccharid Glykogen, bestehend aus Glucose-Einheiten, als
Speicherstoff einlagern (Lindner et al. 1979; Lou et al. 1997; Takahashi und Yamada, 2000). Da die
zugrundeliegende Elementaranalyse auf S. copri basiert und dieser ebenfalls Glykogen produziert, gilt
die Produktion von Speicherstoffen in den Berechnungen theoretisch als bericksichtigt. Durch die
Einschrankung der Produktion von Fd,.q4 Uber die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreductase fehlen P. vulgatus
pG106 2880 Reduktionsaquivalente, welche durch den Pentosephosphatweg ausgeglichen werden
kénnten. Grundsatzlich muss beriicksichtigt werden, dass der Energiehaushalt der Zelle durch die
Uberproduktion der PFL gestdrt wird. Im P. vulgatus Wildtyp besteht die Méglichkeit, die Redox-Bilanz
Uber die Bildung von Fdr.q durch die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreductase zu regulieren, wahrend diese
Regulierung in P. vulgatus pG106 2880 zum GroRteil entfallt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese
Hypothese jedoch nicht weiter untersucht, sodass dies einen interessanten Ansatzpunkt fir kiinftige
Experimente darstellt. Beispielsweise konnte man Stoff-Fluss Analysen mit radioaktiv markiertem
Kohlenstoff (33C) durchfilhren, da dieser durch seinen Einbau in die Endprodukte genauere

Quantifizierungen ermoglicht (Hollinshead et al., 2019).
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In zuklnftigen Experimenten ware, fir die Ergdnzung der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, eine
Aufreinigung und Charakterisierung der PFL sinnvoll. Aufgrund der komplexen Reaktionsbedingungen
gestaltet sich die Arbeit mit Enzymen der PFL-Klasse jedoch als duflerst herausfordernd. Das Enzym
befindet sich nach der Translation in einem inaktiven Zustand und muss zundchst unter anaeroben
Bedingungen durch das PFL-aktivierende Enzym (PFL-AE) eine Konformationsanderung erfahren (Frey
et al., 1997; Peng et al., 2010; Crain & Broderick, 2014). Unter natiirlichen Bedingungen bildet das PFL-
AE (ber reduzierte Eisen-Schwefel-Cluster ein S-Adenosylmethionin-Radikal. Das dafiir bendétigte S-
Adenosylmethionin wird wiederrum von einer S-Adenosylmethionin Synthetase (BVU_1184)
bereitgestellt und die Reduktion der Eisen-Schwefel-Cluster des PFL-AE erfolgt durch reduziertes
Flavodoxin (BVU_3217). Dieses S-Adenosyl-Radikal katalysiert die Entfernung eines Wasserstoff-Atoms
des Glycin-Rests Gly’Y im aktiven Zentrum der PFL, wodurch die PFL nach einer
Konformationsdanderung den aktiven Zustand erreicht (Broderick et al., 1997). Die Reaktion der PFL
lauft dann in zwei Schritten ab. Die aktivierte PFL setzt nach der Spaltung von Pyruvat Formiat frei,
wobei der Acetyl-Rest weiterhin mit dem Enzym assoziiert bleibt. AnschlieBend wird der Acetyl-Rest
auf Coenzym A Ubertragen (Knappe et al., 1974). Die Aktivierung der PFL kann auch in vitro erfolgen,
bendtigt daflr jedoch einen komplexen Reaktionsansatz. Aufgrund der Sauerstoff-sensiblen Eisen-
Schwefel-Cluster muss primar das PFL-aktivierende Enzym anaerob aufgereinigt werden. Um eine
Reduktion der Eisen-Schwefel Cluster des PFL-AE zu erzwingen wird zunachst das Riboflavin-Derivat 5-
Deazariboflavin unter einer leistungsstarken Halogen-Lampe photoreduziert. Die gemeinsame
Inkubation von PFL-aktivierendem Enzym, photoreduziertem 5-Deazariboflavin sowie S-
Adenosylmethionin sorgt fiir die Bildung des S-Adenosyl-Radikals in Assoziation mit dem PFL-AE. In
diesem Zustand kann die PFL abschlieBend durch das PFL-AE in den aktiven Zustand versetzt werden

(Walsby et al., 2002).

Zusammenfassend fiihrte in dieser Arbeit die homologe Uberexpression des pfl-Gens (bvu_2880) zu
einer Steigerung der Formiat-Produktion in P. vulgatus. Trotz der hier diskutierten komplexen
Begebenheiten, welche fiir die Aktivitdit der PFL notwendig sind, reichte eine Erhdhung der
Transkriptmenge des pfl-Gens bvu_2880 (iber den Shuttle-Vektor pG106 bereits aus, um das Spektrum
der Stoffwechselendprodukte von P. vulgatus zu Gunsten von Formiat zu verschieben. Dies bestatigt,
dass sich der zentrale Kohlenstoff-Metabolismus von P. vulgatus gezielt zur Produktion gewiinschter
Substanzen steuern ldsst. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse erwiesen sich als besonders wertvoll
fir nachfolgende Experimente, insbesondere in Bezug auf die Produktion von Phenylessigsdure, Zimt-

und Cumarsaure.
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4.4 Anreicherung von Bakterien des Phylums Bacteroidota

Mit dem wachsenden Verstdandnis flir den Zusammenhang zwischen der Darmflora und der
Gesundheit des Menschen haben die Untersuchungen an der humanen Darmmikrobiota in den letzten
zwei Jahrzehnten stark zugenommen. Eine Vielzahl an Studien konnte zeigen, dass die
Zusammensetzung und das Gleichgewicht der Darmmikrobiota eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Darmgesundheit, der Verdauung und sogar bei Erkrankungen wie Adipositas,
Darmentziindungen und Stoffwechselstérungen spielt (Aziz et al., 2013). Darmbakterien wirken sich
allerdings nicht nur auf die menschliche Gesundheit aus, sondern besitzen auch Potenzial fiir die
Entwicklung von industriellen Produktionsverfahren fir Plattform-Chemikalien. Besonders bei
Mikroorganismen aus dem menschlichen Dickdarm handelt es sich um Stoffwechsel-Spezialisten mit
der Fahigkeit, nachwachsende pflanzliche Heteropolysaccharide zu verwerten (Xu et al., 2003; Englyst
& Liu, 2007; Flint et al., 2012). Im Vordergrund stehen immer wieder die Gattungen Bacteroides und
Phocaeicola, da sie aufgrund der hohen Abundanz zu den wichtigsten Vertretern der Darmmikrobiota
gehoren (Salyers, 1984; King et al., 2019). Im Rahmen des Forschungsprojekts ,Produktion von
Succinat und bioaktiven Phenolsdauren durch Bakterien des Phylums Bacteroidota” fokussierte sich
dieser Teil der vorliegenden Arbeit auf die Isolierung von Darm-Kommensalen der Gattungen
Bacteroides und Phocaeicola und deren Potenzialanalyse fiir die Produktion von Phenolsduren. Die
Arbeitsziele beinhalteten die Identifizierung von Wildtyp-Stdmmen aus natirlichen Habitaten, welche
bereits vor der Optimierung von Wachstumsparametern sowie der Anwendung von genetischen

Modifikationen nachweisbare Mengen an Phenolsduren produzieren kénnen.

Am besten eigneten sich humane Stuhl-Proben fiir dieses Vorhaben, da die beiden Gattungen
Bacteroides und Phocaeicola als ubiquitare Kommensale im menschlichen Dickdarm einen Anteil von
bis zu 40% erreichen konnen (Sghir et al., 2000; King et al., 2019). Neben der Anreicherung von
Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies bestand ebenfalls Interesse an weiteren Mikroorganismen,
welche besonders mit Hinblick auf die Bildung von bioaktiven Phenolsduren eine gute Grundlage
bieten sollten. Aus diesem Grund wurde ebenfalls Material aus Biogas-Anlagen fiir die Anreicherung
von geeigneten Mikroorganismen verwendet. Bei der Biogasproduktion wird organisches Material,
unter anderem auch Pflanzenreste, in einem anaeroben Fermentationsprozess abgebaut, wobei eine
komplexe mikrobielle Gemeinschaft beteiligt ist (Angelidaki et al., 2011). Die Zusammensetzung dieser
Gemeinschaft ist primar durch die Phyla Firmicutes und Proteobacteria definiert. Das Phylum
Bacteroidota hingegen macht nur einen geringen Anteil von 0,8% aus (Heyer et al., 2019). Da in Biogas-
Kraftwerken primar Pflanzenmaterial als Substrat eingesetzt wird, bestand trotz der verhaltnismaRig
geringen Abundanz an Bacteroidota-Spezies groRes Potenzial aus Biogas-Schlamm einen potenten

Produzenten fiir bioaktive Phenolsduren zu identifizieren (Weiland, 2010).
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Die wohl grofBte Herausforderung bei der Anreicherung von anaeroben Mikroorganismen aus
humanen Faeces ist das ubiquitire Vorkommen von Enterobakterien, welche sich unter
Laborbedingungen extrem leicht anreichern lassen. Seit Beginn der Forschung mit Mikroorganismen
fuhrten Versuche, neue Bakterienarten aus natlirlichen Habitaten zu isolieren, immer wieder zu der
Anreicherung von E. coli (Post et al., 1967). Im Laufe der Jahrzehnte wurden Rezepturen fiir Medien
modifiziert und angepasst, um bestimmte Bakterienarten durch Selektionsmechanismen zu
bevorzugen. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Selektions-Komponenten
identifiziert, welche der Problematik mit der Anreicherung von Enterobakterien entgegenwirken. Da
es sich bei Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies um Gram-negative Organismen handelt, wurden im
Rahmen der Anreicherungsversuche das Antibiotikum Vancomycin eingesetzt. Vancomycin ist ein
Glykopeptid-Antibiotikum, welches gezielt Gram-positive Bakterien bei der Bildung der Zellwand
behindert (Matzke et al., 1986). Die Anwendung fiuhrte gemaR den Erwartungen zu einem
grundsatzlichen Ausschluss von gram-positiven Arten, jedoch reichte der Selektionsdruck nicht aus um
die Anreicherung von Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies zu begiinstigen. Da es sich bei Bacteroides-
und Phocaeicola-Spezies um Kommensale des Dickdarms handelt, kann auch lber das Substrat ein
substanzieller Selektionsdruck ausgeibt werden. Beispielsweise fihrt der Verzehr von
ballaststoffreicher, pflanzlicher Nahrung zu der Verfligbarkeit von pflanzlichen Heteropolysacchariden
wie Xylan, Cellulose und Pektin im Dickdarm (Colnet et al., 2021). Die Nische, die sich aus der Fahigkeit
des Abbaus dieser Substrate ergibt, wird primar Bacteroides- und Phocaeicola-Vertretern besetzt.
Anreicherungsversuche in dieser Arbeit zeigten jedoch, dass auch dieser Selektionsdruck offenbar
nicht ausreichte, um andere, schneller wachsende Organismen auszuschlieSen. Erst die Anwendung
von Fruktan-Polymeren, in diesem speziellen Fall Levan und Inulin, fihrten nicht nur zu einem
Ausschluss von E. coli, sondern auch zu der Anreicherung mehrerer Bacteroides und Phocaeicola-
Spezies, aber auch zu Vertretern der Gattungen Blautia, Dorea und Coprococcus. Fruktane sind als
Selektionshirde fiir Enterobakterien sehr gut geeignet, da Organismen der Familie Enterobacteriaceae
keine Fruktane verstoffwechseln kénnen (Pohlentz et al., 2022). Bei zuséatzlicher Anwendung von
Amikacin, einem Aminoglykosid-Anitbiotikum welches gegen die Gattungen Escherichia, Pseudomonas
und Enterobacter wirkt, wurden ausschlieBlich Vertreter der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola
angereichert (Ramirez & Tomalsky, 2017). Zwar konnte in dieser Arbeit ein zuverlassiges
Anreicherungsprotokoll fir Vertreter der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola etabliert werden,
jedoch fiihrte dies nicht zur ldentifizierung von Darm-Organismen mit natirlichen Kapazitdten zur
Produktion von bioaktiven Phenolsduren. Aus diesem Grund wurde der Fokus fir diesbezigliche
Aufklarungsarbeiten auf P. vulgatus als Modell-Organismus flir Bacteroides und Phocaeicola-Spezies

verschoben.
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4.5 Der Zusammenhang zwischen bioaktiven Phenolsauren und der

Darmmikrobiota

Sowohl Pflanzen- als auch Bakterienzellen besitzen einen natirlichen Stoffwechselweg fiir die
Produktion von verschiedenen aromatischen Verbindungen. Der Synthese-Prozess solcher Metabolite
ist bekannt als der Shikimat-Weg (Haslam, 1993). In den meisten Bakterien endet der Shikimat-Weg in
einer der aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan. In Bezug auf Pflanzen
stehen diese Aminosauren nicht nur der Proteinsynthese zu Verfligung, sondern stellen wichtige
Intermediate fur die Produktion von sekundaren aromatischen Metaboliten wie Flavonoiden,
Stilbenoiden oder Anthocyanidinen dar (Vogt, 2010). In Pflanzen erfillen diese Substanzen, unter dem
Schirmbegriff der Polyphenole, eine Vielzahl von Funktionen. Darunter fallt der Schutz gegeniber
biotischen und abiotischen Stressfaktoren wie z.B. UV-Schutz, oxidative Belastungen und Pathogen-

Befall (Korkina et al., 2011).

