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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die humane Intestinalmikrobiota

Die Gesamtheit aller Mikroorganismen, welche den Menschen sowohl auf den dulleren
Korperflaichen wie auch im Inneren des Korpers besiedelt, wird als humane Mikrobiota
bezeichnet. Berechnungen zufolge handelt es sich hierbei um etwa 3,8 x 10*3 prokaryotische
Zellen, die den Menschen als Lebensraum nutzen (Sender et al., 2016). Der grofite Teil der
Bakterien ist im Darm angesiedelt und wird als humane Intestinalmikrobiota bezeichnet. Im
Gegensatz zur Haut, wo aufgrund von kihleren Temperaturen, einem niedrigen pH-Wert und
FlUssigkeitsmangel nur vergleichsweise wenige Bakterien (iberleben kénnen (Byrd et al.,
2018), bietet der menschliche Verdauungstrakt mit stabilen 37°C und einer kontinuierlichen
Nahrungszufuhr optimale Lebensbedingungen. Dennoch gibt es auch innerhalb des
Intestinaltraktes einen Gradienten der prokaryotischen Zelldichte. Angefangen mit 103-10*
Bakterien/ml im sauren Magen, nimmt mit zunehmendem pH-Wert die Anzahl der Bakterien
im distalen Dinndarm zu und erreicht letztendlich einen Hochstwert von etwa 10!
Bakterien/g Kolon-Inhalt (O’Hara & Shanahan, 2006; Sender et al., 2016). Neben der hohen
Zelldichte verfligt der Dickdarm zusatzlich mit etwa 1000 verschiedenen Spezies Uber eine

groRe Diversitat (Zhu et al., 2010; Lozupone et al., 2012).

Die genaue Zusammensetzung der menschlichen Intestinalmikrobiota ist von Mensch zu
Mensch individuell und wird neben genetischen Faktoren (Ley et al., 2008) auch durch duRere
Einwirkungen wie beispielsweise durch die geografische Lage (Yatsunenko et al., 2012;
Rehman et al., 2016), das Alter (Lozupone et al., 2012), die Erndhrung (David et al., 2014;
Wexler & Goodman, 2017) und die Einnahme von Medikamenten (Dethlefsen & Relman, 2011;
Vich-Vila et al., 2020) beeinflusst. Im Gegensatz zu erwachsenen Menschen, verfiigen
Sauglinge Uber eine geringe Vielfalt der Darmmikrobiota aber einem vergleichsweise hohen
Anteil an Lactobacillen und Bifidobakterien. Bereits die Art der Geburt sowie die Fiitterung
innerhalb der ersten Wochen spielen eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung der spateren
Diversitat der Darmbakterien (O’Hara & Shanahan, 2006; Lozupone et al., 2012). Trotz der
grolRen Variabilitdt in der Zusammensetzung der menschlichen Darmmikrobiota, wurden in

den letzten Jahren die Bacteroidota und Bacillota als zwei dominierende Phyla identifiziert
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1. Einleitung

(Wexler & Goodman, 2017; King et al., 2019). Hierbei sind Spezies der Gattungen
Bacteroides (B.) und Phocaeicola (P.) aus der Familie der Bacteroidaceae, besonders haufig
vertreten und machen etwa 40 % der menschlichen Darmorganismen aus (The Human

Microbiome Project Consortium, 2012; King et al., 2019).

Durch das enge Zusammenleben zwischen den Bakterien und dem menschlichen Wirt, hat sich
eine bidirektionale Wechselwirkung zwischen den Prokaryoten und dem Menschen entwickelt
(O’Hara & Shanahan, 2006; Tremaroli & Backhed, 2012; Vernocchi et al., 2020; Montagnani et
al., 2023). Hierbei spielen die Mikroorganismen eine wichtige Rolle in der Verstoffwechslung
von Nahrungsbestandteilen, die vom Menschen nicht selbst verwertet werden koénnen.
Besonders wichtig ist hierbei der Abbau von pflanzlichen Heteropolysacchariden, welche einen
Grof3teil der humanen Erndhrung ausmachen kénnen (Chassard et al., 2007; Thomas et al.,
2011; Flint et al., 2012). Wahrend Disaccharide vom menschlichen Korper verstoffwechselt
und die daraus entstehenden Monosaccharide im Diinndarm aufgenommen werden kénnen,
ist der Mensch fiir den Abbau von Heteropolysacchariden, wie beispielsweise Xylane, auf
spezialisierte Enzyme der Bakterien angewiesen (Dodd et al., 2011; Flint et al., 2012; Thomas
et al, 2011). Durch den enzymatischen Abbau der Polymere entstehen in
Fermentationsprozessen kurzkettige Fettsauren (short chain fatty acids = SCFAs), welche von
den Bakterien in das Darmlumen freigesetzt werden (Den Besten et al., 2013; Louis & Flint,
2009). Zu den am haufigsten produzierten SCFA’s zahlen dabei Acetat, Propionat und Butyrat,
welche wiederum Auswirkungen auf den Menschen als Wirtsorganismus haben. Butyrat wird
beispielsweise von den Kolonozyten aufgenommen und wird von diesen als Energiequelle
verwertet (Louis & Flint, 2009). Auch Acetat wird eine positive Wirkung auf die
Darmepithelzellen zugeschrieben, da es beispielsweise die Permeabilitdt der Epithelbarriere
reduziert und so vor enteropathogenen Infektionen schiitzt (Fukuda et al., 2012). Formiat
hingegen steht unter Verdacht die Gesundheit des Menschen negativ zu beeinflussen, indem
es an der Entstehung von Kolonkrebs oder Parkinson beteiligt ist (Ternes et al., 2022;
Montagnani et al., 2023; Duan et al., 2024). Zusatzlich gibt es den Verdacht, dass die
enzymatische Aktivitat einiger Bakterien wie Escherichia coli oder weiteren Enterobakterien
zur Bildung reaktiver Verbindungen, wie beispielsweise krebserregenden N-Nitrosaminen,
fihrt (Calmels et al., 1987, O'Donnell et al., 1988). Auf der anderen Seite, sind die
Darmbakterien neben der Verstoffwechslung von unverdaulichen Nahrungsbestandteilen,

ebenfalls am Abbau von Medikamenten und anderen Xenobiotika wie beispielsweise
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1. Einleitung

Pestiziden beteiligt (Harishankar et al., 2013; Zimmermann et al., 2019; Lindell et al., 2022).
Die Wechselwirkung zwischen der humanen Intestinalmikrobiota und ihrem Wirt stellt somit
ein komplexes Zusammenspiel dar, welches sowohl positive als auch potenziell negative

Auswirkungen fiir den Menschen umfasst.

1.2 Xylan: Zusammensetzung und Abbau

Die Zusammensetzung der humanen Intestinalflora wird von der Nahrungsaufnahme des
Wirtes beeinflusst (David et al., 2014; Rinninella et al., 2023). Das stark von tierischen
Proteinen, raffiniertem Zucker, gesattigten Fettsdauren und verarbeiteten Lebensmitteln
gepragte westliche Erndahrungsmuster wird beispielsweise mit einer verringerten Diversitat an
Mikroorganismen sowie einem hoheren Anteil an Enterobakterien wie Eschericha coli in
Verbindung gebracht. Im Vergleich dazu fiihrt die mediterrane Erndhrungsweise, die reich an
Vollkornprodukten, Gemiise und Hiulsenfriichten ist, zu einer hoéheren Artenvielfalt der
Darmbakterien sowie zu groReren Mengen an gesundheitsférdernden SCFA’s (David et al.,

2014; Rinninella et al., 2023).

Ein wichtiger Unterschied beider Ernahrungsweisen ist der Anteil an fiir den Menschen
unverdaulichen Ballaststoffen. Hierzu zahlen neben Lignin auch Heteropolysaccharide wie
Cellulosen, Hemicellulosen und Pektine (Rinninella et al., 2023). Neben den Cellulosen machen
die Hemicellulosen mit einem Anteil von 20-40 % der gesamten Pflanzenbiomasse, den
zweithdufigsten Bestandteil der pflanzlichen Zellwand aus (Chassard et al., 2007; McKendry,
2002). Unter den Hemicellulosen sind die Xylane, neben Mananen und Galactanen, die
haufigsten Vertreter (Hespell & Whitehead, 1990; Dodd & Cann, 2009; Polizeli et al., 2005).
Diese Polymere kommen sowohl in Gehdlzern wie auch in Grasern und Getreiden in groRen
Mengen vor. Anders als das homogene Polymer Cellulose, handelt es sich bei Xylan um ein
Heteropolymer. Hauptbestandteil dieses Polymers ist die Pentose Xylose, welche durch
R-1,4-Verknipfungen das Riickgrat bildet. Die Seitenketten sind zusatzlich mit Arabinose-
Resten, Acetyl-, Arabinofuranosyl-, Ferulasdure oder 4-0O-Methyl-Glucoronyl-Gruppen
substituiert (Abb. 1) (Hespell & Whitehead, 1990; Bastawde, 1992; Dodd & Cann, 2009; Flint
et al.,, 2012). Je nach Zusammensetzung oder Herkunft der Xylane unterscheidet man so

zwischen Homoxylan, Arabinoxylan, Glucuronoxylan und Arabinoglucuronoxylan (Dodd &
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Cann, 2009). Die verknipften Seitenketten machen die Xylane im Gegensatz zu den Mono- und
Disacchariden wie Lactose, Maltose und Saccharose, fiir den menschlichen Korper
unzuganglich und erreichen somit groRtenteils unverdandert den Dickdarm. Hier befinden sich
Mikroorganismen, welche auf den Abbau pflanzlicher Heteropolysaccharide spezialisiert sind
und davon bis zu 72 % verstoffwechseln konnen (Slavin et al., 1981; Dodd et al., 2011; Zhang
etal., 2014).

4-O-Methyl Glucuronsaure

HOOC
Acetat

H,;COWO CH .
How i)% 3 1: Endo-1,4-B-Xylanase
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3: Acetyl-Xylan- Esterase

OH
oL Ry :
e o ’m_ w m w 4: a-Glucuronidase
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Abbildung 1: Zusammensetzung von Xylanen und deren enzymatischer Abbau (angepasst nach Dodd
& Cann, 2009). Dargestellt ist der Abbau von Xylan mit komplex verkniipften Seitenketten bis hin zum
Monomer Xylose sowie die dafir erforderlichen Enzyme (1-6). Die Scheren zeigen die Angriffspunkte

der jeweiligen Enzyme.

Um den Abbau zu bewerkstelligen, verfligen die Bakterien neben Enzymen zur Bindung und

zum Transport von Polysacchariden auch Uber Transkriptionsregulatoren und CAZ-Enzyme
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(carbohydrate active enzymes) (Martens et al., 2011; Zhang et al., 2014). Letztere beinhalten
Glykosid-Hydrolasen (GHs), Polysaccharid-Lyasen (PLs) und Kohlenhydrat-Esterasen (CEs,
carbohydrate esterases) (Martens et al., 2011; Zhao et al., 2023). Die wichtigsten Enzyme zum
Abbau von Xylan, gehoren zu den Familien der GHs. Hierzu zahlen die Ferula-Esterase, die a-
L-Arabino-Fruranosidase, die a-Glucuronidase und die Acetyl-Xylan-Esterase zum Abspalten
der Seitenketten von Ferulasdure, Arabinose, 4-O-Methyl-Glucoronyl- und Acetyl-Gruppen
(Abb.1, 2-5). Zusatzlich spielen die Enzyme Endo-1,4-B-Xylanase und 1,4-R-Xylosidase,
ebenfalls Mitglieder der GH-Familie, eine essenzielle Rolle im Abbau des Xylan-Riickgrats.
Waiahrend die Xylanase das Riickgrat in kleinere Fragmente abbaut, setzt die Xylosidase
monomere Xylose-Einheiten an den nicht reduzierten Enden der Oligosaccharide frei (Abb.1,
1 und 6) (Dodd & Cann, 2009). Alle Gene fir die genannten Enzyme sind in so genannten
Polysaccharide utilization loci (PULs) angeordnet (Martens et al., 2011). Vor allem Vertreter
des Phylums Bacteroidota sind fiir ihre Fahigkeit zum Abbau von Xylanen bekannt (Chassard
et al., 2007; Flint et al., 2012; Schwalm & Groisman, 2017). Bei einigen von ihnen machen die
Gene zum Transport und Abbau von pflanzlichen Polysacchariden bis zu 20 % ihres Genoms

aus (Xu et al., 2003; McNulty et al., 2013; Schwalm & Groisman, 2017).

1.3 Die Familie Bacteroidaceae

Die Familie der Bacteroidaceae ist Teil der Ordnung Bacteroidales und gehoért somit zum
Phlyum der Bacteroidota, welches den groRten Anteil der humanen Intestinalmikrobiota
ausmacht (Wexler & Goodman, 2017; King et al., 2019). Innerhalb der Bacteroidaceae sind es
vor allem die Gattungen Bacteroides und Phocaeicola, die als Kommensale stark im Darm
verbreitet sind und etwa 40 % der dort vorhanden Spezies ausmachen (The Human
Microbiome Project Consortium, 2012; King et al., 2019). Zudem nehmen die Vertreter der
Familie Bacteroidaceae durch ihre Fahigkeit zum Abbau von pflanzlichen Polysacchariden eine
wichtige Rolle in der Physiologie des Menschen ein (Chassard et al., 2007; Flint et al., 2012).
Spezies der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola sind gram-negative, pleomorphe
stabchenformige und obligat anaerobe Bakterien. Innerhalb der Gattung Bacteroides sind es
vor allem B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens, die zwischen 3 und 5 % der Darmmikrobiota

ausmachen (King et al., 2019). B. xylanisolvens wurde auRerdem nach seiner Isolierung aus
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einer Stuhlprobe im Jahr 2008 die Fahigkeit zum Wachstum auf unterschiedlichen Xylanen
zugeschrieben (Chassard et al., 2008). Innerhalb der Gattung Phocaeicola kdnnen die beiden
Vertreter P. dorei und P. vulgatus, gemeinsam bis zu 30 % aller Prokaryoten im Darm

ausmachen.