Im Zusammenhang mit Nahrungsmitteln hat das umfassende Molekilspektrum der Polyphenole aus
pflanzlichen Nahrungsbestandteilen in jlngster Zeit erhebliche wissenschaftliche Aufmerksamkeit
erlangt. Aufgrund ihrer komplexen molekularen Zusammensetzung und der daraus resultierenden
Vielfalt an potenziellen Abbauprodukten, wird diesen Verbindungen ein breites Spektrum an positiven
Effekten zugesprochen, die von der Pravention von Herz-Kreislauf-Erkrankungen {ber
entzlindungshemmende Eigenschaften bis zur Bekdampfung verschiedener Krebsarten reichen (Bravo,
1998; Scalbert et al., 2005; Del Rio et al., 2013; Tressera-Rimbau et al., 2017; Murillo & Fernandez,
2017; Lamuela et al., 2016). Trotz dieser positiven Effekte werden Polyphenole zum GroRteil aus dem
Korper ausgeschieden. Dies impliziert, dass bereits geringe Konzentrationen eine immense Auswirkung
auf den Koérper haben (Hollman et al., 1995; Graf et al., 2005). Aufgrund ihres komplexen Aufbaus
werden die entsprechenden Verbindungen im Diinndarm kaum resorbiert und gelangen daher nahezu
unverandert in den Dickdarm, wo sie von der lokalen Mikrobiota in eine Vielzahl von bioaktiven
Phenol-Derivaten abgebaut werden kénnen (Scalbert et al., 2002; Parkar et al., 2013; Jiménez et al.,
2014). Aufgrund der niedrigen Resorptionsrate wird angenommen, dass die gesundheitsférdernden
Effekte dieser Substanzen hauptsachlich auf Verdnderungen in der Mikrobiota im Dickdarm und der
damit assoziierten Produktion/Freisetzung vorteilhafter bioaktiver Substanzen beruhen. Es gibt
Hinweise darauf, dass Polyphenole im Darm das Wachstum einiger pathogener Organismen hemmen
und gleichzeitig das Wachstum vorteilhafter Bakterien fordern, was zu einem gesunden Gleichgewicht
in der Darmmikrobiota beitrdgt (Etxeberria et |., 2013; Duefias et al., 2015). Aktuelle Bemihungen in
der Forschung versuchen (ber ausgeschiedene Phenol-haltige Molekiile im menschlichen Stuhl
Aussagen Uber deren Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit zu treffen: Beispielsweise

verandert sich das Profil an phenolischen Verbindungen von polyphenol-reichen Lebensmitteln wie
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Rotwein, Granatapfelsaft oder Himbeeren signifikant, nachdem diese den menschlichen
Verdauungstrakt durchlaufen haben (Gill et al., 2010; Mufoz-Gonzalez et al., 2013; Mosele et al.,
2015). Obwohl die genauen Mechanismen dieser positiven Effekte von Polyphenolen noch aufgeklart
werden missen, diskutiert die ISAPP (International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)
bereits seit 2017 Uber die Deklarierung von pflanzlichen Polyphenolen als offizielles Prabiotikum
(Rodriguez-Daza et al., 2017). Allerdings besteht noch ein erheblicher Forschungsbedarf, um die
Zusammenhdnge zwischen pflanzlichen Polyphenolen, ihrem Einfluss auf die Mikrobiota und den

Auswirkungen der bioaktiven Abbauprodukte besser zu verstehen.

4.5.1 Bacteroides und Phocaeicola-Spezies als Quelle von Phenylessigsaure im Darm

Analysen von humanen Faeces ermoglichen einen Einblick in die Phenol-haltigen Metabolite, welche
vermutlich aus dem Abbau von Polyphenolen stammen (Jenner et al., 2005). Zu den nachgewiesenen
Substanzen zdhlen haufig Derivate der Benzoesdure, Zimtsdure, Phenylessigsdaure und
Phenylpropionsdure. In mehreren unabhangigen Forschungsarbeiten konnte bereits gezeigt werden,
dass unter allen im Stuhl nachweisbaren phenolischen Verbindungen Phenylessigsdure und
Phenylpropionsaure mit Abstand den grofRten Anteil ausmachen (Abb. 56) (Sanchez-Patan et al., 2011,
Russell et al., 2011b; Mufoz-Gonzalez et al, 2013; Gutiérrez-Diaz et al., 2018). Anhand des Vergleichs
dieser Quantifizierungen lassen sich drei Besonderheiten feststellen: 1. Die fehlende Standardisierung
der Quantifizierungen stellt ein groRes Problem dar, weshalb nur ein qualitativer Vergleich mit anderen
Literaturstellen moglich ist. Die Dimensionen der ermittelten Konzentrationen einzelner Verbindungen
schwanken zwischen Abb. 56 A und B, sowie C und D bereits deutlich. 2. Offenbar spielt das
verwendete Material fir die Quantifizierung eine wichtige Rolle. Wahrend bei Abb. 56 A und B
Stuhlmaterial flir die Untersuchungen herangezogen wurde, diente fiir die Quantifizierung von Abb.
56 C und D nur der flissige Anteil des Darminhalts. Als Resultat |dsst sich beobachten, dass sich die
ermittelten Konzentrationen von Phenylessigsdure und Phenylpropionsdure in Abhangigkeit des
eingesetzten Materials erheblich voneinander unterscheiden. Die Quantifizierung von phenolischen
Verbindungen aus Stuhlproben fiihrte zu dem Eindruck, dass Phenylessigsdure die haufigste
phenolische Komponente im Dickdarm ist. Die Analysen von Fakalflissigkeiten hingegen wiesen
Phenylpropionsaure als haufigste Verbindung nach. 3. Eine grundsétzliche Aussage tber die Verteilung
von phenolischen Verbindungen im Darm lasst sich treffen. In Abb. 56 werden 4 unabhangige
Forschungsarbeiten dargestellt, welche sowohl in Bezug auf die Probenaufbereitung als auch im
Umgang mit Probanden und deren Erndhrungsstil keine Gemeinsamkeiten teilen. Dennoch zeigt das
Quantifizierungsprofil der phenolischen Komponenten vergleichbare Charakteristika in Bezug auf
Phenylessigsaure- und Phenylpropionsdure-Konzentrationen auf. Fiir weitere Interpretationen ware
das Profil der Darmmikrobiota der Probanden interessant, um eine Aussage zwischen den

Konzentrationen der phenolischen Verbindungen und der vorherrschenden Gattungen der
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Darmkommensale zu treffen. Weiterhin zeigt dieser Vergleich, dass flr kiinftige
Quantifizierungsanalysen der fllssige Anteil von Stuhlproben eher ungeeignet erscheint, um eine
zuverldssige Aussage zu treffen, da sich Phenylessigsdaure dort offenbar nicht in voller Konzentration

nachweisen lasst.
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Abbildung 56: Nachweis von phenolischen Verbindungen in humanen Stuhlproben. Die Daten der Graphen
basieren auf Publikationen, welche sich mit dem Gehalt phenolischer Verbindungen in humanen Faeces
auseinandersetzen. Die Quantifizierung der phenolischen Verbindungen erfolgte entweder in ug nachgewiesener
Verbindung/g Faeces oder in mg nachgewiesener Verbindung/L Fakalflussigkeit. [A] Mufioz-Gonzalez et al, 2013
[B] Sdnchez-Patan et al., 2011 [C] Gutiérrez-Diaz et al., 2018 [D] Russell et al., 2011b

In der Literatur wird deutlich, dass von allen phenolischen Verbindungen im Darm, Phenylessigsaure
aufgrund der verhaltnismaRig hohen Konzentrationen eine besondere Rolle spielt. Bisher wurde davon
ausgegangen, dass Phenylessigsdure ebenfalls ein Produkt der Fermentation von Polyphenolen sei. In
vitro Experimente, welche sich mit dem Abbau von Quercetin (einem ubiquitar verfligbaren Flavonoid
aus Obst, Gemuse und Nissen) beschaftigten, konnten belegen, dass Hydroxyphenylessigsdure-
Derivate aus Quercetin durch intestinale Bakterien freigesetzt werden (Aura et al., 2002; Jaganath et

al., 2009). Jedoch deutet die Sachlage eher darauf hin, dass Phenylessigsdure primar als
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Fermentationsprodukt von Proteinen durch Bacteroides und Phocaeicola-Spezies entsteht (Russel et
al., 2013). Beispielsweise zeigte eine Studie von Mufioz-Gonzalez et al. (2013), dass der Konsum von
Rotwein, trotz einer hohen Konzentration an phenolischen Verbindungen, keinen Einfluss auf die
Konzentration von Phenylessigsdure im Darm nimmt. Ergdnzend dazu konnte durch eine weitere
Studie von Mansoorian et al. (2019), welche sich ebenfalls mit der Fermentation von Polyphenolen in
Nahrungsmitteln durch die Darmmikrobiota beschéftigte, nachgewiesen werden, dass 77% der
detektierten Phenylessigsaure nicht aus der Metabolisierung von Polyphenolen stammte. Weiterhin
kann Phenylessigsdaure ebenfalls in Individuen nachgewiesen werden, deren Erndhrungsweise durch
gesattigte Fettsduren und tierische Proteinquellen und nicht durch Polyphenol-haltige
Pflanzenbestandteile gepragt ist (Russel et al., 2011a; Russel et al., 2011b). Demnach gibt es deutliche
Implikationen, dass die Freisetzung von Phenylessigsdure im Darm nicht mit dem Abbau von

Polyphenolen zusammenhdngen muss.

Die exakte Quelle der Bildung/Freisetzung von Phenylessigsdure im Darm ist bisher nicht aufgeklart.
Formal wird angenommen, dass die Fermentation von Proteinen durch Bacteroides und Phocaeicola-
Spezies eine entscheidende Rolle fiir die Produktion spielt. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
diesbezliglich eine wichtige Beobachtung: Wenn Phenylalanin in einer ausreichenden Konzentration
(> 8mM) verfligbar war, bildete P. vulgatus Phenylessigsdure (Kapitel 3.4.2.7). Durch die
phylogenetische Ndhe zwischen den Gattungen Bacteroides und Phocaeicola ist die Annahme
wahrscheinlich, dass diese Fahigkeit zur Phenylessigsaure-Bildung nicht nur auf P. vulgatus beschrankt
ist. Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, welche Enzyme fiir die Bildung von
Phenylessigsaure durch P. vulgatus verantwortlich sind. Die Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) ist
das Schlisselenzym, welche entgegen ihrer Annotation die Umsetzung von Phenylacetyl-CoA zu
Phenylessigsaure katalysiert (Kap. 3.4.2.6). Diese Beobachtungen unterstiitzen den Zusammenhang
zwischen der mikrobiellen Proteinfermentation und der Freisetzung von Phenylessigsdure durch
Vertreter der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola. In Abhangigkeit der Lebensweise und
Erndhrungsgewohnheiten eines Individuums kann alleine die Gattung Phocaeicola einen Anteil von bis
zu 30% im Dickdarm erreichen (King et al., 2019). Selbst wenn die Produktion von Phenylessigsdure
nur in sehr geringen Mengen durch Phocaeicola-Arten erfolgt, so konnte die nachweisbare
Konzentration an Phenylessigsdure auf die zahlenmiRige Uberlegenheit dieser Organismen
zuriickgefiihrt werden. In dieser Arbeit konnte in diesem Kontext gezeigt werden, dass Vertreter der
Gattung Phocaeicola Proteine sehr effizient als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen kénnen (Kap.
3.3.2). In PY-Kulturmedium, welches ausschlieRlich komplexe Protein-Bestandteile enthielt, zeigten P.
vulgatus und B. cellulosilyticus in Flissigkultur sowie auf Nahrboden Wachstum. Aufgrund dieser
Proteinfermentation fordern Personen, welche eine fettreiche Erndahrungsweise pflegen und viele

tierische Proteine zu sich nehmen, den Anteil an Bacteroides und Phocaeicola-Vertretern im Dickdarm
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(David et al., 2014). Bei einem Erndhrungsstil, welcher durch den Verzehr von tierischen Produkten
gepragt ist, stehen Bacteroides und Phocaeicola-Spezies dementsprechend deutlich mehr Proteine als
Substrat zur Verfiigung, wodurch die Fermentation von aromatischen Aminosauren zu

Phenylessigsaure beglinstigt wird.

Aufgrund der fehlenden Standardisierung der in Abbildung 56 beschriebenen Forschungsergebnisse
muss festgehalten werden, dass sich die Quelle der individuellen phenolischen Verbindungen im
humanen Intestinaltrakt nur sehr schwer nachvollziehen lasst. Obwohl Hinweise vorliegen, dass primar
Bacteroides- und Phocaeicola-Spezies fir die Freisetzung von Phenylessigsdure verantwortlich sind,
sind weitere Forschungsarbeiten notig, um die genauen Zusammenhange der intestinalen Produktion
und Verwertung von Phenolsduren zu entschlisseln. Fir P. vulgatus DSM 1447 konnte in dieser Arbeit
beispielsweise die Produktion von Phenylessigsaure in vitro nachgewiesen werden. Dieser Nachweis
konnte jedoch fir alle weiteren Bacteroides-Wildtyp-Isolate, welche im Rahmen dieser Arbeit
angereichert wurden, nicht erbracht werden. Weiterhin kdénnten Phenylessigsdure und dessen
Konjugate auch durch Cross-Feeding Interaktionen im Darm entstehen, sodass nicht eine einzelne
Gattung oder Art, sondern ein ganzes Netzwerk an verschiedenen Organismen an der Bildung beteiligt

ist.

4.5.2 Kanalisierung des C-Stoffwechsels in Richtung aromatischer Aminosauren

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Aufklarung des Stoffwechsels von P. vulgatus bezliglich der
Produktion von Phenylessigsdure gelegt. Um P. vulgatus als biotechnologisch nutzbaren Produzenten
fiir Phenylessigsdure einzusetzen, miisste der Stoffwechsel hinsichtlich einer Uberproduktion der

aromatischen Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin kanalisiert werden.

Grundsatzlich erfolgt die Synthese von aromatischen Aminosduren in den meisten Organismen Uber
den Shikimat-Weg, welcher durch das Schlisselenzym Desoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-
Synthase (DAHPS) eingeleitet wird. Dieses Enzym kondensiert PEP aus der Glykolyse und E4P aus dem
Pentosephosphatweg zu Desoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat (DAHP). Es folgt ein
Syntheseweg, welcher schlieflich in der Bildung von Chorismat als gemeinsamer Vorlaufer fir die
Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan miindet (Abb. 57) (Maeda & Dudareva, 2012). Da
der Shikimat-Weg die zentralen Stoffwechselintermediate PEP und E4P bendtigt, wird das Enzym
DAHPS strikt reguliert. Dementsprechend stellt die Kanalisierung des Kohlenstoff-Metabolismus in

Richtung der aromatischen Aminosduren eine Herausforderung dar (Jossek et al., 2001).
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Glykolyse Pentose-Phosphat-Weg
; H
PEP Bifunkt:;:s:jlz E4P
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|
DAHP .................... [ Chorismat .................... > Tryptophan
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Phenvlalanin D, Prephenat .................... > TerSin

Abbildung 57: Schematische Darstellung der Synthese von aromatischen Aminosduren in P. vulgatus.
Gestrichelte Linien entsprechen mehreren Enzym-Reaktionen. DAHPS: Desoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-
Phosphat-Synthase; DAHP: Desoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat; PEP: Phosphoenolpyruvat; E4P:
Erythrose-4-Phosphat.

Diese Regulierung basiert in Bakterien auf der Feedback-Inhibierung der DAHPS. Beispielsweise erfolgt
die Hemmung in E. coli direkt ber die intrazelluldre Konzentration an Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan. Daher existieren drei Varianten der DAHPS, welche jeweils durch eine aromatische
Aminosadure gehemmt werden (AroG durch Phenylalanin, AroF durch Tyrosin, und AroH durch
Tryptophan) (Vargas & Gosset, 2015). Bei Mangel einer einzelnen aromatischen Aminosaure kann
daher der gesamte Synthese-Prozess eingeleitet werden. Manche Organismen, darunter B. subtilis und
auch P. vulgatus, besitzen eine bifunktionelle DAHPS, welche neben der Bildung von DHAP ebenfalls
die Bildung von Prephenat aus Chorismat katalysiert. Die Regulation dieser Enzyme erfolgt dann nicht
Uber die Verfligbarkeit der respektiven aromatischen Aminosduren, sondern direkt Gber die
intrazelluldre Chorismat und Prephenat Konzentration (Wu et al., 2005). Fir die Entwicklung einer
industriellen Produktionsplattform, welche auf der Synthese von aromatischen Aminosauren durch
den Organismus selbst angewiesen ist, wird die Produkt-Ausbeute durch die Feedback-Inhibierung der
DAHPS reduziert. Um das Problem des Inhibierungsmechanismus zu umgehen, wurde bereits an der
Entwicklung einer unregulierten DAHPS geforscht (Litke-Eversloh & Stephanopoulos, 2007). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Herausforderungen bezlglich der in vivo-Synthese von aromatischen

Aminosauren Uber eine externe Supplementation von Phenylalanin umgangen.

4.5.3 Produktion von Phenylessigsaure durch P. vulgatus
Viele aromatische Chemikalien, darunter auch Phenylessigsaure sowie deren Derivate
Phenylethylessigsaure und Ethylphenylessigsaure, werden aufgrund der angenehmen Geruchsprofile

als Nahrungsmittelzusédtze und als Zusatz fiir Kosmetik-Artikel eingesetzt (Etschmann et al., 2002;
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Bauer et al., 2008; Hua & Xu, 2011; Kim & Park, 2017). Konventionelle Produktionsprozesse von
Phenylessigsaure hangen von Erdol-basierten Rohstoffen ab, bendétigen toxische Chemikalien und
produzieren dariiber hinaus groe Mengen an Nebenprodukten und Chemieabfallen (Giroux et al.,
2000; Bauer et al., 2008). Daher ist die Zulassung von chemisch synthetisierter Phenylessigsdaure
besonders in Nahrungsmitteln, aber auch in Kosmetik-Artikeln fir Europa und den USA extrem
problematisch, weshalb die Nachfrage an natirlichen Produktionsprozessen steigt (Hua & Xu, 2011).
Versuche einer natlrlichen Phenylessigsdaure-Produktion aus Pflanzen-Material erlauben bisher
lediglich sehr geringe Ausbeuten (Martinez-Avila et al., 2018). Dementsprechend liegen die Preise flr
Phenylessigsaure, Phenylethylessigsdure sowie Ethylphenylessigsdure aus natiirlichen Rohstoffen

zwischen 1.760-2.200 USD/kg (Sekar et al., 2022).

In jlingster Vergangenheit haben sich die Bemihungen einer natiirlichen Phenylessigsdure-Produktion
auf die Anwendung von biotechnologisch eingesetzten Modellorganismen wie E. coli oder S. cerevisiae
fokussiert. Hierbei wurde Phenylalanin als Substrat eingesetzt, um lber die natiirlichen Kapazitaten
der Aminosauresynthese Phenylessigsaure zu produzieren. Jedoch liegen die erreichten Titer auch
nach genetischen Optimierungen im Bereich von 50 mg/L (Zhang et al., 2017). In einer Studie von Wu
et al. (2017) wurde ein Produktionsstamm entwickelt, welcher durch die heterologe Expression
mehrerer Enzyme Styrol mit einer hohen Ausbeute zu Phenylessigsdure (13 g/L) umsetzen konnte.
Aufgrund des Ausgangsstoffs Styrol kann auch dieser Prozess nicht als natirliche Produktion definiert
werden. Uber die heterologe Expression von fiinf Enzymen konnten Sekar et al. (2022) einen E. coli
Produktionsstamm fiir die Biosynthese von Phenylessigsdure entwickeln, welcher ausgehend von
Phenyalanin die hochste bisher beschriebene Ausbeute von 11,6 g/L erreichte. Trotz aller Investitionen
in die Entwicklung von E. coli als Produktionsstamm ist dieser im Gegensatz zu Organismen der Familie
Bacteroidaceae nicht in der Lage, erneuerbare Substrate wie pflanzliche Heteropolysaccharide zu
verwerten (Chassard et al. 2007; Flint et al. 2008; Makki et al. 2018). Der Transfer dieser
Produktionsbedingungen auf einen Vertreter der Familie Bacteroidaceae, wie z.B. P. vulgatus, wiirde
die Produktion von Phenylessigsaure aus natirlichen Rohstoffen ermdoglichen. Bereits im Jahre 1982
untersuchte eine Studie von Bourgeau & Mayrand (1983) die Produktion von Phenylessigsdure durch
Mikroorganismen in Rumen-Flissigkeit. Dabei konnte festgestellt werden, dass finf Isolate der
Gattung Bacteroides Potenzial fiir die Bildung von Phenylessigsadure (50-200 mg/L) besitzen (s. Tab. 33).
Aufgrund der Einteilung dieser Organismen nach den technischen Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe
(TRBA, Stand 2020) wurden diese Prokaryoten in Risikogruppe 2 eingestuft. Demnach eignet sich
keines dieser Bakterien fiir eine biotechnologische Anwendung. Da P. vulgatus als Risikogruppe 1-
Organismus gilt und phylogenetisch eine grofe Nahe zu diesen Organismen aufweist, wurde dieser als

Modellorganismus fiir weitere Analysen in dieser Arbeit ausgewahlt.
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Tabelle 33: Natiirliche Produktion von Phenylessigsaure in Stammen der Gattung Bacteroides. B. : Bacteroides;
P. : Prevotella. Tabelle modifiziert nach Mayrand & Bourgeau, 1982.

Organismus Phenylessigsdure (mg/L) Risikogruppe
B. fragilis 203 2
B. disastonis 170 2
B. thetaiotaomicron | 240 2
B. ovatus 257 2
P. ruminicola 69 2

In dieser Arbeit konnte, anders als bisherige Ansatze in der Literatur, ein neuer Stoffwechselzweig fiir
die Produktion von Phenylessigsdure in P. vulgatus identifiziert und beschrieben werden. Die
allgemeine Annahme, dass die Phenylacetyl-CoA Ligase (BVU_2276) ausschliellich Phenylessigsdure
zu Phenylacetyl-CoA umsetzt, wurde widerlegt (Kap. 3.4.2.6). Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass
entgegen der annotierten Funktion der Phenylacetyl-CoA Ligase, die Reaktion von Phenylacetyl-CoA
zu Phenylessigsaure die primare Reaktion der Phenylacetyl-CoA Ligase darstellt (Kap. 3.4.2.6). Somit
wurde die Moglichkeit zur Synthese von Phenylessigsaure ausgehend von Phenylalanin in P. vulgatus
ohne die Notwendigkeit von genetischen Modifikationen bestatigt. Basierend auf diesen
Erkenntnissen wurden in dieser Arbeit potenzielle Ansdtze fiir die Phenylessigsaure-Synthese
untersucht, um die Ausbeute an Phenylessigsdaure in P. vulgatus zu steigern. Ein moglicher
limitierender Faktor schien die Verfligbarkeit von Phenylpyruvat zu sein, welches in P. vulgatus
ausgehend von Phenylalanin durch die Aminotransferase BVU_2275 gebildet wird. Durch die
homologe Uberproduktion der Aminotransferase BVU_2275 in P. vulgatus konnte die Ausbeute an
Phenylessigsdure um das sechsfache gesteigert werden (Kap. 3.4.2.7). Ein weiterer
Optimierungsansatz ware die Moglichkeit, die Aktivitdt aller beteiligten Enzyme fiir die
Phenylessigsaure-Bildung durch eine Uberexpression der entsprechenden Gene zu erhéhen. Von
besonderer Wichtigkeit ist auch die Kanalisierung des Kohlenstoff-Flusses in Richtung des Shikimat-

Wegs, um die Bildung von Phenylalanin als Substrat fiir Phenylessigsaure starker zu forcieren.