1.3.1 Der Organismus P. vulgatus und seine genetischen Tools

P. vulgatus wurde zum ersten Mal im Jahre 1933 aus humanen Faeces unter dem Namen
Bacteroides vulgatus isoliert (Eggerth & Gagnon, 1933) und bereits damals als eines der am
haufigsten in Faeces vorkommen Mikroorganismen beschrieben (Eggerth & Gagnon, 1933). Im
Jahr 2019 erfolgte dann aufgrund von neuen phylogenetischen Erkenntnissen eine
Neueinordnung des Organismus in die Gattung Phocaeicola (Garcia-Lépez et al., 2019).
Frihere bioinformatische Untersuchungen haben ergeben, dass die Verstoffwechslung von
Zuckern in P. vulgatus sowohl Giber den Pentosephosphatweg (PPW) als auch Gber den Emden-
Meyerhoff-Parnas-Weg (EMP-Weg) ablaufen kann (Franke, 2020). Die aufgenommenen Zucker
werden so zu Phosphoenolpyruvat (PEP) verstoffwechselt. AnschlieBend teilt sich der zentrale
Kohlenstofffluss in P. vulgatus in einen respiratorischen und einen fermentativen Ast. Der
respiratorische Ast entspricht hierbei dem reduktiven Teil des Citratzyklus. Das auf diesem Weg
entstehende Fumarat wird als finaler Elektronenakzeptor in der Atmungskette von P. vulgatus
verwendet und das dadurch entstehende Succinat zu einem Teil freigesetzt und zum andern
Teil weiter zu dem Endprodukt Propionat verstoffwechselt. Uber den fermentativen Ast
werden ausgehend von PEP die Endprodukte Formiat, Lactat und Acetat von dem Organismus
ausgeschieden. Auf diesem Weg werden zusatzlich CO;, Reduktionsdquivalente und
Acetyl-CoA gebildet. Durch die Freisetzung der SCFA’s Acetat, Lactat, Formiat, Propionat und
Succinat spielt der Organismus nicht nur eine wichtige Rolle in der Physiologie des Menschen,
sondern bietet eine vielversprechende Aussicht auf biotechnologische Anwendungen. (Liick,
2023). Die Entwicklung genetischer Tools fiir P. vulgatus wurde ebenfalls in den letzten Jahren
stark vorangetrieben (Lick & Deppenmeier, 2022; Liick, 2023; Neff et al., 2023). Somit wurden
bereits der shuttle vector pG106 als auch der Integrationsvektor pMM656 als geeignete
Werkzeuge zur Protein-Uberproduktion und Steuerung des Kohlenstoffflusses in P. vulgatus
adaptiert (Lick & Deppenmeier, 2022). Zusatzlich wurde eine aus B. subtilis stammende

Levansucrase SacB als geeigneter Gegenselektionsmarker fir P. vulgatus identifiziert, was die
6
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Anpassung eines markerlosen Deletionssystems an den Organismus ermoglichte (Neff et al.,
2023). Mit Hilfe dieser Werkzeuge konnte der Kohlenstofffluss von P. vulgatus bereits in die
Richtung der Succinat-Produktion gelenkt und die Nebenprodukte Propionat, Formiat und

Lactat eliminiert werden (Liick, 2023).

1.4 Biotechnologische Succinat-Produktion

Succinat spielt nicht nur in biochemischen Prozessen eine wichtige Rolle, sondern findet auch
industrielle, sowie lebensmitteltechnologische Anwendungen. Als Salz der Bernsteinsdure
dient Succinat beispielsweise als Baustein zu Herstellung von Detergenzien, Kosmetika sowie
dem Kunststoff Polybutylen-Succinat (PBS) und wird zusatzlich als Lebensmittelzusatzstoff
eingesetzt (Nghiem et al., 2017; Saxena et al., 2017; Dessie et al., 2018; Kumar et al., 2020).
Damit zahlt die Verbindung zu den wichtigsten Plattformchemikalien weltweit (Werpy &
Petersen, 2004; Bozell & Petersen, 2010; Cok et al., 2014). Um den steigenden Bedarf an
Plattformchemikalien trotz der begrenzten Verfligbarkeit an fossilen Rohstoffen decken zu
kdnnen, wachst die Notwendigkeit der Entwicklung von biotechnologischen, auf erneuerbaren
Ressourcen basierenden Herstellungsmethoden (Nghiem et al., 2017; Dessie et al., 2018;

Kumar et al., 2022; Kim et al., 2023).

Demnach hat die biotechnologische Herstellung mit Hilfe von Mikroorganismen in den letzten
Jahren an Aufmerksamkeit gewonnen. Besonders gut eignen sich hierfiir anaerobe Bakterien,
welche Succinat als Endprodukt der Fumarat-Atmung bilden und somit auf natiirliche Art und
Weise Succinat freisetzen. Bisher erfolgten bereits vielversprechende Entwicklungen von
genetischen Systemen zur Optimierung der Succinat-Produktion in verschiedenen Einzellern
wie beispielsweise Escherichia coli, Basfia succinogenes, und Mannheimia succinogenes (Lee
etal., 2006; Thakker et al., 2012; Zhu et al., 2014; D’ambrosio et al., 2021). Um eine Produktion
basierend auf nachwachsenden Rohstoffen zu ermoglichen, bietet die biotechnologische
Anwendung von Vertretern der Familie Bacteroidaceae, die auf den Abbau von pflanzlichen
Polysacchariden spezialisiert sind, ein groRes Potential (Chassard et al., 2007; Flint et al., 2012).
Aus diesem Grund ist in den letzten Jahren der Organismus P. vulgatus als Mitglied der Familie
Bacteroidaceae als nattirlicher Succinat-Produzent in den Fokus der Produktions-Optimierung

gelangt, wobei die Anwendung neuer genetischer Systeme (Liick & Deppenmeier, 2022; Neff
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et al., 2023) bereits eine Steigerung der Succinat-Produktion um 95 % erreichte (Liick, 2023).
Somit bergen P. vulgatus und auch weitere Spezies der Bacteroidaceae, wie B. cellulosilyticus
und B. xylanisolvens als Xylan-Verwerter (Robert et al., 2007; Chassard et al., 2008; Zhao et al.,

2023) Potenzial zur biotechnologischen, umweltfreundlichen Succinat-Produktion.

1.5 N-Nitrosamine

N-Nitrosamine sind eine Gruppe an organischen Verbindungen, denen bereits seit 1956
mutagene Eigenschaften zugesprochen werden (Magee & Barnes, 1956). Seit der
Beschreibung der Tumorbildung in der Leber von Ratten (Magee & Barnes, 1956) wurde die
Karzinogenitdat von N-Nitrosaminen in vielen weiteren Spezies, wie unter anderem in der
Maus, in Vogeln und in Affen nachgewiesen (Bogovski & Bogovski, 1981; Tricker & Preussmann,

1991).

Durch ihr ubiquitdares Vorkommen unter anderem in Lebensmitteln (Tricker & Preussmann,
1991; Park et al., 2015), chlorhaltigem Wasser (Nawrocki & Andrzejewski, 2011; Nanda et al.,
2021) und Tabak-Produkten (Brunnemann & Hoffmann, 1991) sind Nitrosamine in den letzten
Jahren zunehmend in den Fokus der Forschung gerlickt. Zusatzlich hat der Rickruf des
Arzneimittels Valsartan aufgrund einer Kontamination mit N-Nitrosodimethylamin (NDMA) im
Juli 2018 die Aufmerksamkeit auf mogliche N-Nitrosamin-Kontaminationen in pharmazeutisch
aktiven Substanzen (API) stark erhoht (Parr & Joseph, 2019; Tuesuwan & Vongsutilers, 2021).
Neben der Aufnahme von Nitrosaminen aus der Umwelt, konnen diese aber auch endogen im

Menschen gebildet werden (Lundberg et al., 2004).

Die Entstehung der Nitrosamine erfolgt zum gréRten Teil unter sauren oder oxidativen
Bedingungen aus der Reaktion von sekunddren Aminen mit einer reaktiven Stickstoffspezies
wie Distickstofftrioxid (N2O3) oder einem Nitrosiumion (NO*), welche sich in den meisten Fallen

von Nitrit (NOy) ableiten (Abb. 2) (Anselme, 1979; Lundberg et al., 2004; Nanda et al., 2021).
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\NH + NO, N—N// +H,0
/ 2 / ?

Abbildung 2: Entstehung von N-Nitrosaminen aus sekunddren Aminen und Nitrit. Sekunddre Amine
reagieren unter sauren oder oxidativen Bedingungen mit Nitrit und bilden so N-Nitrosamine. NO;:
Nitrit; R: Alkyl-Reste

Die endogene Generierung von N-Nitrosaminen findet hierbei hauptsachlich im Magen, bei
saurem pH-Wert statt (Correa, 1992; Vermeer et al., 2001). Zusatzlich gibt es Hinweise darauf,
dass Enterobakterien als Teil der Intestinalmikrobiota, an der Entstehung von N-Nitrosaminen

beteiligt sein konnten, (Calmels et al., 1987; O’Donnell et al., 1988; Ralt et al., 1988).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Infolge des fortschreitenden Klimawandels ist in den vergangenen Jahren die Nachfrage fiir
umweltfreundliche industrielle Produktionsverfahren gestiegen. Unter anderem gewann so
die biotechnologische und nachhaltige Herstellung von Plattformchemikalien wie Succinat
immer mehr an Bedeutung. Besonders interessant sind hierflir Spezies der Familie
Bacteriodaceae, die durch den Abbau von komplexen pflanzlichen Polysacchariden bereits auf
natiirliche Weise Succinat freisetzen. Die Anpassung und Optimierung genetischer Tools haben
in den letzten Jahren erméglicht den Kohlenstofffluss von P. vulgatus in Richtung Succinat-
Produktion zu lenken und somit den Organismus in den Fokus der Forschung zu riicken (Lick
& Deppenmeier, 2022; Liick, 2023; Neff et al., 2023). Basierend auf einer bereits in Vorarbeit
erstellten Dreifach-Deletionsmutante von P. vulgatus (Liick, 2023) war ein Ziel dieser Arbeit,
die weitere Optimierung des Succinat-Ertrags durch zielgerichtete Manipulation und Kontrolle
des Stoffwechselweges. Zusétzlich sollten im Rahmen dieser Arbeit weitere Xylanverwerter
der Familie Bacteroidaceae identifiziert und deren Eignung zur biotechnologischen Succinat-

Produktion durch die Anpassung der genetischen Tools Uberprift werden.
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Die Freisetzung von Stoffwechselend-Produkten sowie Abbau-Produkten durch Bakterien
spielt jedoch nicht nur aus industrieller Sicht, sondern auch in Bezug auf die menschliche
Gesundheit eine entscheidende Rolle. Wahrend der humanen Intestinalmikrobiota eine
Vielzahl an positiven Effekten hinsichtlich der Wechselwirkung mit ihrem Wirtsorganismus
zugesprochen werden, gibt es auch einige Studien Uber deren potenzielle negativen
Auswirkungen. So regte in den 1980er und 1990er Jahren vor allem die Bildung von
kanzerogenen N-Nitrosaminen durch Vertreter der humanen Intestinalmikrobiota fir
Aufsehen. Allerdings fokussierten sich die Studien hierbei hauptsachlich auf Spezies der
Enterobacteriaceae. Dementsprechend war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Untersuchung
der Bildung wvon N-Nitroso-Verbindungen ausgehend von aktiven pharmazeutischen
Wirkstoffen (API) mit sekunddaren Amin-Gruppen durch verschiedene Vertreter der
menschlichen Darmmikrobiota. Diese Untersuchungen waren Teil der Studie Endogenous
formation of nitrosamines from drug substances (GITox) der European medicines agency (EMA)
und wurden in Zusammenarbeit mit dem Frauenhofer Institut flir Toxikologie und
Experimentelle Medizin (ITEM) und dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte

(BfArM) durchgefiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und weitere Materialien

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und
Reagenzien von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Fluka (Sigma Aldrich,
Minchen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland) oder VWR (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die Chemikalien entsprachen

mindestens der Qualitatsstufe pro analysis (p.a.).

2.1.2 Gase

Die verwendeten Gase CO; (99,9 %), N2 (99,9 %) H2 (99,9 %) und Ar (99,9 %) wurden im
technischen Reinheitsgrad von der Firma Air Liquide (Dusseldorf, Deutschland) bezogen. Zur
anaeroben Begasung wurden die Gase N und CO; Uber eine Gasmischanlage in einem

Mischungsverhaltnis von 80 % N : 20 % CO, verwendet.

2.1.3 Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sowie deren Bezugsquelle sind in Tabelle 1

aufgelistet.

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- Kolonie-PCR New England Biolabs

Polymerase (Frankfurt am Main,
Deutschland)

DNAse | Verdau von DNA Thermo Fisher Scientific

(Schwerte, Deutschland)
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Dpnl-Restriktions- Entfernen von methylierter New England Biolabs

Endonuklease DNA (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Lsysozym from chicken egg Zelllyse Sigma Aldrich
(Minchen, Deutschland)

Bsal Restriktionsverdau New England Biolabs

(Frankfurt am Main,
Deutschland)

2.1.4 Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika dienten als Selektionsmarker bei Klonierungen,
zur Gewahrleistung der Reinheit von Kulturen und zur Erstellung eines Antibiogrammes. Die
Namen der Antibiotika, sowie deren entsprechenden Konzentrationen und Lésungsmittel

sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Losungsmittel Endkonzentration (ug/ml)
Erythromycin 100 100 % Ethanol 100
Erythromycin 200 100 % Ethanol 200
Carbenicillin 100 50 % Ethanol 100
Carbenicillin 200 50 % Ethanol 200
Gentamycin 200 rH,O 200
Gentamycin 300 rH,0O 300
Tetrazyklin 10 70 % Ethanol 10
Tetrazyklin 20 70 % Ethanol 20

2.1.5 Pharmazeutisch aktive Wirkstoffe (API)

Zur Untersuchung der Nitrosierung von aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (API) durch
Darmbakterien, wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten APIs in ihrer jeweiligen Tageshochstdosis
eingesetzt. Diese Informationen wurden von den nationalen Experten im Rahmen des EMA-
Projektes mitgeteilt. Die Chemikalien wurden vom Bundesinstitut fir Arzneimittel und

Medizinprodukte (BfArM) zur Verfligung gestellt.
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Tabelle 3: Verwendete APIs

Name (API) Tageshochst-dosis Konzentration im Versuchsansatz?
[mg/L]
Enalapril 20 mg 40
Fluoxetin 60 mg 120
Methylphenidat 60 mg 120
Metoprolol 100 mg 200
Propranolol 160 mg 320

a) Konzentration berechnet anhand der Tageshochstdosis und ausgehend von einem

Magenvolumen nach Nahrungsaufnahme von 0,5 L (Shiller et al. 2005; Perlas et al. 2009; Kim

et al. 2020)

2.1.6 Kits

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Kits

Kit Verwendung Hersteller
Monarch® PCR & DNA Aufreinigung von DNA- New England Biolabs
Cleanup Kit Fragmenten (Frankfurt am Main,

Monarch® Total RNA
Miniprep Kit

Monarch® Plasmid
Miniprep Kit

NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Master Mixes

Luna® Universal gPCR
Master Mix

Luna® Universal One-Step
RT-qPCR Kit

Nano-Glo® Luciferase Assay
System

Aufreinigung von RNA

Aufreinigung von Plasmiden

Gezielte Klonierung von
Fragmenten

Quantitative Echtzeit-
Bestimmung von PCR-Produkten

Umschreibung von RNA in cDNA
und quantitative Echtzeit-
Bestimmung von PCR-Produkten

Biolumieszenz Messung zum
Nachweis des funktionsfahigen
Rhamnosepromotors
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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)

Promega (Madison,
USA)
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NEB® Instant Sticky-end
Ligase Master mix

Ligation von DNA-Fragmenten New England Biolabs
(Frankfurt am Main,
Deutschland)

2.1.7 DNA-und Protein-Marker

Zur Bestimmung der GrofSe von DNA-Fragmenten in der Agarose-Gelelektrophorese wurde die

1 kb DNA-Ladder der Firma New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)

verwendet. In Protein-Gelelektrophoresen erfolgte die Bestimmung der FragmentgroRen

mithilfe des Markers , PageRuler Prestained Protein Ladder” von Thermo Fisher Scientific

(Schwerte, Deutschland).