4.5.3.1 Alternative Wege fiir die Produktion von Phenylessigsaure in P. vulgatus

Trotz der neuen Moglichkeit flir die Synthese von Phenylessigsdure in P. vulgatus, welche in dieser
Arbeit nachgewiesen wurde, liegen die bisher erreichten Produkttiter lediglich im umolaren Bereich
(Kap. 3.4.2.7). Fir die industrielle Nutzung von P. vulgatus als Produktionsstamm sind kiinftig
umfangreiche MalRnahmen zur Optimierung notwendig, um die Produktausbeute auf eine relevante
Dimension anzuheben. Durch den Vergleich mit anderen Bakterien-basierten Produktionssystemen
sollen in dem folgenden Kapitel Ideen fiir die weitere Entwicklung von P. vulgatus als Phenylessigsaure-

Produktionsplattform diskutiert werden.
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Laut Literatur liegt die hochste bisher beschriebene Ausbeute fiir eine mikrobielle Phenylessigsaure-
Produktion aktuell bei 11,6 g/L mithilfe von ruhenden E. coli Zellen. Die Biosynthese wurde in Puffer
mit 2% Glucose und 100 mM Phenylalanin als Substrat durchgefiihrt (Sekar et al., 2022). Die
Generierung des Produktionsstamms erfolgte durch die Konstruktion eines synthetischen
Stoffwechselwegs in E. coli, welcher die katalytischen Eigenschaften von finf Enzymen aus

verschiedenen Organismen vereint (Abb. 58).
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Abb. 58: Produktion von Phenylessigsiure in E. coli mittels heterologer Uberproduktion verschiedener
Enzyme. PAL: Phenylalanin Ammoniak Lyase; PAD: Phenylacrylsdure Decarboxylase; SMO: Styrol
Monooxygenase; SOI: Styroloxid Isomerase; ALDH: Aldehyd Dehydrogenase (modifiziert nach Sekar et al., 2022).

Uber eine Phenylalanin Ammoniak Lyase (PAL aus Arabidopsis thaliana) wird durch eine
Desaminierung Phenylalanin zu Zimtsdure umgesetzt. Die weitere Decarboxylierung durch eine
Phenylacrylsdure Decarboxylase (PAD aus Aspergillus niger) fiihrt zur Bildung von Styrol. Anschliefend
entsteht mittels einer Styrol Monooxygenase (SMO aus Pseudomonas sp. VLB120) Styrol-Oxid, welches
durch eine Styrol-Oxid Isomerase (SOl aus Pseudomonas sp. VLB120) zu Phenylacetaldehyd
isomerisiert werden kann. Der letzte Schritt erfordert die Oxidierung der Aldehydgruppe zu einer
Carboxylgruppe, was durch eine Aldehyd Dehydrogenase erfolgt (ALDH aus E. coli). In P. vulgatus
kénnte ebenfalls der Versuch unternommen werden, durch heterologe Uberproduktion von Enzymen
einen Stoffwechselweg fiir die Bildung von Phenylessigsaure zu rekonstruieren. Im Rahmen der Gen-
Deletion mithilfe von 5-FU als Gegenselektionsmarker konnte bereits gezeigt werden, dass die
gleichzeitige Expression von zwei Genen (iber den Shuttle-Vektor pG106 moglich ist (Kap. 3.1.8). Im
Falle des in Abb. 58 vorgestellten Systems ist zu bedenken, dass die Synthese von Styrol-Oxid
sauerstoffabhangig ist. Als obligat anaerober Organismus eignet sich P. vulgatus daher nicht fir dieses
Konzept.
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Theoretisch besteht die Méglichkeit durch die heterologe Uberproduktion einer Phenylpyruvat-
Decarboxylase einen weiteren Stoffwechselzweig fiir die Produktion von Phenylessigsdure in P.
vulgatus zu konstruieren. In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberproduktion von
BVU_2275 (Aspartat Aminotransferase) zu einer Erh6hung der Phenylessigsaure-Produktion fiihrt und
damitim weiteren Sinne auch zu einer héheren Phenylpyruvat Konzentration (Kap. 3.4.2.7). Durch eine
heterolog produzierte Phenylpyruvate-Decarboxylase koénnte demnach Phenylpyruvat zu
Phenylacetaldehyd decarboxyliert werden, welches wiederrum durch die Aldehyd-Dehydrogenase

BVU_1789 zu Phenylessigsaure oxidiert werden kann (Abb. 59).

Phenylalanin Phenylpyruvat
G u
O/YLOH BVU_2275 w
Phenylpyruvate
co, Decarboxylase
N ADH (Heterolog produziert)
W BVU 1789 W
L. NAD*, Hlo
Phenylessigsaure Phenylacetaldehyd

Abb. 59: Theoretische Alternative fiir die Bildung von Phenylessigsdure durch die heterologe Expression einer
Phenylpyruvat-Decarboxylase in P. vulgatus. BVU_2275: Phenylalanin-Aminotransferase; BVU_1789: Aldehyd
Dehydrogenase

Um hohe Ausbeuten an Phenylessigsdaure durch eine mikrobielle Produktion zu erzielen muss
bericksichtigt werden, dass Phenylessigsaure auf viele Mikroorganismen eine toxische Wirkung hat
(Cabrol et al., 2015). Eine Studie von Kim et al. (2004) konnten zeigte, dass Phenylessigsdure-
Konzentrationen von bereits 50 pg/ml ausreichten, um das Wachstum von Organismen der Gattungen
Staphylococcus, Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas und Escherichia zu hemmen. Aufgrund seiner
nicht polaren Eigenschaften durch die Phenylgruppe ist die Loslichkeit von Phenylessigsdure in
organischen Losungsmitteln deutlich hoéher (Gracin & Rasmuson, 2002). Um die gebildete
Phenylessigsaure vom Kulturmedium zu trennen konnte, durch die Verwendung eines wassrigen 2-
Phasen-Systems, das toxische Endprodukt dem Medium entzogen werden. Mit P. vulgatus ist ein
solches System bisher noch nicht angewandt worden und stellt einen vielversprechenden Ansatz dar,
um die Phenylessigsaure-Ausbeute zu erhdhen. Fir eine nachhaltige Extraktion von Phenylessigsaure

muss jedoch auch bericksichtigt werden, dass die potenziellen organischen Losungsmittel nicht aus
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Erdol-basierten Chemikalien bestehen. Als geeignetes, nachhaltiges Losungsmittel wurde bereits
Olsiureethylester verwendet, um einer Produktionskultur Phenylessigsaure zu entziehen (Sekar et al.,
2022). Dabei handelt es sich um einen Ester aus Olsiure, welche in groRen Mengen aus Palm- und

Olivendl gewonnen werden kann (Fenaroli & Burdock, 1975).

In dieser Arbeit konnte, durch die Aufklarung des Phenolsdure-Stoffwechsels in P. vulgatus, der
Grundstein fur die Generierung eines potenziellen Phenylessigsdure-Produktionsstamms gelegt
werden (s. Kap. 3.4.2). Gegenliber etablierten Produktionsstimmen wie beispielsweise E. coli oder V.
natriegens besitzen Vertreter der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola den Vorteil, dass diese zur
Verwertung pflanzlicher Heteropolysaccharide befahigt sind (Rogowski et al., 2015; Despres et al.,
2016). Daher beherbergen diese beiden Gattungen vielversprechende Mdglichkeiten fir die
Entwicklung nachhaltiger Produktionsprozesse von Chemikalien aus nachwachsenden Rohstoffen. Die
in dieser Arbeit erreichten Produkttiter von Phenylessigsdure beschranken sich jedoch, trotz erster
genetischer Modifikationen, auf wenige Nanogramm pro Liter Kultur (s. Kap. 3.4.2.7). Zukinftige
Experimente sollten sich demnach auf weitere Ansdtze der genetischen Modifizierung sowie der
Optimierung von Prozess-Parametern fokussieren, um die Relevanz von P. vulgatus als

Phenylessigsaure-Produzenten zu erhdhen.

4.5.4 Biotechnologische Produktion von Zimtsaure und Cumarsaure

Im pflanzlichen Stoffwechsel bietet der Phenylpropanoid-Synthese-Weg den natirlichen
Metabolismus fiir die Synthese einer diversen Gruppe von sekundaren Metaboliten, welche aufgrund
ihrer strukturellen Vielfalt ein groRes Anwendungspotenzial in der Pharmakologie und in den
Erndhrungswissenschaften bieten (Chemler & Koffas, 2008). Die prominentesten Beispiele fir
kommerziell wertvolle Phenylpropanoide sind Zimtsdure und Cumarsdure. Diese Verbindungen
werden als Aromastoffe, Vorlaufer fir die Synthese von Bioplastik und als antimikrobielle Stoffe
eingesetzt und sind dariber hinaus fir ein breites Anwendungsspektrum in der Gesundheits-,
Nahrungsmittel- und Kosmetik-Industrie interessant (Kaneko et al., 2006; Sariaslani, 2007). Das
Potenzial von Zimt- und Cumarsaure wird auch im Stoffwechsel von Pflanzen reflektiert, da diese als
gemeinsamer Vorganger fir die Synthese eines groRen Katalogs an aromatischen Verbindungen wie
Flavone, Stilbene und Lignine dienen (Vogt, 2010). Zimt- und Cumarsaure kénnen aus erneuerbaren
Ressourcen wie Pflanzenresten extrahiert werden. Aufgrund ihrer Funktion als Vorlaufer-Molekiile
ergeben sich jedoch nur geringe Konzentrationen im Pflanzenmaterial und die entsprechenden
Extraktionsmethoden sind komplex und gelten daher nicht als wirtschaftlich (Benkrief et al., 1998). Aus
diesem Grund spielt die biotechnologische Erschlieung geeigneter Mikroorganismen fiir die Synthese
von Zimt- und Cumarsdaure aus einfachen Kohlenstoff-Quellen zunehmend eine wichtigere Rolle

(Limem et al., 2008; Vannelli et al., 2007; Nijkamp et al., 2007).
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Einige Mikroorganismen besitzen bereits von Natur aus die Fahigkeiten fiur die Synthese von Zimt- und
Cumarsaure. Genau wie im pflanzlichen Stoffwechsel erfolgt die Synthese liber die Desaminierung von
Phenylalanin (Zimtsdure) oder Tyrosin (Cumarsaure) durch eine Tyrosin/Phenylalanin Ammoniak-
Lyase (T/PAL). Eine Sequenz-Analyse von Jendresen et al. (2015) konnte die Verteilung der T/PAL
phylogenetisch auf Gattungs-Ebene zuordnen. Dabei stellte sich heraus, dass fir die meisten
Organismen der identifizierten Gattungen kaum genetische Tools fiir eine zielgerichtete Modifikation
zur Verfligung stehen, wodurch eine biotechnologische Anwendung der entsprechenden Organismen
erschwert wird. Unter den bereits charakterisierten bakteriellen TAL/PAL konnte keine den Gattungen
Bacteroides/Phocaeicola zugeordnet werden (Jendresen et al., 2015). Eine Besonderheit der
Enzymklasse der T/PAL ist die prosthetische Gruppe 3,5-Dihydro-5-Methyldiene-4H-Imidazol-4-one
(MI10). MIO bildet sich autokatalytisch aus einem Alanin-Serin-Glycin Motif im Protein und ist bereits
in der primdren Aminosduresequenz des Enzyms erkennbar (MacDonald & D’Cunha, 2007). Der
Cofaktor MIO diente in dieser Arbeit als Anhaltspunkt fiir die Identifizierung einer Ammoniak Lyase in
P. vulgatus. Zum Zweck der Identifizierung wurden BLASTp-Alignments mit den Primarsequenzen
bekannter Ammoniak Lyasen aus verschiedenen Organismen durchgefihrt und mit dem Genom von
P. vulgatus verglichen (Kap. 3.4.3.1). Auf diesem Wege wurde das Enzym BVU_1010, urspriinglich
annotiert als Histidin Ammoniak Lyase, als potenzielle T/PAL in P. vulgatus identifiziert. Die
Uberproduktion und Aufreinigung von BVU_1010 erméglichte die eindeutige Bestatigung, dass es sich

bei dem Enzym um eine Tyrosin Ammoniak Lyase handelt (Kap. 3.4.3.3)