2.1.8 Software und Datenbanken

Die in dieser Arbeit verwendeten Softwares und Datenbanken sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Software und Datenbanken

Name

Verwendung

Microsoft Office 365

Clustal Q

NEBuilder Assembly Tool

NEBiocalculator

KEGG

NCBI BLAST

Snapgene 1.1.3

SciDavis

Tabellenkalkulation, Textverarbeitung, Erstellung von
Abbildungen

Multisequenz-Alignment

Generierung spezifischer Primer flir Klonierungen mithilfe
des NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mixes

DNA-Konzentrationsbestimmung der  DNA-Fragmente,
welche fir die Assemblierung eingesetzt wurden

Informationen zu Nukleotidsequenzen und Proteinen,
Analyse von Stoffwechsel-Prozessen

Vergleich von DNA- und Aminosduresequenzen

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

Erstellung von Funktionsgleichungen
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GraphPad Prism 8.0 Erstellung von Graphen, Analyse, Berechnung der IC50 und
Signifikanzberechnung (two way anova und one sample t-
test)

Primer 3 Erstellung von Oligonukleotiden fur (RT-)gPCR

Magellan 6 Steuerung des Tecan Plattenlesegerates

Zotero 7.0.11 Literaturverwaltung und Zitationsmanagement

2.1.9 Dienstleistungen

2.1.9.1 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten zur Verifizierung von generierten Plasmiden sowie
genetischen Modifikationen in den Zielorganismen erfolgte durch die Firma Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland). Hierflir wurden die entsprechenden Fragmente nach der PCR mit
Hilfe des Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 4) aufgereinigt und anschlieRend 5 ul der
DNA mit 5 pul eines geeigneten Sequenzierungs-Primers (10 pmol pl) versetzt. Die Auswertung

der Sequenzdateien erfolgte unter der Verwendung des Programmes Snapgene 1.1.3 (Tab. 5).

2.1.9.2 Untersuchung von N-Nitroso-Verbindungen

Die Untersuchung der Inkubationsansatze von Darmorganismen mit verschiedenen API auf
N-Nitroso-Verbindungen erfolgte mittels LCMS (liquid chromatographie/ mass spectrometrie)
am BfArm (Bonn, Deutschland) durch Herrn Dr. Matthias Vogel. Hierfiir wurden die Proben
nach der 24-stiindigen Inkubationszeit in eine 96-Well-Platte Uberfihrt, 1:1 mit Acetonitril
versetzt, und bis zur Ubergabe bei -20°C gelagert. Nach dem Erhalt der Signalstirken der
einzelnen Proben sowie der Kontrollansatze in einer Excel-Datei, wurden diese zur Auswertung

untereinander verglichen.
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2.2 Organismen, Oligonukleotide und Vektoren

2.2.1 Organismen

Alle, in dieser Arbeit verwendeten, Organismen sind in Tabelle 6 beschrieben.

Tabelle 6: Verwendete Organismen

Organismus

Genotyp

Quelle

Escherichia coli NEB®5-alpha

Escherichia coli 10

E. coli R 2155

Phocaeicola vulgatus DSM
1447

Phocaeicola vulgatus A0309-
0310 A2499 N2880
(Bezeichnet als P. vulgatus
3xKO)

Bacetroides cellulosilyticus
DSM 14838

Bacetroides intestinalis DSM
17393

Bacetroides xylanisolvens
DSM 18836

Bacetroides graminisolvens
DSM 19988

Phocaeicola dorei DSM 17855

fhuA2 A(argF-lacZ) U169 phoA
ginVa44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA
AlacX74 galK16 galE15

eld4- ¢p80dlacZAM15 recAl relAl
endAl nupG rpsl (Strf) roh spoT1
A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

thrB1004 pro thi strA hsdsS lacZD
M15 (F' lacZAM15 laclq traD36
proAB+) AdapA::erm(EryR)
pir::RP4 [::kan (KanR) aus SM10]

WT

Abvu_0309-0310 Abvu_2499
Abvu_2880

WT

WT

WT

WT

WT

16

New England Biolabs
(Ipswich, USA)

New England Biolabs
(Ipswich, USA)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

Liick, 2023; Gindt et al.,
2024

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)
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Escherichia coli MC4100
(bezeichnet als E. coli)

Agathobacter rectalis DSM
17629

Faecalibacterium prausnitzii
DSM 17677

Hominimerdicola aceti
DSM 102216

Roseburia intestinalis DSM
14610

Bifidobacterium longum
infantis DSM 20088
(Bezeichnet als B. longum)

Akkermansia muciniphila
DSM 22959

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

DSMZ (Braunschweig,
Germany)

2.2.2 Oligonukleotide

Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer wurden handisch, mit
Hilfe des NEBuilder Assembly Tool (New England Biolabs) oder mit Hilfe des Programms
Primer 3 erstellt. Die Synthese der Primer erfolgte durch Eurofins Genomics (Ebersberg,
Deutschland). Die Sequenzen der Primer, die fir Klonierungen, Kolonie-PCR, RT-gPCR oder

Sequenzierungen in dieser Arbeit eingesetzt wurden, sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Sequenzen aller verwendeten Oligonukleotide.

Primer Sequenz (5 -> 3)

pgl06 screening fw CGATCGGTGCGGGCCTCTTC

pgl06 screening rev AGTTAGCTCACTCATTAGGC

gPCR_0309_fw ACTCCGGACGACTTCTCTGA
gPCR_0309_rev GACTGCTTCCAGCATTCCTC

gPCR_Idh_fw TTACGGTGGCGTTGATGTTA

gPCR_Idh_rev TGTTCACGGGCAAAATTGTA

gPCR_2880_fw GAACGTGCCAATAACGGAGT
gPCR_2880_rev ATGGCAGGCTTTTTCTACGA

Pgl106_bb _fw AATAGCATGCAAGCTTGG

Pgl06_bb_rev AATTGTTTTTCCATTTATAGTTCATATAAATAAC
BVU_2796_fw CTATAAATGGAAAAACAATTATGAGTTTACCACATAGTTTATTTTT

G
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BVU 2796 rev

Scr_TKT_fw
scr_TKT_rev

Scr G6PDH fw

Scr G6PDH rev

BB pG106 fw

BB pG106 rev
AS_G6PDH fw
AS_G6PDH rev
pMM656_Ko_BB_fw
pMMG656_Ko_BB_rev
up_3787_fwd_neu
up_3787 _rev_neu
down_3787_fwd_neu
down_3787_rev_neu
pMM656sacB seq_fw
pMM656sacB seq_rev
scr-pMM656_up_fw
scr-pMM656-down_rev
gPCR_BVU0876_for
gqPCR_BVUO0876_rev
scr_KO_BVUO0876_for
Scr_KO_BVUO0876_rev
pASK for

pASK rev
PASK5 Bvu_ 3358 fw
PASK5 Bvu_ 3358 rev
up_3787_fwd_neu
up_3787_rev_neu
down 3787 _fwd_neu
down 3787 _rev_neu
seq delta3787 neu fw
seq delta3787 neu rev
bvu 0523 up fw_fwd

bvu 0523 up fw_rev
bvu 0524 down _fwd
bvu 0524 down_rev
gPCR_BVU_0523 fw
qPCR_BVU_0523 rev
Operon_up_fw

CGCCAAGCTTGCATGCTATTTTACAATTTACAGTATAAATTGGAAT
G

TGCGTAAGGAGAAAATACCG

GTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
TGTCATTGAAATGCTGTCTAAGG
GATCTATGTAGAATACAATGGCGA
TCAAAACGAAAAACAGAAATAGAG

GGCGCTACTTAGTAGCTC
TAGAGCTACTAAGTAGCGCCTAACGTTTGCAGAATTGTC
ATTTCTGTTTTTCGTTTTGATTACAATTTACAGTATAAATTGGAATG
AGTTCGAGAGCCTGTCTC

GGAGGGGAATTCCCATGTC
TGACATGGGAATTCCCCTCCATATACGTTAGTGGAGTTTG
CATATATACTAACAATTACTAATTATTAGGTAATAAAATCTATTC
TAGTAATTGTTAGTATATATGAGGTCACCC
GAGAGACAGGCTCTCGAACTGGCATAATAATGACGTTTG
GAGAGCCTGTCTCTCCGCAA

ACGGCTAAAAACAATAGGCC
ATCAGCAACTTAAATAGCCTCTAAG
CAATGAAACCTATCCACTCTTGTAT
CGGTGATTGTTGCTACCCAG

GCAATCTTGGCCATCGTCTT

GATAAGCATCTACCGTATTGTCA
GTGTTATCGGCAATGATGTATC

GAGTTATTTTACCACTCCCT

CGCAGTAGCGGTAAACG
ATGGTAGGTCTCAGCGCCGATAAAAAAAGAGTTTACACCTTTGG
ATGGTAGGTCTCATATCATTCCTCAACGGCGGCCTGAGC
TGACATGGGAATTCCCCTCCATATACGTTAGTGGAGTTTG
CATATATACTAACAATTACTAATTATTAGGTAATAAAATCTATTC
TAGTAATTGTTAGTATATATGAGGTCACCC
GAGAGACAGGCTCTCGAACTGGCATAATAATGACGTTTG
GATCACTCATGTCTGTTCATCAAC
GTCATTATACATATCCTTTTCTTTCAATGT
TGACATGGGAATTCCCCTCCACCACCACAACAGCGGCC
AACAATAAAAGATAATATATTAATTATGTACGTTCTAAAGACGAGT
GTTG
TAATATATTATCTTTTATTGTTTGGTTAAATATATAAATTATAGAAG
GAGAGACAGGCTCTCGAACTAGTGAAGAAGCTAAATTGG
GCAGTTTGTACCGCTCAGAC

CTGCAATTTCTGATCCCGGG
TGACATGGGAATTCCCCTCCTCCTGCAAAATCCTCTCC
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Operon_up_rev
Operon_down _fw
Operon_down_rev
0595/0596_down_fw
0595/0596_down_rev
gPCR 0595 fw

gPCR 0595 rev

gPCR 0596 fw

gPCR 0596 rev

gPCR 0597 fw

gPCR 0597 rev

scr delta Op fw

scr delta Op rev
pMM656bb_fwd
pMM656bb_rev
TetQ_pMM656_fwd
TetQ_pMM656_rev

Scr_pMM®656_TetQ_fw
Scr_pMM®656_TetQ_rev
screen_pMM®656 _fw
screen_pMMG656 _rev
Bac_16S2_for
Bac_16S2 rev
656_TetQ_BB_RP fw
656_TetQ_BB_RP rev
BVU_3787 fw
BVU_3787 rev

scr 656_tetQ_BVU3787 fw
scr 656_tetQ_BVU3787 rev

attB for
seq_delta3787_fw
seq_delta3787_rev
gPCR_0523 fw
gPCR_0523 rev
qPCR_0524 fw
gqPCR_0524 rev
Seq Rham Fw

Seq Rham Rev
BcellWH2_04704
BcellWH2_04746
Bxy_ 12020 up_fwd

AGTAATTCTTGCCTTTATTTTTGATTTTAAGGAATTAATAG
AAATAAAGGCAAGAATTACTATATTTGTAGCATACTG
GAGAGACAGGCTCTCGAACTGTACGCGATTTATCTTTTG
AAATAAAGGCTCAATATCCAACTACAAGATTG
GAGAGACAGGCTCTCGAACTACGTTACTGAAAGTAACATTC
ACCAACCAACCTGTACCACA
CACTGGGACCTGCTATGACA
CGAACTGATGCTGCACGTAA
CAGTTTGGCAATCGGTTCCA
CCTACTGGCAGGTGTGATGA
GTTGCAGACAGTAAACCGCA
ATTTCCGTTCATACTGGCTG
TTGTGAGACAGGGCAATCAG
TATAACCTCTCCTTAATTTATTGC
TGTATCGCTATTTAATAGTTATAAAATATTTAAC
AACTATTAAATAGCGATACATTATTTTGATGACATTGATTTTTGG
TAAATTAAGGAGAGGTTATAATGAATATTATAAATTTAGGAATTCT
TGC

GGACTTTACATCGTCCTGAAAG
GAAACACATAGAAAGTTGCTGATAT
ACACTTAACGCTGACATGG
CACTGGAAGATAGGCAATTAG
TCAGYTGTGAAAGTTTGSGG
GTRTATCGCMAACAGCGAGTAT
TGAACTGCACTTGCTTTG
GGTATTTTGTCTATATATTTAAGGTATC
AAATATATAGACAAAATACCATGACTAAACAAAAAAAATTCATCAC
ATCAAAGCAAGTGCAGTTCATTATTCACCCCAATTCATTG
CAGCAACTTAAATAGCCTCTAAGGT
TGATGGATTCATACAAGCGGTC
CGTTGTACTGCGAGGTACC
TACATTAAGTATCTGGCAGATGCG
CTGTTGGTCGGTCATTATCAGTA
GCAGTTTGTACCGCTCAGAC
CTGCAATTTCTGATCCCGGG

TTTCTGCCATTCTGCCCAAC

CGCCAAGGAATTCGCATACA
ATCAATTCCGTGATAGGTGG
CAGCAGCCATATCCATAACTT
ATGCGTACAAATTCAGTCACGAGG
GATTATTTCAGGCATAGGGCTGCG
TGACATGGGAATTCCCCTCCTGACGAATACGGGAACAAAC
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Bxy 12020 up_rev

Bxy_12030_down_fwd
Bxy_12030_down_rev
scr_Bxy 12020 up_rev

CAGAATTTCCAGTTTATCTAAAATTAAAACAAGATTAATATTGTC
TAGATAAACTGGAAATTCTGATGGATGAAG
GAGAGACAGGCTCTCGAACTGTAGAAAATGAATCCGCC
GCATCTTCCTCCGATTTAGTC

scr_Bxy 12030 down_fw GCTGGAGTCCCACAATAAA
gPCR_bvu2317_for AAGGCATCAGCATGACATTG
gPCR_bvu_2317_rev CTTTTCAATGCGCTTTTGGT
gPCR_bvu0050_for GATAAAGGATGCCGGAATGA
gPCR_bvu0050_rev CCTGCGAACCTGTATTCGTT
gPCR_bvu2318 for TGCTGTTACCAGCGAAGATG
gPCR_bvu2318_rev AACTGGAATCATCCGCTTTG
gPCR_bvu4109_for AGAAACCGCCTTAGCTTTCC
gPCR_bvu4109_rev AACGACCGCCTACATTATCG
gPCR_bvu2796_for GGCGATGTGTCTGTATGTGG
gPCR_bvu2796_rev ATGGCTATGCGCTGAAGAAT
gPCR_bvu2795_for GGCAAAAGCTGAGGATGGTA
gPCR_bvu2795_rev CAGACGTCCTTTGTCCCATT
gPCR_bvu3333_for ATTGCCACCAATTACGAAGG
gPCR_bvu3333_rev GCCGACAAACGGAGATACAT

gPCR_I23_for
gPCR_I23_rev

TCGATTCGGCTTTATTGTACG
CGCCTTCTTTCAATGTTACGA

2.2.3 Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Vektoren sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Vektoren

Vektor

Beschreibung

Quelle

pMM656

pMMG656_IdhnP_sacB

pMM656_ A0876

Rhamnose-induzierbare nanoluc
Expression, pNBU2-Riickgrat,
AmpR, EryR

Derivat von pMMG656, mit 257 bp
der 5-UTR des Gens bvu2499 und
Sequenz des Gens sacB aus B.
subtilis

Derivat von pMM656 mit sacB und

1000 bp up- und downstream des
Gens bvu_0876
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pMM656_A3787

pMM656_A0523-0524

pMM656_A0595-0596

pMM656_A0595-0597

pMMG656_TetQ nanoluc

pMM656_RP_3787

pMM®656 mit A12020-12030

pG108

pG106

pG106_p2499_tkt

pG106_p2499 g6pdh

pG106_tkt gbpdh

Derivat von pMM656 mit sacB und
1000 bp up- und downstream des
Gens bvu_3787

Derivat von pMM656 mit sacB und
1000 bp upstream des Gens
bvu_0523 und 1000 BP
downstream des Gens bvu_0524

Derivat von pMM656 mit sacB und
1000 bp upstream des Gens
bvu_0595 und 1000 BP
downstream des Gens bvu_0596

Derivat von pMM656 mit sacB und
1000 bp upstream des Gens
bvu_0595 und 1000 BP
downstream des Gens bvu_0597

Derivat von pMM®656, AmpR, TetQ

Derivat von
pMMG656_TetQ_nanoluc mit dem
Sequenz des Gens bvu_3787

Derivat von pMM656 mit sacB und
1000 bp upstream des Gens
bxy_12020 und 1000 BP
downstream des Gens bxy_12030

ErmAM, TetQ, origin of replication
flr Bacteroides spp.

ErmAM, ErmF, origin of replication
flr Bacteroides spp

Derivat von pG106, mit 5-UTR des
Gens bvu2499

und Sequenz des Gens

bvu_2318

Derivat von pG106, mit 5-UTR des
Gens bvu2499

und Sequenz des Gens

bvu_2796

Derivat von pG106_p2499 tkt, mit
zusatzlicher 5-UTR des Gens
bvu2499 und Sequenz des Gens
bvu_2796
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Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Jones et al., 2020

Jones et al., 2020

Lick, 2023; Gindt et al.,
2024

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pASK5 Induzierbarer Tet-Promotor, IBA (Gottingen,
AmpR, N-terminales Strep-tag Deutschland)
pASK5_Bvu_3358 Derivat von pASK5, mit Sequenz Diese Arbeit

des Gens bvu_3358

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Medien und Kultivierung von E.coli

Die aufgefiihrten Medien wurden vor Verwendung zur Sterilisation fir 20 min bei 121°C
autoklaviert. Zur Herstellung von Agarplatten wurde vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar
zu dem jeweiligen Medium hinzugefligt. Fir die kultivierung von E. coli 2155 wurden dem
Medium und den Agarplatten, nach ausreichender Abkiihlung, 0,3 mM DAP zugesetzt. Je nach
Bedarf wurden dem Medium und den Agarplatten zuséatzlich Antibiotika zugesetzt. Die
Kultivierung aller E. coli Stamme erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37°C und 180 rpm in
LB (Lysogeny-Broth) -Medium. Zur aeroben heterologe Uberproduktion von Proteinen in E. coli
wurde das nach Mott et al. (1985) modifizierte Maximal induction-Medium (MI-Medium)
verwendet. Dem autoklavierten Basis-Medium wurden M9-Salze in einfacher

Endkonzentration hinzugefiigt.

LB-Medium (Lysogeny-Broth)

Substanz Menge
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g

NacCl 5g

dH,0 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
dH20 ad 950 ml
20x M9-Salze
Substanz Menge
Na;HPO4 x 2 H,0 120¢g
KH2PO4 60 g
NacCl 10g
NH4CI 20g
dH.0 ad 1000 ml

2.3.2 Medien und Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen

Zur Anzucht von P. vulgatus sowie den restlichen anaeroben Organismen wurde PY-, BHI-,
DMM- oder Shime®-Medium verwendet. Die Kultivierung erfolgte unter anaeroben
Bedingungen ohne schiitteln bei 37°C in 100 ml Serumflaschen bei einem Kulturvolumen von
50 ml. Nach der Erstellung der Medien in dH.O wurde der Sauerstoffindikator Resazurin
zugesetzt (Img/ml). Dieser, in Gegenwart von Sauerstoff, blauer Indikator (Reszurin), wechselt
unter reduktiven Bedingungen die Farbe zu Pink (Resofurin) und wird letztendlich farblos
(Dehydroresofurin). Als ndachstes wurde der pH-Wert der jeweiligen Medien mit KOH auf pH 8
eingestellt. AnschlieRend wurden die Medien zur Anaerobisierung erst 10 min mit N2 und dann
bis zum Erreichen von pH7 (durch die Ansduerung mit CO;) mit einem N/CO; Gemisch
(80%/20%, v/v) begast. Um die anaeroben Bedingungen zu gewihrleisten, wurden die
Serumflaschen nach dem Begasen mit einem Butyl-Gummistopfen und einer Metallkrampe
abgedichtet. Zur Sterilisation der Medien wurde diese fiir 20 min bei 121°C autoklaviert. Vor
der Inokulation wurden die Medien mit 1 ml/L Hamin (0,5 mg/L), 1 ml/L Wolin (0,4% v/v)
(Wolin et al., 1963) und 0,2 ml/L Vitamin K1 (1 pl/L) versetzt. Zusatzlich wurden 2ml/L L-Cystein
(12,5 g/50ml) als Reduktionsmittel fiir den Restsauerstoff verwendet. Dem DMM-Medium
wurde schlieBlich Glukose oder Xylose in der gewlinschten Konzentration als Substrat sowie
1ml/L Butyrat (2M) beigefiigt. Zum GieRen von anaeroben Agarplatten wurden diese entweder

analog zu den Medien begast und unter dem anaeroben Zelt gegossen oder die Platten wurden
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unter aeroben Bedingungen unter der Sterilbank vorbereitet und (iber Nacht im anaeroben

Zelt anaerobisiert.

BHI-Medium (Brain heart Infusion broth)

Substanz Menge
Brain-Heart Infusion Broth 37¢g
dH,0 ad 1000 ml

PY-Medium (Modifiziert nach DSMZ Nr. 104) + Py Salze

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

KH2P04 2 g
PY-Salzlésung 40 ml
dH20 ad 1000 ml

PY-Salzl6sung

Substanz Menge

CaCl; x 2H,0 0,25¢g

MgSO4 x 7H.0 05g

K2HPO4 1lg

KH2PO4 1lg

NaHCOs 10g

NacCl 2g

dH,0 ad 1000 ml
DMM-Medium

Substanz Menge

NaHCO3 4g

KH2PO4 1,7g

K2HPO4 2,28

NacCl 09¢g

MgCl, x 6H20 01lg

CaCl; x 2H.0 26 mg

NH4Cl, 0,75 ¢

FeSos-Losung 1ml

SL-6-Losung 2 ml

dH,0 ad 1000 ml
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SL6-Losung

Substanz Menge
ZnS04 x 7H,0 0lg
MnCl; x 4H,0 30 mg
H3BO3 03g
CoCl>x 6H,0 02g

CuCl; x 2 H,0 10 mg
NiCl, x 6H,0 20 mg
NaxMoOs x 2H,0 30 mg
dH,0 ad 1000 ml

10 x Wolin (sterilfiltriert) (Wolin et al., 1963)

Substanz Menge
Biotin 20 mg
Folsaure 20 mg
Pyridoxin x HCI 100 mg
Thiamin x HCI 50 mg
Na-Riboflavin 50 mg
Nicotinsaure 50 mg
Ca-Pantothenat 50 mg
Vitamin B12 1mg
p-Aminobenzoat 50 mg
a-Liponsaure 50 mg
dH20 ad 1000 ml
Hamin-Losung (sterilfiltriert)
Substanz Menge
Hamin 50 mg
1 M NaOH 1ml
dH20 ad 100 ml
Vitamin K1-Losung (sterilfiltriert)
Substanz Menge
Vitamin K1 0,1 ml
96 % Ethanol ad 20 ml
FeSO4-Losung
Substanz Menge
FeSO4 x 7 H20 278 mg
HCI (konzentriert) 2 Tropfen
dH,0 ad 1000 ml
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Cystein
Substanz Menge
L-Cystein 12,5¢
dH20 ad 50 ml

Shime®-Medium
Substanz Menge
Xylan aus Haferspelz lg
Glucose (separate autoklaviert) 1.8g
Hefeextrakt 03g
Losliche Starke aus Mais 03g
Pepton aus Fleisch 03g
Mucin (75-95 % aus lg
Schweinemagenschleimhaut)
Pektin aus Apfeln 1lg
NaHCOs 25¢g
NacCl 2g
KoHPO4 74¢
KH2PO4 58¢g
NH4Cl lg
Shime® Salze 1 ml
H2O0dest Ad 1000 ml

Shime®-Salze
Substanz Menge
KoHPO4 56g
KH2PO4 44 g
NaHCOs 25¢g
NacCl 20¢g
NH4Cl 10g
CaCl, 80 mg
MgSO4 x 7H,0 80 mg
dH,0 ad 1000 ml

2.3.2.1 Kultivierung von P. vulgatus im anaeroben Kleinfermenter

Zur Durchfihrung einer Fed-Batch Fermentation von P. vulgatus im Kleinfermenter wurde ein
benchtop Bioreaktorsystem von DASGIP® (Jilich, Deutschland) verwendet. Zur Gewahrleistung
der anaeroben Bedingungen, wurde dieser nach der Sterilisation ins anaerobe Zelt

eingeschleust und (iber einen Sterilfilter der Luftaustausch garantiert. Als Wachstumsmedium
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dienten 500 ml DMMX und eine Ausgangskonzentration von 36 mM Xylose. Das Medium
wurde mit einer Vorkultur zu einer Start-OD von 0,5 angeimpft. Ein Magnetriihrer diente dem
Mischen der Bakterien bei 100 rom und Uber eine Heitz-Manschette wurde die Inkubation bei
37°C gewishrleistet. Zur Uberwachung des pH-Wertes wurde eine pH-Sonde angebracht. Um
die Ansduerung des Mediums, durch die wahrend der Kultivierung von den Bakterien
produzierten kurzkettigen Fettsdauren zu verhindern, und den pH-Wert bei 7 aufrecht zu halten,
wurde mit Hilfe einer an die pH-Sonde gekoppelten, vollautomatischen Pumpe und KOH (2 M)
gegentitriert. Bei Bedarf wurde mit Xylose und Spurenelementen nachgefittert. Die Entnahme
der Kultur zur Bestimmung des Zellwachstums und der Bildung von Endprodukten, sowie zur

Uberwachung des Xyloseverbrauchs erfolgte mit Hilfe einer Spritze (1 ml).

2.3.3 Stammerhaltung der verwendeten Mikroorganismen

Die kurzfristige Lagerung aller verwendeter Stamme erfolgte in FlUssigkultur bei 4 °C. Fir die
langfristige Lagerung wurden die verwendeten Mikroorganismen bei -70 °C kryokonserviert.
Im Falle der E. coli Stimme wurden hierfiir 800 pl einer auf LB gewachsenen Ubernachtkultur
mit 200 ul sterilem Gylcerol (100 %) in 1,5 ml Kryoréhrchen versetzt. Zur Reaktivierung der
Kulturen wurde unter der Sterilbank mit Hilfe einer sterilen Impfése etwas Material fir die
Inokulation eines Kulturmediums aus dem Kryogefdall entnommen. Die langfristige
Konservierung der anaeroben Stamme erfolgte in 10 ml Serumflaschen mit Butyl-
Gummistopfen. Hierfiir wurde eine Ubernachtkultur 1:1 mit 2 ml sterilem, anaerobem 50 %-
Glycerol vermischt. Zur Reaktivierung der anaeroben Kulturen wurden diese auf Eis und unter
steriler N>-Begasung so lange angetaut, bis einige Tropfen der Kryokultur fiir eine Inokulation

entnommen werden konnten.