Biotechnologisch relevante Mikroorganismen wie E. coli, V. natriegens oder S. cerevisiae besitzen nicht
die notwendigen Enzyme fiir die Synthese von Phenylpropanoiden, daher besteht ein grundsatzlicher
Bedarf an umfassenden genetischen Modifikationen, um diese Organismen fir die Produktion
einzusetzen (Vargas & Gosset, 2015). Im Phylum Bacteroidota existieren vereinzelt Organismen,
welche eine aromatische Ammoniak Lyase besitzen, darunter auch P. vulgatus. Jedoch wurde bisher
keine dieser Ammoniak-Lyasen ndher charakterisiert (Jendresen et al., 2015). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte die Zuganglichkeit fiir die genetische Optimierung von P. vulgatus stark erweitert werden,
wodurch das Interesse fiir biotechnologische Anwendungen durchaus steigen kdnnte. Aufgrund der
Fahigkeit, erneuerbare Rohstoffe wie pflanzliche Heteropolysaccharide zu verstoffwechseln gilt P.
vulgatus als vielversprechender Kandidat fiir die biotechnologische Produktion verschiedener
Substanzen. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte kinetische Charakterisierung der TAL aus P. vulgatus
legte offen, dass sich das Enzym aufgrund seiner niedrigen Aktivitdt kaum als biotechnologischer Hebel
flr die Produktion von Zimt- oder Cumarsaure eignet (Kap. 3.4.3.4). Trotz der geringen Aktivitat wurde
in dieser Arbeit der Versuch unternommen, Cumarsaure durch die Uberexpression des Gens bvu_1010
in P. vulgatus zu produzieren. Zu diesem Zweck wurde das Gen bvu_1010, welches fiir die TAL

BVU_1010 codiert, auf den Shuttle-Vektor pG106 unter Kontrolle des /dh-Promotors kloniert und in P.
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vulgatus eingebracht (Kap. 3.4.3.6). Durch die hohe Transkriptabundanz einer Gen-Uberexpression,
die durch das pG106 Shuttle-System ermoglicht wird, sollte die geringe Aktivitat der TAL BVU_1010
ausgeglichen werden. Im Gegensatz zur Uberexpression des pfl-Gens bvu_2880 (Erhéhung der
Transkriptmenge um den Faktor 1537, Kap.3.2.2) konnte die Transkriptmenge von bvu_1010 in der
Uberexpressionsmutante lediglich um den Faktor 15 erhéht werden (Kap. 3.4.3.7). Die Uberproduktion

von BVU_1010 fiihrte als Konsequenz der geringen Transkriptmenge nicht zu einer nachweisbaren

Ausbeute von Cumarsaure (Kap. 3.4.3.7).

Ungeachtet der erfolglosen Synthese von Cumarsaure durch die Uberproduktion von BVU_1010 sollte
das Potenzial des Enzyms nicht unterschatzt werden. Es gilt zu beachten, dass bereits in der Literatur

beschriebene T/PAL ebenfalls nicht durch besonders hohe Umsatzraten charakterisiert sind (Tab. 34).

Tabelle 34: Kinetische Analyse verschiedener TAL unter Verwendung von Tyrosin oder Phenylalanin als Substrat.

Angegeben sind die Km-Werte fiir die jeweiligen Substrate sowie die Wechselzahl Kcat.

Enzym (Organismus) Substrat Km [MM]  Keat[s?] Katalytische Referenz
Effizienz
[s'mM1

PVTAL Tyrosin 0,042 0,13 3 Diese

(Phocaeicola vulgatus) Arbeit
Phenylalanin 35 0,07 0,002

RsTAL Tyrosin 0,074 4,32 58,4 Louie et al.,

(Rhodobacter sphaeroides) 2006
Phenylalanin 11,4 13,1 1,2

SeSam8 Tyrosin 0,0047 0,015 3,2 Jendresen

(Saccharothrix espanaensis) et al.,2015
Phenylalanin 6,3 0,016 0,003

HaTAL1 Tyrosin 0,024 0,076 3,2 Jendresen

(Herpetosiphon auranticus) etal., 2015
Phenylalanin 33 0,21 0,0063

FiTAL Tyrosin 0,0067 0,023 3,4 Jendresen

(Flavobacterium johnsoniae) etal., 2015
Phenylalanin 6,6 0,0094 0,00142

AVPAL Tyrosin - - - Mays

(Anabaena variabilis) etal., 2020
Phenylalanin 0,06 0,65 11,9

AvVPAL L4P/G218S Tyrosin - - - Mays et al.,

(Anabaena variabilis) 2020
Phenylalanin 0,14 1,18 8,43
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Die TAL mit der héchsten bisher beschriebenen Umsetzungsrate stammt aus Rhodobacter sphaeroides,
einem anaeroben Purpur-Bakterium aus dem Phylum der Pseudomonata. Mit einer Wechselzahl Kcat
von 4,32 ist dieses Enzym 33-mal schneller als die TAL aus P. vulgatus. Obwohl es sich bei dem Enzym
um eine TAL handelt, arbeitet die RsTAL noch schneller mit Phenylalanin, jedoch reflektiert der hohe
Km-Wert die Substratspezifitat zu Tyrosin. Die Produktion von Zimt- und Cumarsdure erfolgt bislang
nicht mit aufgereinigtem Enzym, begriindet durch die geringen Aktivitdtswerte der bisher
beschriebenen Biokatalysatoren. Eine katalytisch hochaktive TAL kann bereits flir eine
biotechnologische Anwendung interessant sein, jedoch liegen die Kosten fiir Tyrosin und Phenylalanin
als Substrat zwischen 50-150 €/kg. Daher ist fir die Produktion von Zimt- und Cumarsiure ein
Produktionsstamm mittelfristig zielflihrender, da so deutlich glinstigere Substrate fiir die Produktion
eingesetzt werden konnen. Fir die Entwicklung von Produktionsstimmen werden bisher
biotechnologisch erschlossene Organismen wie E. coli, S. cerevisiae, und P. putida durch die
Einbringung von heterologen Genen zur Herstellung von Zimt- und Cumarsaure eingesetzt (Nijkamp et
al., 2005; Vannelli et al., 2007). Die bisher hochste Ausbeute fiir Zimtsdaure wurde von Nijkamp et al.
(2007) beschrieben. Durch die heterologe Expression der PAL von R. toruloides in P. putida S12 konnte
eine Produktion von 0,8 g Cumarsaure /L Medium erreicht werden. Fur die Produktion von Cumarsaure
unter denselben Bedingungen betrug der Titer 1,7 g Cumarsaure /L Medium. Gemessen an diesen
Ausbeuten besteht ein erheblicher Optimierungsbedarf in Hinblick auf die rekombinante Produktion
der genannten Phenylpropanoide. Ein wichtiger Parameter fiir die mikrobielle Produktion von
aromatischen Verbindungen ist die Toleranz des Produktionsstamms gegeniber der Toxizitat des
Endprodukts. Beispielsweise (ibt Cumarsaure einen starken antimikrobiellen Effekt gegen Gram-
positive Bakterien aus (Pei et al., 2016). Um einer potenziellen Toxizitdt entgegenzuwirken ist der
Einsatz oder die Modifizierung von zelluldaren Transport-Systemen eine Moglichkeit. Beispielsweise
konnte die Ausbeute an Cumarsaure in einem E. coli Produktionssystems verdoppelt werden, nachdem
zusatzlich ein Efflux Transportsystem flir aromatische Sduren im Organismus produziert wurde
(Sariaslani, 2007). Durch die direkte Abfiihrung von Cumarsaure wahrend der Kultivierung kénnte die

Produktausbeute zusatzlich gesteigert werden.

Neben der Produktion von Zimt- und Cumarsdure spielen Ammoniak-Lyasen in der jlngeren
Vergangenheit auch im medizinischen Bereich fiir die Behandlung von Menschen, welche an der
Stoffwechselerkankung Phenylketonurie (PKU) leiden, eine Rolle. Dabei handelt es sich um eine
genetisch bedingte Beeintrdchtigung des Phenyalanin-Stoffwechsels, welche durch eine mangelnde
Phenylalanin-Hydroxylase Aktivitat aufgrund von Mutationen charakterisiert wird (Christ, 2003). Die
Phenylalanin-Hydroxylase setzt Phenylalanin zu Tyrosin um und verhindert so eine Akkumulation von
Phenylalanin im Blut. Eine solche Akkumulation fihrt im schlimmsten Fall zu einer Reihe von

neurotoxischen Effekten, welche sich wiederrum in Entwicklungsstorungen und kognitiven
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Einschrankungen &uRern (Huttenlocher, 2000). Neben Proteinen ist eine der bekanntesten
Phenylalanin-Quellen der synthetische Stf3stoff Aspartam, der in zahlreichen Kalorien-reduzierten
Getrdanken verwendet wird und im Korper zu Asparaginsaure, Phenylalanin und Methanol abgebaut
wird (Butchko et al., 2002). Bisherige Therapie-Ansdtze basieren primar auf der Vermeidung von
Phenylalaninquellen in Nahrungsmitteln und erfordern einen speziellen Erndhrungsplan mit
zusatzlicher Tyrosin-Supplementation (Van Wegberg et al., 2017). Wie bereits erwdhnt katalysiert die
Enzym-Klasse PAL mit hoher Selektivitdt die Umwandlung von Phenylalanin zu Ammoniak und
Zimtsdure. Wahrend Ammoniak in der Leber metabolisiert werden kann, wird Zimtsaure Giber den Urin
ausgeschieden. Daher eignet sich die PAL als Therapeutikum fiir die Senkung des Phenylalanin-Spiegels
im Blut (Bell et al., 2017). In den USA ist seit 2018 die subkutane Injektion von PAL-Prédparaten in
Kapselform (Palynzig®, BioMarin Pharmaceutical Inc., Irland) als Therapie autorisiert, wobei die
entsprechende PAL aus dem Cyanobakterium Anabaena variabilis stammt (AvPAL) (Hydery &
Coppenrath, 2019). Seitdem findet ein Wettbewerb um weitere Therapie-Anséatze statt, welche auf der
Enzymklasse der PAL basieren. Beispielsweise wurde die AvPAL in einer Studie von Mays et al. (2020)
durch gezielte Mutagenisierung optimiert, sodass die Aktivitdit und Affinitdit des Enzyms zu
Phenylalanin verdoppelt wurde (Tab. 34). Weiterhin wird an der Entwicklung eines probiotischen E.
coli Nissle Stamm gearbeitet, welcher in hohen Mengen PAL produziert und unkompliziert oral

verabreicht werden kann (Puurunen et al., 2021).

Fir solch eine Anwendung scheint die in dieser Arbeit beschriebene TAL, aufgrund der geringen
Affinitdt zu Phenylalanin und der grundsétzlich niedrigen Aktivitdt zundchst nicht geeignet. Jedoch
existiert fir diese Enzymklasse eine Reihe an bereits erfolgreich angewandten Modifizierungs-
Methoden, welche eine Optimierung durchaus zulassen. Watts et al. (2006) konnten bestatigen, dass
der Austausch der Aminosaure Histidin zu Phenylalanin im aktiven Zentrum des Enzyms zu einem
Switch der Selektivitat der TAL aus Rhodobacter sphaeroides von Tyrosin zu Phenylalanin fiihrte, wobei
die Aktivitat mit Phenylalanin sogar gesteigert wurde. Des Weiteren konnte die Mutagenisierung der
PAL aus Anabaena variabilis im Rahmen einer Studie von Mays et al. (2020) ebenfalls die Affinitdt und

Aktivitat des Enzyms steigern.

Das initiale Potenzial fur relevante Anwendungsgebiete der TAL aus P. vulgatus scheint, basierend auf
den Ergebnissen dieser Arbeit, nicht GbermaRig vielversprechend. In kiinftigen Experimenten sollten
die hier vorgestellten Optimierungsansatze fir BVU_1010 (berpriift und bewertet werden. Fir die
weitere Entwicklung von P. vulgatus als Produktionsstamm existiert bereits ein umfangreiches
Spektrum von verschiedenen T/PAL aus Pflanzen und Mikroorganismen, welche einen soliden

Ausgangspunkt fur die Produktion von Cumar- und Zimtsaure in Phocaeicola-Spezies bieten.
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4.6 Fluoreszenz-Markierung von obligat anaeroben Mikroorganismen

Die genetische Modifizierung von Mikroorganismen bedingt im Wesentlichen die Einbringung von
rekombinanter DNA in den Zielorganismus. Neben der Méglichkeit zur Uberexpression von Proteinen
oder zur Integration/Deletion von genomischen DNA-Sequenzen konnen diese auch fir die
Fluoreszenzmarkierung (sog. Fluoreszenz-Tags) von Proteinen eingesetzt werden (Chalfie et al., 1994).
Seit Uber 30 Jahren werden fluoreszierende Proteine als Werkzeug fiir die Markierung von
Mikroorganismen, Zellstrukturen und einzelnen Proteinen verwendet. Fluoreszenz-Tags ermdoglichen
eine nicht-invasive Visualisierung von Zellen in Echtzeit, sowohl im Labor als auch in natirlichen
Umgebungen. Diese Visualisierungstechniken erlauben auRerdem, die Dynamik und raumliche
Verteilung von Mikroorganismen zu verfolgen, ihre Interaktionen mit anderen Organismen zu
analysieren und ihr Verhalten unter verschiedenen Umweltbedingungen zu untersuchen. Dariber
hinaus er6ffnet die Anwendung fluoreszierender Proteine in Mikroorganismen neue Moglichkeiten fir
die Analyse von Proteinfunktionen und die Untersuchung zellularer Prozesse. Durch die gezielte
Expression von fluoreszierenden Proteinen in bestimmten Zellkompartimenten oder an spezifischen
Proteinen kann die Lokalisierung und Bewegung von Proteinen analysiert und berechnet werden. Dies
ermoglicht es, die Funktionen einzelner Proteine zu untersuchen, ihre Wechselwirkungen mit anderen

Molekiilen zu analysieren und sogar Signalwege und Regulationsmechanismen zu entschlisseln.

In diesem Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, die beiden
Fluoreszenz-Marker UnaG und IFP2.0 als Instrumente zur Visualisierung von lebenden Zellen und
einzelnen Proteinen im obligat anaeroben Modellorganismus P. vulgatus zu etablieren. Als Zielprotein
fir die Fluoreszenz-Markierung wurde die cytoplasmatische Lactat-Dehydrogenase (BVU_2499)
gewadhlt, da sich dieses zuverlassig durch den Shuttle-Vector pG106 homolog mit einer hohen

Translationsrate in P. vulgatus Giberproduzieren lasst (Lick & Deppenmeier, 2022).

4.6.1 Ubersicht von Fluoreszenz-Markern fiir die Anwendung unter anaeroben
Bedingungen

Als wohl beriihmtestes Fluoreszenz-Tag gilt das ,green-fluorescent” Protein (GFP), welches erstmals
1962 aus der lumineszenten Qualle Aequorea victoria isoliert und charakterisiert wurde (Shimomura
et al., 1962). Erst 32 Jahre spéater konnte das immense Potenzial von GFP als rekombinantes Tag fiir
die Visualisierung von Proteinen in Bakterien und sogar eukaryotischen Zellen erstmals in vivo
demonstriert werden (Chalfie et al., 1994). In den Folgejahren wurden vermehrt Ressourcen in die
Erforschung und Optimierung von GFP investiert. So entstanden unzdhlige Varianten von GFP mit vollig
verschiedenen Floureszenz-Spektren, welche das simultane Tracking mehrerer verschiedener Zellen,
oder sogar verschiedener Proteine innerhalb einer Zelle ermdglichten. Im Jahr 2008 gipfelte die
Forschung mit der Verleihung des Nobel-Preises an Tsien und Shimomura, welche als Pioniere der GFP-
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Forschung gefeiert wurden (Tsien, 2010). Wahrend GFP aufgrund seiner Flexibilitat fur viele Zwecke
eingesetzt werden kann, ist die Abhangigkeit von Sauerstoff bei der Bildung des Chromophors von GFP
ein limitierender Faktor fir die Anwendung in Sauerstoff-sensiblen Mikroorganismen (Tsien, 2010).
Daher steht die enorme Bandbreite an fluoreszierenden Proteinen fiir die Visualisierung von Proteinen

in obligat anaeroben Bakterien nur sehr begrenzt zur Verfligung.

In der Vergangenheit konnte GFP tatsachlich auch in anaerob lebenden Mikroorganismen der Gattung
Bacteroides und Phocaeicola erfolgreich angewendet werden. Die Reifung des GFP-Fluorophors
bendtigt zwar Sauerstoff, jedoch wurde gezeigt, dass eine nachtragliche Sauerstoff-Exposition von
GFP-markierten Organismen ausreicht, um die fluoreszierenden Eigenschaften von GFP
wiederherzustellen (Zhang et al., 2005). Erst kirzlich wurde diese Methode in Bacteroides
thetaiotaomicron angewandt. Vor der Visualisierung wurde der Organismus fiir finf Stunden
Sauerstoff ausgesetzt, wonach die Reifung des GFP-Fluorophors mittels Fluoreszenz-Mikroskopie
bestatigt wurde (Zheng et al., 2022). Prinzipiell sind Bacteroides und Phocaeicola Vertreter auch unter
mikroaeroben Bedingungen wachstumsfahig (Baughn & Malamy, 2004). So zeigte eine Studie von
Garcia-Bayona et al. (2020), dass Sauerstoff-Konzentrationen im nanomolaren Bereich fiir die Reifung

von GFP in B. fragilis bereits ausreichen.

Neben der Fusion von Fluoreszenz-Tag an ein Protein von Interesse existieren alternative Markierungs-
Protokolle, welche potenziell fiir anaerobe Zwecke geeignet sind. Eine Auswahl solcher Tools ist in

Tabelle 35 zusammengefasst und werden in folgenden Abschnitten naher erlautert.

158



4. Diskussion

Tabelle 35: Ubersicht von Fluoreszenz-Markern fiir die Anwendung in biologischen Systemen.

Marker Emissions- | Vorteile Nachteile Quelle
Spektrum
Sauerstoff-abhdngige Protein-Tags
GFP Grin ¢ Genetisch codiert e Sauerstoff ist zwingend notwendig Tsien et al.,
FP variiert « Verfiigbarkeit von  Wiederherstellung der 2010
unzahligen Varianten die ein grofRes Fluoreszenz durch Sauerstoff-
Wellenldangen-Spektrum abdecken Exposition nicht zuverlassig
Sauerstoff-unabhdngige Protein-Tags
UnaG Grin ¢ Genetisch codiert e Ligand ist Wasserunléslich Kumagai et
* Geeignet fiir al., 2013
anaerobe Anwendungen
e Ligand ist Membrangangig
IFP2.0 Rot e Genetisch codiert e Ligand ist Wasserunléslich Yu et al,
 Geeignet fiir » Emissionen nahe dem 2014
anaerobe Anwendung Infrarot-Spektrum, daher geringer
e Ligand ist Membrangangig Kontrast
Biokonjugation
Flash Griin * Genetisch codiert * Liganden enthalten Arsen und sind Griffin et al.,
ReAsh Rot * Tag ist maximal 20 AAS groR toxisch 1998
* nur wenig Erfolg fiir Sg(l)eztta etal,
in vivo Anwendungen in anaeroben
Organismen
® GroRe Gefahr von unspezifischer
Liganden-Bindung
SNAP variiert ® Genetisch codiert ¢ Geringer Kontrast, die meisten los et al,
Halo-Tag * Wurde bereits fiir anaerobe Liganden sind nicht besonders hell 2008
CLIP in vivo Anwendungen demonstriert « Liganden sind nur selten Membran- ;ggg'e'e“’"'
¢ GroRRe Vielfalt an gangig Gautier et al
synthetischen Liganden 2008 v
Fluoreszierende | Blau  Keine Liganden benétigt ¢ Geringer Kontrast Wang et al.,
unnatiirliche « Technische Umsetzung sehr 2006
Aminosiuren herausfordernd, eine gute genetische S;szrggger et
(UAA) Zuganglichkeit des at
Ziel-Organismus
ist zwingend erforderlich.
Markierungen von Strukturen
Konjugierte variiert e Prazise Markierung von Oberflachen e Teuer in der Herstellung Kebir et al.,
Antikdrper * Gut geeignet fiir die parallele « nicht geeignet fiir in vivo 2016
Markierung mehrerer Ziele Anwendungen, Zellen mussen fixiert
werden
Aptamere Variiert * GroRe Vielfalt an kontrastreichen, ¢ Eignung fur anaerobe Anwendungen | Paigeetal,
Membran-gangigen Liganden bisher nicht bestatigt 2011
« Liganden sind oft toxisch, kaum bezegg;re et
X . al.,
geeignet fur in vivo-Anwendungen Dolgosheina
etal., 2014
Nanobodies & Varriiert ¢ Kdnnen modifiziert werden e Bisher nicht fiir anaerobe Rothbauer et
Chromobodies * K&nnen mit organischen Farbstoffen | Anwendungen erprobt al., 2006
konjugiert werden OII'CZ(‘)’S;t
al.,

* K6nnen mit FP’s konjugiert werden
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4.6.1.1 Sauerstoff-unabhangige Fluoreszenz-Tags

Bei fluoreszenten Proteinen wird zwischen intrinsischer und extrinsischer Fluoreszenz differenziert.
Als intrinsisch fluoreszentes Protein bildet GFP in Anwesenheit von Sauerstoff im Laufe des natdiirlichen
Faltungsprozesses autokatalytisch das Fluorophor 4-(p-Hydroxybenzyliden) Imidazolidin-5-on (Tsien,
1998). Bei extrinsisch fluoreszenten Proteinen wie UnaG oder IFP2.0 wird ein Ligand bendtigt, welcher
die Bildung des Fluorophors erst ermoglicht. Die beiden Proteine UnaG und IFP2.0 gelten als Bilin-
Bindeproteine und bendtigen fir ihren fluoreszenten Charakter die Liganden Bilirubin bzw. Biliverdin
(Chia et al., 2020). In dieser Arbeit wurden die beiden Fluoreszenz-Tags UnaG und IFP2.0 als
potenzielles Zell- und Protein-Tracking-Tool fir P. vulgatus untersucht. Als Ziel-Struktur fir die
Visualisierung wurde die LDH (BVU2499) ausgewahlt, da sich dieses Protein zuverldssig und
unkompliziert in P. vulgatus Uberproduzieren lasst (Lick & Deppenmeier, 2022). Fiir die Fluoreszenz-
Markierung der LDH wurde das pG106 Plasmidsystem eingesetzt. Durch die gemeinsame Klonierung
des Idh-Promotors, der kodierenden Sequenz des UnaG- bzw. IFP2.0-Tags und des Idh-Gens wurde ein
Vektor generiert, welcher die konstitutive Uberproduktion der LDH mit N-terminalen Fluoreszenz-Tag
ermoglichte. Die beiden Liganden Bilirubin und Biliverdin, welche fiir die Fluoreszenz von UnaG bzw.
IFP2.0 verantwortlich sind, wurden dem Wachstumsmedium vor der Inokulation mit P. vulgatus
zugegeben. Als Vorbereitung fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden lebende Zellen unter anaeroben

Bedingungen auf einem Objekttrager mit 1% Agarose immobilisiert und mit Lack versiegelt.

UnaG stammt aus dem Muskelgewebe des japanischen Aals (Anguilla japonica) und zeigt mit dem
Liganden Bilirubin eine Fluoreszenz, deren Intensitat mit GFP vergleichbar ist. AuBerdem besitzt UnaG
eine geringe GroRe von 16 kDa und wurde bereits erfolgreich fiir die Markierung in eukaryotischen
sowie prokaryotischen Zellen eingesetzt (Chia et al., 2020; Ko et al., 2021). Aufgrund seiner
Unabhangigkeit von Sauerstoff ist UnaG natiirlicherweise ein Favorit fir Experimente unter anaeroben
Bedingungen (Kumagai et al., 2013). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Anwendung
von UnaG als Fluoreszenz-Marker fir die Visualisierung von P. vulgatus eignet (Kap. 3.5.2). In P.
vulgatus-Zellen, welche das UnaG-LDH Fusionsprotein produzierten, konnte eine geringe,
ungleichmalige aber klar erkennbare Fluoreszenz detektiert werden. Ein GroRteil der Zellen
fluoreszierte zwar nicht, aber daflir war in wenigen einzelnen Zellen ein diffuses, bewegliches
Fluoreszenz-Muster erkennbar. Dabei handelte es sich um einzelne LDH-Molekiile, deren

Bewegungsmuster visualisiert werden konnte.