2.3.4 Messung der optischen Dichte und Bestimmung der

Wachstumsparameter

Zur Quantifizierung des Wachstums bakterieller Zellsuspensionen wurde die optische Dichte
der Kulturen bei einer Wellenldange von 600 nm (ODegoo) bestimmt. Ab einer ODggo von 0,3
wurden die Proben mit Medium verdiinnt, um den Effekt der Mehrfachstreuung zu verhindern.

Zur Bestimmung des Leerwertes wurde das entsprechende Medium verwendet. Da sich die
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anaerobisierten Kulturmedien aufgrund des beinhalteten Redoxindikators Resazurin bei
Sauerstoffkontakt verfarben, wurde vor der Messung jeweils mit einer Pipettenspitze ein
wenig Natriumdithionit zugegeben. Dies ist ein starkes Reduktionsmittel und verhindert somit

den Farbumschlag des Redoxindikators.

Die kontinuierliche Analyse des Wachstumsverhaltens von Mikroorganismen zur Erstellung
von Wachstumskurven erfolgte in einem Plattenlesegerat (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf,
Schweiz) welches sich in einer anaeroben Kammer befand. Die Kultivierung erfolgte in 600 pl
in einer 48-Well Platte bei 37°C. Die Messung der optischen Dichte erfolgte alle 20 Minuten
nachdem die Platte flir 30 Sekunden bei 250 rpm geschiittelt wurde.

Zur Bestimmung der Wachstumsrate p und der Verdopplunszeit td wurde die optische Dichte
logarithmisch gegen die Zeit aufgetragen, wodurch sich die exponentielle Wachstumsphase als
einen linearen Bereich darstellen lieS. Anhand der Steigung konnten die Wachstumsrate und
die Verdopplungszeit mit Hilfe folgender Formeln berechnet werden. Hierbei entsprechen
t und t0 zwei Zeitpunkten innerhalb des exponentiellen Wachstumsverlaufs und Nt und NO

den zugehorigen ODggo-Werten.
Wachstumsrate p= In (NtNO)(t-t0)

Verdopplungszeit td=In (2)u

2.3.5 Erstellung eines Antibiogramms mittels Agardiffusionstest

Zur Analyse der Sensitivitit der Organismen gegeniliber verschiedenen Antibiotika
beziehungsweise zur Erstellung eines Antibiogramms wurde ein modifizierter Kirby-Bauer-
Agardiffusionstest (Biemer, 1973) durchgefiihrt. Bei diesem Test werden runde, in Antibiotika
getrankte Plattchen, auf beimpfte Agarplatten verteilt, so dass die Testsubstanz in den Agar
diffundieren kann. Mit zunehmender Entfernung zum Plattchen nimmt die Antibiotika-
Konzentration im Agar ab. Ist ein Organismus sensitiv gegentiber einer Substanz, so bildet sich
ein Hemmhof um das Plattchen. Der Durchmesser dieses Hemmhofes verhalt sich proportional

zu der Sensitivitat.

Zur Durchfihrung des Testes wurden die zu untersuchenden Stamme in BHI-Medium bei 37°C

unter anaeroben Bedingungen bis zur exponentiellen Phase kultiviert. AnschlieRend wurden
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die ausgewachsenen Kulturen von P vulgatus, B. cellulosilyticus, B. intestinalis und

B. xylanisolvens flachenmaRig auf anaeroben BHI-Agarplatten ausgestrichen.

Die Agardiffusionsplattchen mit 2 mm Durchmesser wurden in der vorliegenden Arbeit aus
Whatman® Filterpapier ausgestampft und mit den zu testenden Antibiotika (Tetrazyklin 10 und
20 pg/ml, Erythromycin 100 und 200 pg/ml, Gentamycin 200 und 300 pug/ml und Carbenicillin
100 und 200 pg/ml, Tab. 2) getrankt. Nach dem diese getrocknet waren wurden je zwei
Plattchen auf den beimpften Agarplatten verteilt. Diese wurden 24-48 h bei 37°C unter
anaeroben Bedingungen inkubiert. Abschlieend wurde der Radius des Hemmhofs ausgehend
von der Mitte des Antibiotikum-Plattchen bis zum gewachsenen Zellrasen mit Hilfe eines

Lineals bestimmt.

2.3.6 Herstellung einer synthetischen Darmmikrobiota

Die hohe Diversitdat der menschlichen Darmmikrobiota mit Gber 1000 verschiedenen Arten
(Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos, 2014; Blanco-Miguez et al., 2023) macht es schwierig jede
einzelne Spezies in der Wechselwirkung mit dem Wirtsorganismus zu untersuchen. Da es
allerdings auch zwischen den einzelnen Organismen zu Wechselwirkungen kommt, ist es
wichtig die verschiedenen Spezies nicht nur einzeln, sondern auch als ganze Mikrobiota zu
betrachten. Um diesem Kriterium bestmdglich nachzukommen, wurde eine synthetische

Darmmikrobiota erstellt.

Die Zusammensetzung des synthetische Darmmikrobiota beruht auf dem core species concept
nach King et al. (2019) und beinhalten die Spezies, die in der Mehrheit der Menschen vertreten
sind. In der vorliegenden Arbeit wurden folglich elf Vertreter des Kolons fiir die Untersuchung

der Auswirkung der Darmmikrobiota auf die Nitrosierung von APls gewahlt.

Diese auserwahlten Vertreter reprdasentieren die prominentesten Phyla der Bacteroidota,
Bacillota und Proteobacteria. Zudem decken die Spezies etwa 80 % der haufigsten vertretenen

Gattung ab. Die verwendeten Spezies sind in Tabelle 9 aufgelistet.

29



2. Material und Methoden

Tabelle 9: Verwendete Spezies zur Erstellung der synthetische Darmmikrobiota und deren
Abundanz im menschlichen Darm

Spezies Phylum Durchschnittliche? Abundanz
[%]
Phocaeicola (P.) dorei Bacteroidota 17.4
Phocaeicola (P.) vulgatus Bacteroidota 15.0
Agathobacter (A.) rectalis Bacillota 6.2
Bacteroides (B.) xylanisolvens Bacteroidota 4.9
Faecalibacterium (F. ) prausnitzii Bacillota 3.5
Bacteroides (B.) cellulosilyticus Bacteroidota 3.4
Ruminococcus (R.) bicirculans Bacillota 2.5
Escherichia (E.) coli MC4100 Proteobacteria 1.9
Roseburia (R.) intestinalis Bacillota 1.1
Bifidobacterium (B.) longum Actinomycetota 0.7
Akkermansia (A.) muciniphila Verrucomicrobia 0.7

a) Durchschnittliche Haufigkeit im Dickdarm, berechnet anhand der Analyse von Stuhlproben von
mehr als 200 gesunden Menschen (King et al. 2019)

Zur Erstellung der synthetische Darmmikrobiota wurden die einzelnen Stadmme in 50 ml BHI-
Medium bei 37°C unter anaeroben Bedingungen bis zum Ende der exponentiellen Phase
kultiviert. Anschliefend wurden die Kulturen geerntet, in 2 ml Shime®-Medium resuspendiert
und die optische Dichte (ODeoo) bestimmt. Als nachstes wurden die einzelnen Organismen
nach ihrer Abundanz im Kolon (King et al., 2019) zusammen gemischt. Hierflir wurde die
jeweilige OD auf die von E. coli als Referenzstamm normiert und mit dem prozentualen
Vorkommen (Tab. 9) verrechnet. Nachdem alle Kulturen vermischt waren, wurde der Mix mit

50 % Glycerin versetzt und bis zur Verwendung bei -70°C gelagert

2.3.7 Inkubation mit aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (API)

Um die Nitrosierung von aktiven pharmazeutischen Inhaltsstoffen (API) durch Darmbakterien

untersuchen zu koénnen, wurden die in Tabelle 9 aufgelisteten Organismen mit den

verschiedenen API in ihrer jeweiligen Tageshochstdosis (Tab. 3) eingesetzt. Die Inkubation

erfolgte wahrend 24 h in 48-Well Platten bei 37°C und unter anaeroben Bedingungen. Hierfir

wurden die einzelnen Organismen aus einer jeweiligen Vorkultur in 600 pl BHI- bzw. Shime®

Medium mit 100 uM Nitrit (NOy’) angeimpft. Um die Ansduerung des BHI-Mediums durch die
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von den Bakterien produzierten kurzkettigen Fettsauren moglichst zu verhindern, wurde das
BHI Medium zusatzlich mit 65 mM KHCOs und 35 mM Kalium-Phosphat auf pH 7 gepuffert.
AnschlieBend wurden die APl in ihrer entsprechenden Konzentration zugegeben. Das
Wachstum wurde mit Hilfe eines Plattenlesegerdtes verfolgt (Tecan infinite 200Pro,
Mannedorf, Schweiz). Da Fluoxetin und Propranolol eine wachstumshemmende Wirkung auf
die Darmorganismen zeigten, erfolgte die Inkubation dieser APl nicht mit wachsenden,
sondern ausgewachsenen Zellen. Hierflir wurden 600 pul einer Vorkultur mit 100 uM NO; und
Fluoxetin bzw. Propranolol in ihrer entsprechenden Konzentration zugegeben. Um am Ende
eine Aussage Uber die biologische Nitrosierung durch Bakterien treffen zu kénnen, wurden
zusatzlich Kontroll-Ansdtze ohne Bakterien und bei unterschiedlichen pH-Werten jeweils in
BHI- und in Shime®-Medium angesetzt. Dies diente der Untersuchung und der Beurteilung der
chemischen Nitrosierung. Die Inkubation erfolgte wie zuvor beschrieben. Am Ende der
Inkubation wurde der pH-Wert der Kultur bestimmt und 50 ul der Probe zur Nitrit-Bestimmung
(Kapitel 2.6.5) entnommen. Der Rest der Probe wurde 1:1 mit Acetonitril versetzt (100 %) und
bis zur Ubergabe an Herrn Dr. Vogel vom BfArM zur Untersuchung mittels LCMS bei -20°C

gelagert.

2.3.8 Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration von APIs auf

Darmbakterien

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Wachstumshemmende Wirkung von Fluoxetin und
Propranolol auf die zu testenden Organismen festgestellt. Um diese Wirkung genauer zu
untersuchen, wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der beiden Arzneimittel
fir die jeweiligen Organismen bestimmt. Als IC50 wird die Konzentration eines Stoffes
bezeichnet, durch die eine biologische oder biochemische Reaktion zu 50 % inhibiert wird.
Bezogen auf die Wachstumshemmung der Organismen bezeichnet die IC50 die Konzentration
des Stoffes, bei der die Zellen nur noch die Halfte ihres Wachstums erreichen. Die Bestimmung
der IC50 erfolgte modifiziert nach Smith et al. (2015) und Gerlach et al. (2021) Uber die
Messung der Optischen Dichte. Zur Vorbereitung wurde eine Vorkultur der jeweiligen
Organismen in BHI-Medium angelegt. Diese wurden zur Inokulation von 600 pl BHI-Medium

in einer 48-Well-Platte verwendet. Zusatzlich wurden die Kulturen mit unterschiedlichen
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Konzentrationen an Fluoxetin (0,05 — 0,35 mM) und Propranolol (0,1 - 1,1 mM) versetzt und
fir 24 h bei 37°C und unter anaeroben Bedingungen kultiviert. Mit Hilfe eines
Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Madnnedorf, Schweiz) wurde die optische Dichte der
einzelnen Kulturen alle 20 min bestimmt. Anhand der Wachstumskurve wurde anschlieRend
die maximale ODeoo bestimmt. Um zu bewerten um wieviel Prozent das Wachstum der
Organismen durch die APl verringert wurde, wurde eine Kontrolle ohne Fluoxetin und
Propranolol kultiviert und deren maximale ODeoo auf 100 % festgelegt. AbschlieBend wurde
das prozentuale Wachstum gegen die jeweils verwendete Konzentration an API aufgetragen.
Dabei ergab sich eine, flir Hemmstoff-Antwort Wirkung, typische sigmoidale Kurve. Anhand
dieser Kurve wurde mit Hilfe der nicht linearen Regressionsgerade und der Funktion

,Hemmstoff-Antwort” in Graph-Pad Prism die IC50 bestimmt.

2.4 Molekularbiologische Methoden
2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Monarch® Plasmid Miniprep Kits
(Tab. 4). Hierfir wurden 2x2 ml einer Ubernachtkultur des entsprechenden Stammes
zentrifugiert (13.000 rpm, 1 min). Die weitere Aufbereitung der Zellpellets und Durchfiihrung

der Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.4.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die wahrend der PCR generierten Amplifikate wurden mit Hilfe des Monarch® PCR & DNA

Cleanup Kits (Tab. 4) und nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.4.3 Isolierung genomischer DNA

Die Aufreinigung der genomischen DNA aus P. vulgatus erfolgte mit Hilfe des Monarch®
Genomic DNA Purification Kit (Tab. 4). Die Aufreinigung erfolgte aus 2 ml Kulturvolumen und

nach Herstellerangaben.
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2.4.4 Bestimmung von DNA- und RNA- Konzentrationen

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte mittels photometrischer
Quantifizierung. Hierflir wurde das BioPhotometer® D30 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
mit der entsprechenden Eppendorf G1.0 puCuvette® genutzt. Zur Messung wurden 4 ul der
Probe auf die Kiivette gegeben und die Absorption der Losung bei der fir Nukleinsdauren
charakteristischen 260 nm (A260) gemessen. Als Leerwert der Messung wurden 4 pl rH,0
verwendet. Die Reinheitsbestimmung der gemessenen Nukleinsdure erfolgte ebenfalls tGber
das BioPhotometer®. Dieses gab die Verhaltnisse der Absorption bei 260 nm und 280 nm
(A260/A280) bzw. 260 nm und 230 nm (A260/A230) und somit das MalR an Kontamination
durch Proteine (A280) und Losungsmittel (A230) an. Das jeweilige Verhaltnis liegt bei reiner
DNA und RNA idealerweise zwischen 1,8 und 2.