In einer Studie von Chia et al. (2020) konnte eine bereits mit dem Auge sichtbare und gleichmaRige
Fluoreszenz durch UnaG-Fusionsproteine in Kultur-Material von B. thetaiotaomicron gezeigt werden.
Die heterogene Fluoreszenz von P. vulgatus in dieser Arbeit lieRBe sich eventuell dadurch erklaren, dass

dem Organismus zwei Kopien des Idh-Gens zur Verfligung stehen: Zum einen die genomische Kopie,
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zum anderen die Plasmid-vermittelte Kopie in Kombination mit der unaG-Sequenz. Es kdnnte sein, dass
sich das Expressionsmuster des UnaG-markierten /dh-Gens von dem des Wildtyp-/dh-Gens zwischen
einzelnen Zellen unterschied. Dariber hinaus kénnte auch das Verhéltnis des Transkripts der beiden
Idh-Varianten stark in Richtung der Wildtyp-Variante verschoben sein. Durch Liick & Deppenmeier
(2022) wurde bestatigt, dass beide Kopien des /dh-Gens exprimiert werden, welches in einer deutlich
hoheren Lactat-Produktion resultierte. Zusatzlich koénnte die Ausbildung unerwinschter
Sekundarstrukturen innerhalb der transkribierten mRNA des UnaG-ldh-Fusionskonstruktes den
Translationsvorgang negativ modulieren, was in einer reduzierten Ausbeute fluoreszierender Proteine
resultiert. Unabhangig von den Erwartungen lasst sich festhalten, dass sich UnaG als Fluoreszenz-Tag
durchaus fiir anaerobe Anwendungen eignet. Die geringe Fluoreszenz-Intensitdt konnte, neben dem
verwendeten Organismus und Ziel-Protein, auch durch die Verfiigbarkeit des Liganden innerhalb einer
Zelle begriindet werden. Im Fall des in dieser Arbeit untersuchten LDH-UnaG-Fusionsproteins eignete
sich die geringe Intensitdt sogar begrenzt fiir Single-Molecule Tracking (Kap. 3.5.2). Das flackernde
Fluoreszenz-Muster in einzelnen Zellen bildete eindeutig die Bewegung der LDH-Molekile ab, jedoch
werden fiir Single-Molecule Tracking moglichst wenige fluoreszierende Molekiile bendétigt, sodass sich

die Bewegung der einzelnen Molekiile durch die Zelle besser nachvollziehen l3sst.

Fir kiinftige Anwendungen bringt UnaG noch weitere Vorteile mit sich. Es ist moglich die Fluoreszenz
von UnaG ein- und auszuschalten. Kwon et al. (2020) stellten fest, dass die Fluoreszenz-Intensitat von
aufgereinigtem UnaG in der Anwesenheit von Sauerstoff durch Photo-Oxidation stark abnimmt. Die
Fluoreszenz kann jedoch durch erneute Zugabe des Liganden Bilirubin beliebig oft wiederhergestellt
werden, was die Schlussfolgerung zuldsst, dass die Photo-Oxidation den Liganden betrifft, und nicht
das Protein selbst. Aufgrund der Notwendigkeit von Sauerstoff fiir die Nutzung dieses Vorteils ist die
Anwendung in anaeroben Organismen zwar begrenzt, dennoch lasst sich UnaG fiir fixierte Zellen
einsetzen. Moderne Molekil-Tracking Methoden wie beispielsweise STORM (Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy) benétigen solche regulierbaren Fluorophore, da bei dieser Methode
durch die Messung weniger aktivierter Fluorophore wahrend einer Vielzahl an Messzyklen eine

Auflésung im Nanometer-Bereich erreicht wird (Rust et al., 2006).

Neben UnaG wurde in dieser Arbeit auch das IFP2.0 Fluoreszenz-Tag fir die N-terminale Markierung
der LDH in P. vulgatus Zellen untersucht. Im Gegensatz zu Zellen, welche mit UnaG markiert wurden,
flhrte eine IFP2.0-Markierung zu einer deutlich gleichmaRigeren, aber im Durchschnitt schwacheren
Fluoreszenz (Kap. 3.5.2). FiUr die Detektion der Fluoreszenz von UnaG-Tags reichte eine
Anregungsleistung des Lasers von 50 mW aus. Fiir die Anregung von IFP2.0 hingegen war eine Leistung
von 200 mW notwendig. Dieser Unterschied lasst sich durch die experimentellen Bedingungen

begriinden, welche bei der Erfassung der Daten in dieser Arbeit vorherrschten. IFP2.0 fluoresziert nahe

161



4. Diskussion

dem Infrarot-Bereich, das Fluorophor kann bei 690 nm angeregt werden und die resultierenden
Emissionen besitzen eine Wellenldange von 711 nm (Yu et al., 2014). Aufgrund technischer
Limitierungen wurde sich diesen Parametern in dieser Arbeit nur angenahert. Die hochste maximale
Anregungswellenldange betrug daher 638 nm, und der korrespondierende Emissionsfilter 689 nm.
Unter optimalen Bedingungen ware demnach ein deutlicheres Ergebnis zu erwarten. Trotz dieser
suboptimalen Bedingungen wurde eine gleichmaRige Fluoreszenz in allen Plasmid-tragenden P.
vulgatus Zellen detektiert (Kap. 3.5.2). Aufgrund der langen Emissions-Wellenldnge von IFP2.0 ist die
intrinsische Hintergrund-Floureszenz von Zell- und Medium-Bestandteilen deutlich geringer als bei
kurzen Wellenldangen, daher eignet sich IFP2.0 gut als Fluoreszenz-Marker fiir Proteine mit einer
geringen Kopienzahl. In einer Studie von Chia et al. (2020) wurde die Markierung von SusE, einem
Protein in der duReren Membran von B. thetaiotaomicron, verwendet. Dieses Protein konnte wahrend
der Translation in sehr geringen Mengen auch im Cytoplasma nachgewiesen werden, wodurch die
Sensibilitat von IFP2.0 demonstriert wurde. Fiir die Anwendung als Marker fiir das Single Molecule
Tracking eignete sich IFP2.0 in dieser Arbeit nicht, jedoch lasst sich IFP2.0 aufgrund der gleichmaRigen
Fluoreszenz als Zellmarker einsetzen, um die Zusammensetzung und Entwicklungen von einzelnen

Organismen in kinstlichen Zell-Communities zu analysieren.

4.6.1.2 Biokonjugation

Wahrend traditionelle Fluoreszenz-Marker die raumliche Anordnung von Fusions-Proteinen behindern
kénnen, sinkt diese Gefahr mit der Verwendung von kleinen Peptid-Tags (Pomorski & Krezel, 2011).
Beispielsweise wurde ein Tetracystein-Tag mit einer GroRe von bis zu 20 Aminosauren entwickelt,
welches durch ein charakteristisches CCXXCC-Motif kovalent mit einem griinen (F1AsH) oder roten
(ReAsH) Fluoreszenz-Farbstoff reagiert (Griffin et al., 1998). Dieses System wurde ebenfalls fiir die
Markierung von Proteinen in der duReren Membran in B. thetaiotaomicron angewandt (Karunatilaka
et al., 2013). Es wird jedoch durch die Liganden selbst limitiert: Es handelt sich dabei um Fluorophore,
welche auch ohne kovalente Bindung zu einem Tag fluoreszieren, was zu einer intensiven Hintergrund-
Fluoreszenz fiihrt. Dartiber hinaus binden die Liganden auch, sofern vorhanden, am CCXXCC-Motif aller
Proteinstrukturen, wodurch die Prazision dieses Systems leidet. Um diese unspezifischen
Markierungen zu verhindern sind Waschschritte mit Chemikalien wie Ethendithiol oder

Dimercaptoethanol notwendig, um Gberschiissige Liganden zu entfernen.

Eine Alternative zu fluoreszierenden Proteinen sind selbst-markierende Proteine. Analog zu der
Verwendung von Fluoreszenz-Proteinen werden auch diese Systeme N- oder C-Terminal bei der
Translation der Zielproteine angehangen. Die Besonderheit dieses Systems ist die Flexibilitat, da diese
Proteine, je nach Bedarf, mit einer Vielzahl an Fluorophoren als Liganden reagieren kénnen. So genielSt

man die Vorteile der Spezifitat von Fluoreszenz-Tags, aber auch die flexible Funktionalitat durch eine
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Vielzahl an verfligbaren Liganden, welche verschiedene Bedirfnisse erfiillen (Grimm et al., 2017).
Bisher kdnnen etablierte Systeme wie Halo-Tag, SNAP und CLIP sogar fiir die simultane Markierung mit
verschiedenen Fluorophoren in einer Zelle kombiniert werden (Stagge et al., 2013). Die Sauerstoff-
unabhangigen Liganden sind, aufgrund ihrer synthetischen Natur, deutlich heller und stabiler als
traditionelle FP-Tags, und eignen sich daher fiir die Anwendung unter anaeroben Bedingungen.
Beispielsweise wurde das Halo-Tag System bereits in B. thetaiotaomicron fiir Single Molecule Tracking-
Experimente zur Aufkldrung des Starke-Abbaus eingesetzt (Tuson et al., 2018). Das Halo-Tag basiert
auf einer bakteriellen Halogenase, welche kovalent Chloralkan-Reste bindet. Durch die Konjugation
von Chloralkan-Resten mit Fluorophoren lassen sich relativ unkompliziert beliebige Liganden fiir das
Halo-Tag System entwickeln (Los et al., 2008). Bisher sind noch keine Liganden identifiziert oder
entwickelt worden, welche in lebende Zellen eindringen kdnnen. Durch die Zugabe der Liganden in das
Kulturmedium ist die Assoziation mit dem Halo-Tag wahrend der Wachstumsphase der Zellen
trotzdem moglich. Die Anwesenheit von Liganden im Medium kann allerdings zu Hintergrund-
Fluoreszenz fiihren. In B. thetaiotaomicron wurde das Halo-Tag System erfolgreich fiir in vivo
Visualisierungen von Proteinen unter anaeroben Bedingungen in der duBeren Membran angewendet
(Karunatilaka et al., 2014). Da ein GroRteil der verfiigbaren Liganden fiir das Halo-Tag System nicht
permeabel fir Zellmembranen ist, eignet sich das Tag primar fir die Markierung von Zielen auRerhalb
der Zelle, sofern man invasive Methoden wie Elektroporation oder einen osmotischen Schock
vermeiden moéchte. Weiterhin besitzen die Liganden fiir dieses System eine hohe Fluoreszenz-
Intensitat, daher sind viele, griindliche Waschschritte notwendig, um eine Hintergrund-Fluoreszenz zu

reduzieren und gleichzeitig die Zuverldssigkeit der Detektion zu erhdéhen.

Eine deutlich exotischere Art der Proteinmarkierung ist der Einbau von unnatirlichen Aminosauren
(UAA) mit intrinsisch fluoreszierenden Seitenketten in das Protein von Interesse. Die sterische Faltung
der Proteine wird dabei nicht behindert und eine Verwendung unter anaeroben Bedingungen ist
ebenfalls moglich (Bain et al., 1989, Noren et al., 1989). Ein Beispiel fir die Anwendung von UAA’s ist
ein Coumarin-Aminosauren Derivat, welches in Proteinen von E. coli und S. cerevisiae inkorporiert
wurde (Wang et al., 2006; Charbon et al., 2011). Neben intrinsisch fluoreszenten Aminosauren wird
auch an Aminosauren-Konjugaten mit einem fluoreszierenden Liganden geforscht. Durch die
Verfligbarkeit eines reaktiven Rests, welcher mit mehreren Liganden interagieren kann, wachst die
Flexibilitdit des Systems deutlich (Beatty et al, 2006). Obwohl dieses System theoretisch unter
anaeroben Bedingungen funktionieren sollte, gibt es bis heute keine Demonstrationen dieser Art.
Diese Methode erfordert eine hohe genetische Zuganglichkeit des Ziel-Organismus, da hier kiinstlich
der genetische Code um die unnatiirliche Aminosaure erweitert werden muss. Die experimentellen

Herausforderungen beinhalten daher die Platzierung von Nonsense UAA-Codons im Ziel-Gen, sowie
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der Manipulation der tRNA-Synthetase und Entwicklung der tRNA, welche die nicht proteinogene

Aminosaure vermittelt (Wang et al., 2006; Summerer et al., 2006).

4.6.1.3 Struktur-spezifische Fluoreszenz-Markierung

Der Einsatz von Fluoreszenz-Tags muss nicht zwangslaufig die rekombinante Expression von Fusions-
Proteinen bedingen. Besonders in der Forschung an eukaryotischen Zellen, in der auch simple
genetische Modifikationen erheblichen Aufwand erfordern, sind alternative Methoden notwendig.
Durch die Kopplung von Antikérpern mit synthetisch hergestellten Fluorophoren kénnen sehr prazise
Strukturen innerhalb von eukaryotischen Zellen mit Markierungen versehen werden. Auch hier hat die
Forschung eine groRe Bandbreite an Fluorophoren mit verschiedenen Fluoreszenz-Spektren
hervorgebracht, sodass die simultane Anwendung von mehreren Fluorophoren moglich ist.
Beispielsweise in der Forschung von Muskelerkrankungen, welche héaufig auf pathologische
strukturelle Veranderungen der Proteinfilamente zuriickzufiihren sind, werden diese multiplen
Antikorper-Markierungen haufig verwendet (Kebir et al., 2016). Theoretisch ist die Anwendung von
Antikorper-vermittelter Fluoreszenz-Markierung fiir jedes biologische System moglich, da nur eine
Voraussetzung erfillt sein muss: Die Zielstruktur muss dem Antikorper zuganglich sein. Da Antikorper
grofSe Proteine sind, missen die Strukturen kiinstlich freigelegt werden, was in der Regel durch die
Fixierung von Zellen bewerkstelligt wird. Daher eignen sich diese Systeme nicht fiir in vivo Studien.
AulRerdem muss die zu markierende Struktur flr die Entwicklung der Antikdrper als Template
verwendet werden. Bis heute werden die potentesten Antikérper durch die Immunisierung von Tieren
mit dem Antigen von Interesse entwickelt, was einen hohen finanziellen und zeitlichen Aufwand sowie

die Durchfiihrung von Tierexperimenten bedingt (Stills, 2012).

Basierend auf der Anwendung von Antikdrpern sind Nanobodies als Markierungssystem entstanden.
Nanobodies bestehen nur aus den Peptiden, welche normalerweise das Paratop eines Antikorpers
bilden (Rothbauer et al., 2006). Mit einer geringen Grofle von 12-15 kDa sind diese daher gegeniber
der urspriinglichen GroRe von Antikérpern (~150 kDa) deutlich besser fir in vivo Anwendungen
geeignet. Zwar basiert die Generierung von Nanobodies auf demselben Prinzip wie dem von
Antikorpern, doch eignen sich diese sogar fir Echtzeit-Single Molecule Tracking (Virant et al., 2018).
Zu diesem Zweck missen Nanobodies, genau wie Antikérper, funktionalisiert werden: Zum einen
miissen Nanobodies mit einem Fluorophor konjugiert werden, zum anderen benoétigen Nanobodies
ein Tag, welches den Ubergang von Zellmembranen erméglicht, da sie nicht Membran-géngig sind. Ein
Vorteil von Nanobodies ist die Freiheit, jeder erdenkliche Fluorophor als Konjugat zu verwenden. Die
Anwendungsmoglichkeiten reichen vom klassischen GFP bis hin zu synthetischen Fluorophoren wie
Alexa 594 (Rothbauer et al., 2006; Kaiser et al., 2014; Traenkle et al., 2017). AuBerdem erfordern

Nanobodies keine genetische Modifikation des Zielorganismus, da die Interaktion ausschlieRlich
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zwischen dem Paratop des Nanobodies und dem Epitop des Proteins von Interesse stattfindet. Auch
fir die Anwendung unter anaeroben Bedingungen sind Nanobodies durchaus geeignet, beispielsweise
fr die Markierung von Organismen in einer Mischkultur durch einzigartige, Art-spezifische Epitope der
Zelloberflache. Fir das Tracking von Proteinen im Organismus ist die Anwendung in Bezug auf das

Kosten/Nutzen-Verhdltnis eher nicht erstrebenswert.

Neben Antikorpern sind in der jlingeren Vergangenheit Detektionssysteme abseits von
Proteinstrukturen entstanden. Sogenannte Aptamere sind Einzelstrangige DNA oder RNA-Molekiile,
welche Uber kinstliche in vitro Evolutions-Techniken fiir die Bindung an Liganden von Interesse
zugeschnitten wurden. Diese Bindung erfolgt entweder Uber die komplementdre Basen-Paarung
zwischen dem Aptamer und einer Nukleinsdure oder tber die Erkennung von kurzen Peptid-Sequenzen
(Song et al., 2013). Erst kirzlich wurden Aptamere fiir die Echtzeit-Visualisierung von Transkriptions-
Prozessen in eukaryotischen Zellen eingesetzt (Song et al., 2017). Anders als bei der Anwendung von
Antikorpern miissen Zellen nicht fixiert und permeablisiert werden, damit die Aptamere ihr Epitop
erreichen. Stattdessen werden diese in vivo direkt im Organismus exprimiert, oder werden als Sonde
verwendet, da sie einfach im Thermocycler synthetisiert werden kdénnen. Die Fluoreszenz-Markierung
erfolgt Uber die Bindung von Fluorophoren, wie z.B. dem GFP-Analogon 3,5-Difluoro-4-
Hydroxybenzylidin Imidazolinon (DFHBI), welches erst in Interaktion mit einem Aptamer fluoresziert
(Paige et al., 2011). In anaeroben Organismen wurden Aptamere bisher noch nicht eingesetzt. Trotz
des Forschungsfortschritts bringen Aptamere noch einige Limitationen mit sich. Die Fluoreszenz-
Intensitat liegt auch im besten Falle immer noch deutlich unter der von GFP, aulRerdem ist die korrekte
Faltung von Aptameren relativ unzuverldssig. Dartiber hinaus konnen Aptamere durch Nukleasen
degradiert werden, wodurch sich die Anwendung in vivo als problematisch gestaltet (Lakhin et al.,

2013).
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Erweiterung der genetischen Zuganglichkeit des relevanten

Darmbakteriums Phocaeicola (P.) vulgatus mit dem Ziel, eine reproduzierbare und zuverlassige

Methode zur markerlosen Deletion von chromosomalen Gensequenzen fir die Gattungen

Bacteroides/Phocaeicola zu etablieren. AuRerdem wurden, mittels neu-entwickelter und bestehender

genetischer Systeme fir Bacteroides/Phocaeicola-Spezies, der zentrale Kohlenstoff-Stoffwechsel und

Phenolsdaure-Metabolismus in P. vulgatus untersucht und modifiziert um festzustellen, ob sich P.

vulgatus als Plattform-Organismus fiir eine biotechnologische Produktion der Phenolsduren

Phenylessigsaure und Cumarsaure eignet. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1.

Fir eine Moaodifizierung des Stoffwechsels mithilfe der markerlosen Deletion von
Gensequenzen durch homologe Rekombination wurde fir P. vulgatus ein potenter
Gegenselektionsmarker identifiziert und evaluiert. Die heterologe Expression des sacB-Gens
aus Bacillus subtilis mittels des pG106 Shuttle-Vektors flihrte in P. vulgatus zu einer letalen
Sensibilitat gegeniiber dem Substrat Saccharose. Durch eine anschlieBende Expression von
sacB mithilfe des genomintegrativen Vektors pMM656 wurde zusatzlich demonstriert, dass
eine einzelne genomische Kopie von sacB ausreicht, um einen letalen Effekt gegeniiber
Saccharose zu vermitteln. Die Kombination des Plasmid-Ruickgrats von pMM656 und des sacB-
Gens ermoglichte die Entwicklung eines modularen Deletions-Vektors, welcher alle
Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung einer markerlose Deletion in P. vulgatus erfillte. Als
Modellsystem wurde das Gen bvu_1663, welches flr eine B-Exo-Fructosidase codiert, aus dem
Genom von P. vulgatus deletiert.

Die Deletion des Gens bvu_1663 aus dem Genom von P. vulgatus resultierte in einem
Phanotyp, welcher die Fruktan-Polymere Inulin- und Levan-FOS nicht mehr als Kohlenstoff-
und Energiequelle verwertete. Eine Kombination aus Experimenten mit aufgereinigter B-Exo-
Fructosidase BVU_1663 und Membranpraparationen von P. vulgatus ermoglichten die
Modellierung des Fruktan-Metabolismus von P. vulgatus, wodurch die bisherigen Kenntnisse
zur Verwertung von Inulin- und Levan-FOS durch Bacteroides und Phocaeicola-Spezies erganzt
wurden. Da es sich bei Inulin- und Levan-FOS um wichtige Prabiotika handelt und diese nach
Verzehr den Dickdarm erreichen, war die Aufklarung der Verwertung durch Darm-
Kommensale, wie z.B. P. vulgatus, von hoher Relevanz.

Durch die homologe Uberexpression des fiir die Pyruvat:Formiat Lyase kodierenden Gens
bvu_2880 (pfl) in P. vulgatus mittels des pG106 Shuttle-Vektors wurde Uberpriift, ob der
zentrale Kohlenstoffmetabolismus von P. vulgatus gezielt modifiziert werden kann. Hierfir
wurde die pfl-Kopienzahl und die Transkriptabundanz zwischen dem Plasmid-tragenden
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Stamm und dem Wildtyp verglichen. Die Shuttle-Vektor tragende Mutante, P. vulgatus pG106
2880, zeigte eine ca. 1500-fache Erhohung der pfl-Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp.
Schlussendlich fiihrte dies zu einer Verschiebung des Produktspektrums hin zu einer 3,2-
fachen Steigerung der Formiat-Produktion im Plasmid-tragenden Stamm P. vulgatus pG106
2880.

Im Hinblick auf die Produktion von Phenolsduren wurde in P. vulgatus ein neuartiger
Stoffwechselweg postuliert und analysiert. Ausgehend von Phenylalanin ist P. vulgatus
theoretisch in der Lage, Phenylessigsdaure unter Freisetzung von ATP zu generieren. Dieser
Stoffwechselweg konnte durch die in vitro-Charakterisierung der beteiligten Enzyme bestatigt
werden. Um diesen Stoffwechselweg direkt im Organismus nachzuweisen wurde P. vulgatus
mit Phenylalanin als Substrat kultiviert. So lie sich die Bildung von Phenylessigsdure
bestdtigen und die Funktionalitdt des Stoffwechselzweigs eindeutig beweisen. Es folgten
weitere Versuche um die Produktion von Phenylessigsdure zusatzlich zu erhéhen. Die
homologe Uberproduktion der Aminotransferase BVU_2275 in P. vulgatus steigerte die Menge
an Phenylalanin, welche maximal in den Stoffwechselzweig eingeschleust werden konnte. Dies
flhrte zu einer sechsfach héheren Ausbeute an Phenylessigsaure.

Anhand von biocinformatischen Analysen konnte in P. vulgatus eine Histidin-Ammoniak-Lyase
(BVU_1010) identifiziert werden, welche sich potenziell fir die biotechnologische Produktion
von Zimt- und Cumarsédure einsetzen lasst. Die Charakterisierung des Enzyms bestatigte, dass
es sich nicht um eine Histidin-, sondern um eine Tyrosin-Ammoniak-Lyase handelt. Diese
Enzymklasse wird fir die industrielle Produktion von Cumarsdure bereits eingesetzt,
dementsprechend wurde das Potenzial von BVU_1010 mit den Eigenschaften bereits
beschriebener Tyrosin-Ammoniak-Lyasen verglichen. Die kinetischen Charakteristika von
BVU_1010 lagen im Bereich bekannter Tyrosin-Ammoniak-Lyasen. Eine homologe
Uberproduktion von BVU_1010 in P. vulgatus fiihrte jedoch nicht zu einer nachweisbaren
Produktion von Cumarsaure.

Es wurden Versuche unternommen die bestehenden genetischen Systeme flir Bacteroides und
Phocaeicola-Spezies zu nutzen um die beiden Bilin-abhdangigen Fluoreszenzmarker UnaG und
IFP2.0 fir die Sauerstoff-unabhangige Fluoreszenzmarkierung von Proteinen in P. vulgatus zu
verwenden. Mithilfe des Shuttle-Vektors pG106 wurde die cytoplasmatische Lactat-
Dehydrogenase BVU_2499 mit N-terminaler UnaG oder IFP2.0 Markierung homolog in P.
vulgatus Uberproduziert. Die Auswertung erfolgte mittels lasergestiitzter Fluoreszenz-
Mikroskopie und es konnte bestadtigt werden, dass sich beide Fluoreszenzmarker fiir die

Anwendung in P. vulgatus eignen.
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