2.4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode zur in-vitro-
Amplifizierung ausgewahlter DNA-Fragmente (Mullis et al., 1986 Mullis & Faloona 1987). Diese
Methode kann sowohl zur Amplifikation von Plasmid-DNA als auch fiir genomische DNA
verwendet werden. Das Prinzip der PCR beruht auf den drei Schritten Denaturierung,
Anlagerung (Annealing) und Elongation, welche sich zyklisch wiederholen. Wahrend des Hitze-
Denaturierungsschrittes kommt es zu einer Trennung des DNA-Doppelstranges in zwei
komplementare Einzelstrange. Die selektive Amplifizierung einer spezifischen DNA-Sequenz
erfolgt unter Verwendung zweier gegenlaufiger Oligonukleotid-Primer welche das gewlinschte
DNA-Fragment flankieren. Nach der Denaturierung hybridisieren die Primer bei einer Primer-
spezifischen Annealing-Temperatur (Ta) an die komplementdren DNA-Bereiche. In einem
nachsten Schritt werden wahrend der Elongationsphase freie Nukleotide komplementar an
das freie 3‘-OH-Ende der Primer angelagert. Dies flihrt zur Entstehung eines neuen
Doppelstranges. Dieser Schritt wird durch eine hitzestabile DNA-Polymerase katalysiert.
Wichtig ist es bei diesem Schritt die Schmelztemperatur (Tm) der verwendeten Oligonukleotid-
Primer flr die Auswahl der Annealing-Temperatur (Ta) zu beachten. Letztere sollte hierbei

etwa 2 - 5°C unter der Tm liegen. Pro Zyklus wird so eine Verdopplung des gewlinschten DNA-
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Fragmentes erzielt, was Giber mehrere Zyklen zu einem exponentiellen Anstieg der Fragmente

fuhrt.

Je nach Anwendungsziel wurden die OneTaq Polymerase (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) oder die Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt am Main,

Deutschland) verwendet.

Zur Amplifizierung von Nukleotidsequenzen zur Generierung von neuen Vektoren wurde die
Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase verwendet. Diese zeichnet sich durch eine geringe
Fehlerrate und eine Elongationsgeschwindigkeit von 10-20 s/kb aus. Der PCR-Ansatz sowie das

verwendete Programm sind in Tabelle 10 und 11 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Reaktionsansatz zur Gen-Amplifizierung mittels Q5 DNA-Polymerase

Komponente Volumen
5x Q5 Reaction Buffer 10 ul

5x Q5 High GC Enhancer 10 ul
Forward-Primer (10 pmol/pl) 2,5 ul
Reverse-Primer (10pmol/ul) 2,5 ul
dNTP-Mix (25 mM) 0,5 pl
DNA/Template 1l

Q5 DNA-Polymerase (2 U/ul) 0,25 ul
rH,0 ad 50 ul

Tabelle 11: Reaktionsbedingungen zur Gen-Amplifizierung mittels Q5 DNA-Polymerase

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initialdenaturierung 98 °C 3 min 1x
Denaturierung 98 °C 10s

Annealing Tal°C 20s 30 x

Elongation 72°C 10-20 s/kb

Finale Elongation 72°C 3 min 1x

Lagerung 4°C oo 1x

1Ta: Anlagerungstermperatur der Primer
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Nach Abschluss der PCR wurden der korrekte Verlauf sowie die Amplifizierung mittels Agarose-
Gelelektrophorese liberpriift. Die jeweiligen Fragmente wurden dann vor der

Weiterverwendung mittels Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 4) aufgereinigt.

Zur Identifizierung positiver Transformanten und neu generierter Stimme nach einer
Transformation wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Hierflr wurde jeweils Zellmaterial der
zu untersuchenden Kolonien in 10 pl rH20 resuspendiert. Hiervon wurden 5 pl zur Inokulation
von 100 pl LB-Backups verwendet. Die restlichen 5 pl der Suspension wurden in dem in
Tabelle 12 aufgefiihrten Reaktionsansatz eingesetzt. Fir die Amplifikation wurde eine
modifizierte One-Tag®-DNA-Polymerase (Tab. 1) verwendet. Die entsprechenden

Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 12: Reaktionsansatz zur Gen-Amplifizierung mittels One-Taq®-Polymerase

Komponente Volumen
5x One-Tag Mastermix 12,5 pl
Forward-Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
Reverse-Primer (10pmol/ul) 0,5 ul
DNA/Template 5ul
rH,0 ad 25 ul

Tabelle 13: Reaktionsbedingungen zur Gen-Amplifizierung mittels OneTag-Polymerase

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initialdenaturierung 94 °C 5 min 1x
Denaturierung 94 °C 25s

Annealing Tal°C 25s 30 x

Elongation 68 °C 1 min/kb

Finale Elongation 68 °C 5 min 1x

Lagerung 4°C oo 1x

1Ta: Anlagerungstermperatur der Primer

Nach Abschluss der PCR wurden der korrekte Verlauf sowie die Amplifizierung mittels
Agarose- Gelelektrophorese Uiberprift. Bei erfolgreicher Amplifizierung eines ausgewahlten
Gen-Bereichs wurden die Backups in LB-Medium fiir die Inokulation von Ubernachtkulturen

eingesetzt.
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2.4.6 Agarose Gelelektrophorese

Zur Visualisierung und Uberpriifung der PCR-Amplifikate wurde die Methode der Agaraose-
Gelelektrophorese genutzt. Uber eine Auftrennung der DNA-Fragmente nach GréRe und einen
anschlieffenden Vergleich mit definierten Nukleinsdaure-Standards ermdglicht diese Methode
die GroRenbestimmung von linearer, doppelstrangiger DNA (Sambrook et al., 1989). Das
Prinzip beruht hierbei auf der unterschiedlichen Wander-Geschwindigkeit von Fragmenten
unterschiedlicher GrofRe durch ein engmaschiges Agarose-Polymer-Gel in einem elektrischen
Feld. Die negativ geladene DNA bewegt sich hierbei in Richtung der positiv geladenen Katode.
Dabei wandern die kleinen Fragmente schneller als die groRen Fragmente. Zusatzlich zu der
GroRe der Fragmente wird die Laufgeschwindigkeit durch die PorengtRe des Agarose-Polymer-
Gels bestimmt. Diese variiert je nach Agarose-Konzentration. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Gele unter Verwendung von 1%-iger [w/v] Agarose in NEO Ultra-Qualitat und 30 ml
1x TAE-Puffer (Tab. 14) hergestellt. Nach kurzem aufkochen zum Ldsen der Agarose, wurde
dem Gemisch, zur spateren Visualisierung der Fragmente, 1 ul ROTI® GelStain Red (Carl Roth;
Karlsruhe, Deutschland) hinzugefiigt. Die Visualisierung beruht darauf, dass der Farbstoff mit
der doppelstrangigen DNA interkaliert und unter spaterer UV-Bestrahlung fluoresziert. Hierbei
ist die Intensitat proportional zur Menge an DNA. Zum Giel’en und Laufen der Gele wurde in
dieser Arbeit das Gelelektrophorese-Systems ,Horizon® 58“ der Firma Whatman Inc. (Little
Chalfont, GroRbritannien) verwendet. Fragmente welche mittels Q5-Polymerase erzeugt
wurden, mussten vor der elektrophoretischen Auftrennung zusatzlich mit dem 6X Ladepuffer
Purple (NEB; Frankfurt a.M., Deutschland) versetzt werden. Der OneTag Mastermix hingegen
beinhaltet bereits einen Ladepuffer, weshalb Proben, welche mit diesem Mix generiert
wurden, direkt auf das Gel aufgetragen werden konnten. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V
flir eine Stunde. Zur GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wurde der Nukelinsaure-
Standard Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder von NEB (Frankfurt a.M., Deutschland)

verwendet.

Tabelle 14: Zusammensetzung 50x TAE-Puffer

Substanz Menge
Tris 242 g
EDTA (0,05 M) 100 ml
Essigsaure (1 M) 57,4 ml
dH20 ad 1000 ml

Auf pH8 einstellen
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2.4.7 Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten

Die Ligation zwischen einem DNA-Fragment (Insert) und einem Plasmid setzt einen
Restriktionsverdau voraus. Hierbei werden die Phospho-di-Ester-Bindungen der
doppelstrangigen DNA mit Hilfe von Endonukleasen (Restriktionsenzyme) an einer
spezifischen palindromischen Sequenz gespaltet. Die dabei entstehenden DNA-Fragmente
haben je nach gewahltem Restriktionsenzym glatte oder kohasive Ende (klebrige Enden/ sticky
ends). Werden Insert und Plasmid durch das gleiche Restriktionsenzym verdaut, so erlauben
die Uberhdangenden Nukleotide der erzeugten linearen Fragmente eine Hybridisierung aus
Insert- und Plasmid-Sequenz. Der Verdau wird durch eine anschliefende Aufreinigung der

DNA-Fragmente mittels Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 4) gestoppt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Insert und Vektor zur Generierung von pASK5 bvu 3358
mit dem Restriktionsenzym Bsal behandelt. Die Zusammensetzung des Restriktionsansatzes
ist in Tabelle 15 aufgefiihrt. Der Verdau erfolgte fir 15 min bei 37°C. Nach dem Abstoppen der
Reaktion Uber eine Aufreinigung unter Verwendung des Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit

(Tab. 4) konnten die Fragmente in der Ligation eingesetzt werden.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes mit dem Restriktionsenzym Bsal

Komponente Menge
DNA-Fragment (Insert bzw. Plasmid) 16 ul
Bsal 2 ul
10x CutSmart® Puffer?! 2 ul

! von NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

2.4.8 DNA-Ligation

AnschlieBend an den Restriktionsverdau (Kapitel 2.4.7) erfolgt die Hybridisierung zwischen den
komplementadren Enden des Inserts und des entsprechenden Vektors. Diese Verknlipfung wird
durch eine T4-DNA-Ligase katalysiert. Wahrend dieses Prozesses werden die freien
3'-Hydroxylgruppen des Vektorriickgrats unter ATP-Verbrauch mit den 5'-Phosphatenden des
verdauten DNA-Inserts ligiert. Da durch den Verdau mit Bsal die Grundvoraussetzung von

sticky ends gegeben war, wurde fir die Ligation des pASk5-Vektors und der Sequenz von
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bvu_3358 in dieser Arbeit der Instant Sticky-end Ligase Master Mix von NEB ® (Frankfurt a.M.,
Deutschland) verwendet. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 16 aufgefiihrt. Dieser wurde nach
Herstellerangaben gemischt und anschlieRend ohne Inkubationszeit fiir die Transformation in

E. coli DH5a eingesetzt.

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

Komponente Menge
Insert-DNA (verdaut und aufgereinigt) 1,5 ul
Vektor-DNA (verdaut und aufgereinigt) 0,5 pl
Instant Sticky-end Ligase Master Mix 2 ul

2.4.9 Klonierung mittels NEBuilder DNA Assembly Kit

Neben den klassischen Klonierungstrategien wie beispielsweise enzymatischer
Restriktionsverdau mit anschlieBender Ligation (Kapitel 2.4.7 und 2.4.8) haben sich in der
Molekularbiologie auch ligationsunabhédngige Klonierungsmethoden etabliert. Die Seamless
cloning Methode ist hierbei ein Ansatz, welcher durch den Verzicht einen Restriktion-Verdau
und einer Ligation zeitsparend ist. Das NEBuilder® HiFi DNA Assembly Kit basiert auf dieser
Methode und erlaubt die Fusionierung mehrere DNA-Fragmente zu einem zirkuldaren Plasmid,
unabhangig von den FragmentgroRen, der Insertionsstelle und der Endkompatibilitat. In der
vorliegenden Arbeit wurde das NEBuilder® HiFi DNA Assembly Kit zur Generierung von
Uberproduktions- und Deletions-Plasmiden fiir P, vulgatus, B. cellulosilyticus und

B. xylanisolvens basierend auf den Vektoren pG106 und pMM®656 verwendet.

Ausgangsschritt der Assemblierung war die Amplifikation der zu klonierenden Genom-
Sequenz sowie des Vektorriickgrads. Die entsprechenden Primer wurden mit Hilfe des
NEBuilder® Assembly Tool (Tab. 5) erstellt. Diese sorgten wahrend der Amplifikation zur
Bildung von zum Vektor-Riickgrat komplementiren Uberhingen an der Genom-Sequenz.
Diese Uberhinge gewiahrleisten wihrend der Assemblierung die Verkniipfung der Fragmente
in der richtigen Orientierung. Nach der Amplifikation wurden die jeweiligen Fragmente mit

Hilfe des Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (Tab. 4) aufgereinigt und die DNA-Konzentration
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mittels Nanodrop bestimmt (Kapitel 2.4.4). AnschlieBend erfolgte die Assemblierung der
einzelnen Fragmente. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tabelle 17
dargestellt. Der Ansatz wurde je nach Anzahl der Fragmente 15 min (1 Insert) oder 60 min (2

Inserts) bei 50°C inkubiert.

Tabelle 17: Zusammensetzung einer Assemblierungsreaktion unter Verwendung des
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mixes

Komponente Menge

Insert X ul (0,03 -0,2 pmol)*?
Backbone (Vektor) X ul (0,03 -0,2 pmol)*?
2x NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix 10 ul

H20 ad 20 ul

! bei einer InsertgroRe < 3 kb wurde ein Vektor-Insert Verhéltnis von 1:2 empfohlen

2 die verwendeten Volumina wurden mit Hilfe des NEBuilder® protocol Calculator berechnet

Darauf folgte ein Verdau des Ansatzes mit dem Restriktionsenzym DpNI. Dies diente dazu die
methylierte Template-DNA zu beseitigen. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 18 beschrieben

und wurde fur 15 min bei 37°C inkubiert.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir den Dpnl-Verdau

Komponente Menge
Assemblierungsansatz (aus Tabelle 17) 20 ul
Dpnl 1l
rCutSmart™ Puffer 5 pl
H,0 24 pl

AbschlieBend wurde das generierte Plasmid mittels Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
aufgereinigt, in E. coli transformiert, vervielfaltigt und mittels Monarch® Plasmid Miniprep Kit
(Tab. 4) isoliert. Die korrekte Assemblierung wurde mittels Sequenzierung (Kapitel 2.1.9.1)

Uberpruft.
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2.4.10 Transformation in chemisch kompetente E. coli Stamme

Die generierten pG106- und pASK-Plasmid-Derivate wurden mittels Hitzeschock in
kompetente E. coli NEB®10B bzw. E. coli NEB®5a Zellen libertragen. Diese Staimme wurden
durch Modifikationen im Genotyp, wie der Deletion der endA1- und recA1-Nukleasen, auf eine
hohe Plasmidstabilitdt optimiert. Der Transfer des Plasmids in die Zellen erfolgte nach
Herstellerangaben. Hierfiir wurden 50 pl der Zellen auf Eis angetaut, mit 2-3 ul der in Kapitel
2.4.7 bis 2.4.9 generierten Plasmide versetzt und der Ansatz fir 30 min auf Eis inkubiert.
Darauf folgte fiir 30 s ein Hitzeschock bei 42°C mit anschlieBender Abkiihlung der Zellen fiir
5 min auf Eis. Zur Regeneration wurden die Zellen mit 950 ul SOC-Medium (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland) versetzt und fiir 1 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Die Selektion erfolgte
durch ausplattieren von 100 ul der regenerierten Zellen auf entsprechenden Selektiv-Agar-
Platten (LB-Agar mit geeignetem Antibiotikum). Nach einer Inkubation der Platten Giber Nacht
bei 37°C wurden moglich gewachsene Kolonie mittels Kolonie-PCR auf eine erfolgreiche

Transformation tUberpruft.

2.4.11 Transformation in E. coli 82155 mittels Elektroporation

Um eine spateren Transfer der generierten Plasmide mittels biparentaler Konjugation in
P. vulgatus, B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens durchfiihren zu konnen, wurden die
erzeugten pMM656-Derivate in den E. coli Stamm [32155 (ibertragen. Da es sich hierbei nicht

um natdrlich kompetente Zellen handelt, erfolgte der Transfer mittels Elektroporation.

Hierfir wurden die Zellen Gber Nacht in 5 ml LB-Medium mit 0,3 mM DAP bei 37°C und
180 rpm kultiviert. Am folgenden Tag wurden 4 ml der Ubernachtkultur durch Zentrifugation
bei 8000 rpm fiir 5 min geerntet. Alle darauffolgenden Schritte erfolgten auf Eis. Die Zellen
wurden 2-mal aufeinanderfolgend in 1 ml HEPES-Puffer (1mM, pH7) resuspendiert und erneut
bei 8000 rpm wahrend 3 min zentrifugiert. Dies diente als Waschschritte zur Entfernung von
Medienbestandteilen aus dem Zell-Pellet. AnschlieBend wurde das generierte Pellet in 1 ml
Glycerin (10% v/v) erneut resuspendiert, zentrifugiert und abschlieBend in 50 pl Glycerin (10%

v/v) aufgenommen.
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Als nachstes wurde die Zellsuspension mit 2 ul der in Kapitel 2.4.9 generierten Plasmide
versetzt und das Zell-DNA-Gemisch in eine vorgekiihlte Elektroporations-Kivette (Bio-Budget
Technologies GmbH, Krefeld, Deutschland) mit einem Elektrodenabstand von 1 mm tberfihrt.
Die Elektroporation erfolgte in einem MicroPulsers (BioRad, Miinchen, Deutschland). Der
Elektropuls wurde fiir 4-5 ms bei einer Pulskontrolle von 200 Q und einer Spannung von 2,2 kV
durchgefiihrt. Anschlieffend wurden die Zellen zur Regeneration in 1 ml SOC-Medium (NEB,
Frankfurt am Main, Deutschland) aufgenommen und in einem 50 ml Falcon-Tube fiir 3 h bei
37°C und 180 rpm inkubiert. Die Selektion erfolgte durch Ausplattieren von 100 pl der
regenerierten Zellen auf entsprechenden Selektiv-Agar-Platten (LB-Agar mit geeignetem
Antibiotikum). Nach einer Inkubation der Platten lber Nacht bei 37°C wurden mdglich

gewachsene Kolonie mittels Kolonie-PCR auf eine erfolgreiche Transformation Gberprift.

2.4.12 Transformation von Plasmid-DNA in P. vulgatus, B. cellulosilyticus und

B. xylanisolvens

Der Transfer von Plasmid-DNA in Spezies der Familie Bacteroidaceae erfolgte mittels

Elektroporation (EP) (pG106-Derivate) oder biparentaler Konjugation (pMMG656-Derivate).

Fiir die Ubertragung von Plasmid-DNA mittels Elektroporation wurde eine 50 ml Kultur des
gewlinschten Organismus Uber Nacht in BHI-Medium kultiviert. Am Folgetag wurde die
gesamte Kultur unter Verwendung eines anaeroben Zentrifugenbechers mit Gummi-Dichtung
und Schraubverschluss bei 8000 rom und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Alle folgenden Schritte
wurden auf Eis und unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Zur Eliminierung von
Medienbestandteilen wurde das Zell-Pellet in 5 ml sterilem, anaeroben EP-Puffer (10 %
Glycerol + 1 mM MgCl;) resuspendiert und erneut bei 8000 rpm fir 4 min zentrifugiert. Nach

zweimaligem waschen wurden die Zellen abschlieBend in 500 ul EP-Puffer aufgenommen.

Als nachstes wurden 50 pl der Zellsuspension mit 5 pl der zu lGbertragenden Plasmid-DNA
vermengt. Das Gemisch wurde dann in ein eine vorgekiihlte Elektroporationskivette (Bio-
Budget Technologies GmbH, Krefeld, Deutschland) mit einem Elektrodenabstand von 1 mm
Uberfihrt. Zur Gewahrleistung der anaeroben Bedingungen aufllerhalb der anaeroben
Kammer wurde die Elektroporations-Kiivette mit einem Gummistopfen luftdicht verschlossen.

Die Elektroporation erfolgte in einem MicroPulsers (BioRad, Miinchen, Deutschland). Der
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Elektropuls wurde fiir 6 ms bei einer Spannung von 2,5 kV durchgefihrt. Auf den Elektroimpuls
folgte unmittelbar die Aufnahme der Zellen in 1 ml vorgewdarmten BHI-Medium. Dieses wurde
mit Hilfe einer Kanile durch den Gummistopfen in die EP-Kiivette eingefiihrt und nach der
Resuspension mit dem Zell-DNA-Gemisch in eine 2 ml Serum-Flasche tGberfihrt. AbschlieRend
wurden die Zellen zur Regeneration Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Selektion von
Plasmid-tragenden Klonen wurden nach der Regeneration 50 pl der Zellsuspension auf BHI-
Agarplatten mit 100 pg/ml Erythromycin und 200 pg/ml Gentamycin ausplattiert. Die

Kultivierung erfolgte wahrend 48-72 h bei 37°C und unter anaeroben Bedingungen.

Der Transfer von pMM®656-Derivaten in Spezies der Familie Bacteroidaceae erfolgte mittels
biparentaler Konjugation unter der Verwendung von E. coli R2155 als Donor-Stamm. Dieser
Stamm ermoglicht eine Konjugation ohne zusatzlichen Helferstamm da er eine genomisch
integrierte Konjugationsmaschinerie des Plasmids RP4 enthdlt. Zur Durchfiihrung der
Konjugation wurden als erstes sowohl der Donor- als auch der Rezipienten-Stamm (P. vulgatus,
B. cellulosilyticus oder B. xylanisolvens) bis in die exponentielle Phase (OD600 0,4-0,6)
kultiviert. In einem nachsten Schritt wurden beide Kulturen in einem Rezipient- und Donor-
Verhaltnis von 1:10 (v/v) gemischt und 2 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
anschliefend in 200 pl BHI-Medium resuspendiert und in die Mitte einer anaeroben BHI-
Agarplatte (+ 0,3 mM DAP fiir E. coli B2155) pipettiert. Darauf folgte eine Inkubation tber
Nacht bei 37°C und unter anaeroben Bedingungen. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit
2 ml BHI-Medium von der Agarplatte abgel6st und 50 ul der Zellsuspension auf selektiv-Platten
ausplattiert. Zur Selektion von Plasmid-tragenden Zellen wurden BHI-Agar Platten mit
10 pg/ml Tetrazyklin verwendet. Zusatzlich wurde den Platten zur Eliminierung der E. coli
Zellen 200 pg/ml Gentamycin zugefligt. Da E. coli B2155 DAP abhéangig ist, fihrt das Fehlen
von DAP in den Selektionsplatten zu einer zusatzlichen Selektion von Bacteroidaceae. Zur
Selektion wurden die Zellen unter anaeroben Bedingungen fiir 48-72 h bei 37 °C inkubiert.
Moglich gewachsene Kolonie wurden abschlieBend mittels Kolonie-PCR auf eine erfolgreiche

Transformation lberpruft.
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2.4.13 Markerlose Deletion von Genen in P. vulgatus

Die markerlose Deletion in dieser Arbeit wurde nach Neff et al. (2023) durchgefiihrt. Diese
Deletion beruht auf zwei aufeinander folgenden homologen Rekombinationen zwischen
einem Vektor und der genomischen DNA von P. vulgatus. Bei den homologen Bereichen
handelt es sich hierbei um jeweils 1000 Bp lange Bereiche, welche sich up- und down-stream
von dem Zielgen befinden. Wahrend der ersten homologen Rekombination wird das Plasmid
so in das Genom des Organismus integriert. Wahrend der zweiten Rekombination verlasst das
Plasmid den Organismus wieder, wodurch entweder das Zielgen im Genom verbleibt
(Revertante) oder mit dem Vektor die genomische DNA verldsst (Deletionsmutante). Die
Selektion der ersten Homologen Rekombinante erfolgt liber eine auf dem Plasmid kodierte
Erythromycinresistenzkasette (ermG). Die Selektion der zweiten homologen Rekombinanten
basiert auf dem sacB system (Neff et al., 2023). SacB steht hierbei fiir die urspriinglich aus
B. subtilis stammende Levansucrase (EC 2.4.1.10). Diese Enzymklasse katalysiert durch die
Hydrolyse von Saccharose die Synthese des komplexen Polysaccharids Levan. Da P. vulgatus
nicht in der Lage ist Levan zu verstoffwechseln, hat eine intrazellulare Akkumulation des
Polysaccharids einen letalen Effekt auf den Organismus. Dies ermdglicht die Nutzung von sacB

in Gegenwart von Saccharose als Substrat, als Gegenseletionsmarker (Neff et al., 2023).

Als Ausgangsvektor der in dieser Arbeit erstellten Deletions-Vektoren diente das Plasmid
pMM656_sacB (Neff et al., 2023). Das Plasmidriickgrat wurde jeweils mit den Primern
pMM656_KO_BB_fw/rev (Tab. 7) amplifiziert. Zusatzlich wurde mit Hilfe genspezifischer
Primer jeweils 100 BP up-und downstream des Zielgens aus der genomischen DNA von
P. vulgatus amplifiziert. Darauf folgte die Assemblierung der drei Fragmente mittels
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (Kapitel 2.4.9). Das fertige Konstrukt wurde
anschliefend Uber Elektroporation (Kapitel 2.4.11) in E. coli 2155 transformiert. Zur Selektion
wurden LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Carbenicillin verwendet. Unter Verwendung der Primer
scr-pmm656_up_fw/rev, welche im Plasmidriickgrat binden und die up- und down-stream
Region flankieren, wurde dann mittels Kolonie PCR und Sequenzierung der korrekte
Zusammenbau des Vektors liberprift. Nach diesem Schritt erfolgte der Transfer des Plasmids

Uber anaerobe, biparentale Konjugation (Kapitel 2.4.12), in P. vulgatus.

Die Selektion erfolgte auf BHI-Agar-Platten mit 100 pg/ml Erythromycin. Der Nachweis der

ersten homologen Rekombination erfolgte (iber Kolonie-PCR. Hierfiir wurden die Primer
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pMM656sacB seq_fw/rev verwendet, welche das sacB Gen auf dem Vektor flankieren und ein
Fragment von 1965 BP amplifizieren. Um eine erneute homologe Rekombination
hervorzurufen, wurde P. vulgatus bis zur exponentiellen Phase ohne Selektionsdruck auf BHI-

Medium kultiviert.

Durch die anschlieBede Gegenselektion auf saccharosehaltigen Agarplatten sollten nur die
Zellen isoliert werden, welche durch eine erfolgreiche zweite homologe Rekombination das
fur die Levansucrase kodiererende Gen sacB und somit das Plasmid nicht mehr im Genom
integriert hatten. Da wahrend der zweiten homolgen Rekombination sowohl
Deletionsmutanten als auch Revertanten entstehen kénnen, wurde die Deletion des Zielgens
mittels PCR und Sequenzierung nachgewiesen. Verwendet wurden hierfiir jeweils spezifische

Primer, welche up- und down-stream des Zielgens im Genom von P. vulgatus binden.

2.4.14 Uberexpression von Genen in P. vulgatus

Die Uberexpression der Gene der Transketolase und der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
in P. vulgatus A0309-0310 A2880 A2499 wurde nach Lick und Deppenmeier (2022)
durchgefiihrt. Grundlage hierflir bildete der Vektor pG106_p2499 tkt (Lick und
Deppenmeier, 2020) auf welchem der Promotor der LDH (p2499) fiir die Expression des
dahinter klonierten Gens sorgt. Fiir die Uberexpression von G6PDH wurde das tkt Gen auf dem
Plasmid gegen g6pdh aus P. vulgatus ausgetauscht und somit das Plasmid
pG106_p2499 g6pdh (Tab. 8) generiert. Fiir die parallele Uberexpression beider Gene wurde
g6pdh mit dem davor gelegenen p2499 zusatzlich in pG106_p2499 tkt (Tab. 8) kloniert, so
dass die Expression beider Gene jeweils von dem natlirlichen LDH Promotor gewdhrleistet
wurde. Nach dem Assembly der einzelnen Fragmente mittels NEB®Assembly Kit (Tab. 4)
wurden die Plasmide zur Vervielfiltigung jeweils in kompetente E. coli 10B Zellen eingebracht
(Kapitel 2.4.11). Nach einer anschlieRenden Plasmidaufreinigung unter Verwendung des
Monarch® Plasmid Miniprep Kit wurde der Vektor (iber anaerobe Elektroporation in
P. vulgatus A0309-0310 A2880 A2499 transferiert (Kapitel 2.4.12). Nach 24 h Regeneration in
2 ml BHI-Medium bei 37°C unter anaeroben Bedingungen wurden die Zellen zur Selektion
Klonen welche das Plasmid aufgenommen haben auf BHI-Agarplatten mit Erythromycin (100

ug/ml) und Gentamycin (200 pg/ml) ausgestrichen. Unter Verwendung der Primer
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pG106_screening_fw/rev (Tab. 7), welche in dem Plasmidriickgrat binden und die Gensequenz
von bvu_2318 (tkt) bzw. gépdh (bvu_2796) mit 250 bp stromaufwarts gelegener
Promotorsequenz des Gens bvu_2499 (p2499) flankieren, wurde dann mittels Kolonie PCR der
Transfer von pG106_p2499 tkt in P. vulgatus A0309-0310 A2880 A2499 Uberprift.

Zum Nachweis des Transfers von pG106_tkt g6pdh wurden die Primerpaare scr_tkt fw und
scr_tkt_rev sowie scr_gbpdh_fw und scr_g6pdh_rev (Tab. 7) verwendet. Diese binden jeweils
in dem Plasmidriickgrat und flankieren die Gensequenz der TKT (bvu_2318) beziehungsweise
der G6PDH (bvu_2796) mit 250 bp stromaufwarts gelegener Promotorsequenz des Gens
bvu_2499.

Die Untersuchung der Kopienzahl des shuttle Vektors sowie die Untersuchung der Auswirkung
der Uberexpression auf Transkriptebene wurde erfolgte durch eine gPCR bzw. RT-qPCR
(Kapitel 2.4.16). Die Auswirkung der Uberexpression auf die Bildung von
Stoffwechselendprodukten wurde mittels HPLC (Kapitel 2.6.1) analysiert.

2.4.15 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA aus P. vulgatus wurde mit Hilfe des Monarch® Total RNA Miniprep Kits
(Tab. 4) durchgefiihrt. Hierflir wurden 2 ml einer exponentiell wachsenden Kultur zentrifugiert
(13.000 rpm, 1 min) und das Zellpellet fir 5 min in 500 pl Pop-Culture® Reagenz (Millipore,
Darmstadt, Deutschland) mit Lysozym (1 mg/ml) bei RT inkubiert. Die weitere Isolierung

erfolgte nach Herstellerangaben.

Um verbleibende DNA zu detektieren wurden 200 ng der aufgereinigten Nukleinsdure in einer
PCR mit den Primern, welche ebenfalls flir die folgende RT-qPCR verwendet wurden,
eingesetzt. Sofern in der anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese kein Amplifikations-
Produkt detektiert wurde, konnte eine Kontamination durch verbleibende DNA
ausgeschlossen werden. War in der Probe noch DNA vorhanden, so wurde diese durch einen
Verdau mit DNasel (Thermo Scientific™, Schwerte, Deutschland) entfernt, und anschlieBend

die Kontroll-PCR wiederholt.
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2.4.16 Quantitative PCR (qPCR) und quantitative Reverse-Transkriptions-PCR
(RT-qPCR)

Die quantitative PCR (gPCR), auch Echtzeit-PCR genannt, ermdglicht es die relative Menge an
DNA eines Zielgens in einer Probe zu bestimmen. Wird die Methode zur Bestimmung einer
relativen Menge an mRNA genutzt, so spricht man von einer quantitativen Reverse-
Transkriptase-PCR (RT-gPCR). Zur Quantifizierung der relativen Menge eines Zielgens wird hier
die Menge an mRNA mit jener eines konstitutiv exprimierten Referenzgens vergleichen. Da die
Transkriptionsmenge eines Gens oft im Zusammenhang mit dessen Relevanz steht, ermoglicht
diese Methode eine Aussage Uber die Bedeutung verschiedener Zielgene zu treffen. AuBerdem
dient sie zur Uberpriifung von Uberexpressionsmechanismen. Wihrend der RT-qPCR wird
zundachst die isolierte Gesamt-RNA durch eine reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
AnschlieBend wird die generierte cDNA mit Hilfe von Gen-spezifischen Primern in einer PCR zu

etwa 200 BP grof3en Fragmenten amplifiziert.

Ein in dem PCR-Ansatz befindlicher Fluoreszenzfarbstoff wie beispielsweise SYBR Green,
welcher in der doppelstrangigen DNA (ds-DNA) interkaliert ermoglicht die Detektion der
amplifizierten Fragmente. Hierbei korreliert das messbare Fluoreszenzsignal direkt mit der
Menge an enthaltener dsDNA, die in einer PCR mit jedem Zyklus verdoppelt wird und somit
Uber mehrere Zyklen exponentiell zunimmt. Die Zykluszahl, bei welcher das Fluoreszenzsignal
einen in der linearen Phase der exponentiellen Amplifikationskurve festgelegten
Schwellenwert (treshold line) Uberschreitet, wird als Ct-Wert bezeichnet. Der Ct-Wert ist
hierbei umgekehrt proportional zur anfanglichen mRNA-Menge in de Probe. Ist der Ct-Wert
gering so bedeutet dies, dass bereits zu Beginn der reversen Transkriptase eine hohe Menge
an mRNA vorlag. Je hoher der Ct-Wert, umso geringer war die Ausgangs-Konzentration an
MRNA. Setzt man die Ct-Werte des Zielgens mit denen des Referenzgens ins Verhaltnis, so kann

man die relative Transkript-Menge des Zielgens berechnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der qPCR zur Bestimmung der Kopienzahl des
tkt-und des g6pdh-Gens in den Uberexpressions-Stimmen von P, vulgatus genutzt. Hierfiir
wurden die entsprechenden Stamme Uber Nacht in BHI-Medium kultiviert. In einem nachsten
Schritt wurde jeder Kultur auf eine OD600 = 0,5 verdiinnt und 1 ml der entsprechenden

Suspension wahrend 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 1x PBS
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(8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,4 g Na2HPO4, 0,27 g KH2PO4 pro 1 | H20) gewaschen und anschlieBend
in 1 ml nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Zum Zellaufschluss wurde der Ansatz fiir 10 min
bei 100 °C aufgekocht. Das Zelllysat wurde verdiinnt und mit dem Luna® Universal gPCR Master

Mix (Tab. 4) versetzt. Die weitere Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben.

Die RT-qPCR wurde in dieser Arbeit zur Analyse des PPW von P.vulgatus verwendet.
AuBerdem wurde hiermit die Uberexpression des tkt- und des g6pdh-Gens iiber den shuttle
Vektor pG106 nachgewiesen und die Auswirkung des Rhamnoseinduzierbaren Promotors auf
die Transkription von bvu_3787 untersucht. Zusatzlich wurde die RT-gqPCR zur Untersuchung
weiterer Gene in P. vulgatus genutzt. Flr die Durchfiihrung der RT-gPCR wurde zunachst die
Gesamt-RNA der zu untersuchenden Organismen wie in Kapitel 2.4.15 beschrieben isoliert.
AnschlieBend wurde diese nach Herstellerangaben in dem Luna® Universal One-Step RT-qPCR
Kit (Tab. 4) verwendet.

Fir die experimentelle Durchfiihrung der (RT)-gPCR wurde der CFX Connect™ RT-PCR-Cycler
von BioRad (Miinchen, Deutschland) genutzt. Die verwendeten PCR-Programme sind in

Tabelle 19 aufgefihrt.

Tabelle 19: Reaktionsbedingungen fiir die qPCR und RT-qPCR

PCR-Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Reverse Transkription® 55°C 10 min 1

Initiale Denaturierung 95°C 60s 1
Denaturierung 95°C 15s 35x
Hybridisierung und Elongation  60°C 30s

Schmelzkurve 60-95°C Jeweils 5's 1

L nur bei der RT-gPCR

Die Erstellung der Schmelzkurven der einzelnen Amplifikate am Ende des Programmes dient
zur Bestimmung der Spezifitdit der amplifizierten Fragmente. Dies beruht auf den
unterschiedlichen Schmelzkurvenverlaufen der einzelnen Amplifikate. Durch eine
kontinuierliche Erhéhung der Temperatur, wurde somit fiir jedes Fragment die Fluoreszenz

gemessen und die Schmelzkurve erstellt.

Der zur Auswertung erforderliche Ct-Wert wurde durch die Software des Thermo-Cyclers

automatisch ermittelt. Als Referenzwert wurde der Ct-Wert des Referenzgens /123 verwendet.
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Das Gen des ribosomalen Proteins L23 kann als Referenzgen verwendet werden da es wahrend
des Wachstums von P. vulgatus konstitutiv exprimiert wird. Die Ct-Werte des Ziel- und

Referenz-Gens wurden entsprechend der Gleichungen 1 bis 4 miteinander verrechnet.

Gleichungen zur Berechnung der relativen Transkript-Menge eines Zielgens:

1) ACt = Ctzielgen — CtReferenzgen

2) N-fache expression Zielgen zu Referenzgen (fold change) = 2°2¢

3) AACt = Ctzielgen(Mutante) — Ctzielgen (wT)

4) N-fache Expression Zielgen in Mutante zu Zielgen in WT (fold change) = 222

ACt (1) stellt hierbei die Differenz des Ct-Wertes des Zielgens zum Ct-Wert des Referenzgens
dar, wiahrend 2°2¢ (2) das relative Verhaltnis zur Transkriptmenge des Referenzgens angibt. Der
AACt (3) erlaubt zusatzlich die Berechnung der der Differenz zwischen den Ct-Werten des
Zielgens im WT-Stamm und im genetisch modifizierten Stamm (Mutante). Auch hier kann die
relative Transkript-Menge Uber die Formel 222¢t (4) berechnet werden. Ein Ansatz ohne
reverse Transkiptase diente wahrend der RT-qPCR als Negativ-Kontrolle zum Nachweis, dass es

sich in der untersuchten Probe nur um RNA handelte.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Uberproduktion rekombinanter Proteine in E. coli

Die heterologe Produktion rekombinanter Proteine erfolgte in E. coli DH5a- Zellen, welche das
generierte Plasmid pASK5_bvu_ 3358 trugen. Die entsprechenden Zellen wurden iber Nacht
in LB-Medium mit 100 pug/ml Carbenicillin bei 37°C und 180 rpm kultiviert. Darauf folgte die
Inokulation einer Hauptkultur in 100 ml MI-Medium mit 1 % der Vorkultur. Die Kultur wurde
bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Bei einer ODggo von 0,5 - 1 erfolgte die Induktion der
Uberproduktion durch die Zugabe von Anhydrotetrazyklin (AHT; 200 ng/ml). Dabei handelt es
sich um ein nicht bakterizides Derivat von Tetrazyklin, welches eine aktivierende Wirkung auf
den Promotor hat. In der Abwesenheit von AHT inhibiert der tet-Repressor (tetR) des pASK-

IBAS5 Vektors die Expression des klonierten Gens. Die Zugabe von AHT fihr zu einer
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Konformationsdanderung des tetR, welcher sich daraufhin vom Promotor 16st und somit die
Transkription des Ziel-Gens ermdoglicht. Die Produktion von bvu_3358 erfolgte liber Nacht bei
18°C und 100 rpm. Nach der Inkubation wurden die Zellen fiir 20 min bei 4°C und 10000 rpm
pelletiert. Anschliefend wurde das Pellet in 10 ml Puffer W (Tab. 20) resuspendiert und die

Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen.

Tabelle 20: Zusammensetzung Puffer W

Substanz Konzentration
Tris/HCl pH8 100 mM

NacCl 150 mM

EDTA 1mM

2.5.2 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die fir die Uberproduktion verwendeten E. coli Zellen wurden mit dem Ultraschall-Gerit
(Sonoplus Sonicator, Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland) bei 4°C aufgeschlossen. Hierfiir
wurden die in Kapitel 2.5.1 in Puffer W resuspendierten Zellen fir 2 min/ml bei halbmaximaler
Leistung mit gepulstem Ultraschall behandelt. Zur Entfernung der Zelltrimmer wurden diese
anschlieflend bei 15.000 rpm fir 20 Minuten bei 4 °C pelletiert. Das erhaltene Zelllysat wurde

bis zur spateren Proteinaufreinigung bei 4°C gelagert.

2.5.3 Proteinaufreinigung mittels Strep-Tactin-Affinitatschromatographie

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte Uber eine Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie unter Nutzung einer Strep-Tactin-Sepharose-Saule (Strep-Tactin-
®XT Superflow®; IBA Lifesciences, Gottingen, Deutschland; Saulenvolumen (Column Volume,
CV) 1 ml). Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Interaktion zwischen dem kiinstlichen

Ill

Oligopeptid ,,Strep-tag [I“ (Aminosduresequenz: WSHPQFEK) und einem Strep-Tactin-
Saulenmaterial (immobilisiertes Strep-Tactin). Die Aufreinigung erfolgte bei 4°C und nach
Herstellerangaben. Hierfir wurde die Sdule erst mit 2 CV Puffer W aquilibriert und
anschlieend mit dem in Kapitel 2.5.2 vorbereitete Zelllysat beladen. Zur Eliminierung

unspezifischer Proteine, wurde die Saule in einem nachsten Schritt 5 x mit 1 CV Puffer W
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gewaschen. Als néachstes erfolgte die Elution des Fusionsproteins schrittweise in einzelne
Elutionsfraktionen durch die Zugabe von 6 x 0,5 ml CV BXT-Puffer (Puffer W mit 50 mM Biotin).
AbschlieBend wurden die Elutionsfraktionen, nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen,

1:1 (v/v) mit Glycerin (100 %) versetzt und fiir nachfolgende Experimente bei -20 °C gelagert.

2.5.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in dieser Arbeit nach einer modifizierten
Bradford-Methode (Bradford, 1976) unter Verwendung eines ROTI®-Quant Konzentrates. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf der Veranderung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-
250 vom kationischen in einen anionischen Zustand nach der Bindung an basische Proteine in
einem sauren Milieu. Durch diesen Zustandswechsel kommt es zu einer
Absorptionsverschiebung von 465 nm nach 595 nm. Die Absorptionsintensitdt ist dabei
proportional zur Proteinkonzentration. Zur Protein-Quantifizierung wurden 980 pl des
verdiinnten 5x Konzentrats mit 20 ul der in Kapitel 2.5.3 erhaltenen Elutionsfraktion versetzt.
Die Probe wurde gemischt und fir 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Absorption der Probe bei einer Wellenldange von 595 nm bestimmt.
Als Leerwert fir die Messung der Absorption bei 595 nm wurde BXT - Puffer verwendet. Zur
Bestimmung des Proteingehaltes, wurde der gemessene Wert mit Hilfe Kalibriergerade
berechnet. Diese wurde zuvor aus unterschiedlichen Konzentrationen (0-1 mg/ml) von

Rinderserumalbumin (BSA)-Losungen erstellt.

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

Nach der Proteinaufreinigung wurde die Reinheit wvon BVU_3358 mittels
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE) untersucht. Diese
Methode erlaubt die Auftrennung danaturierter Proteine in einer Gelmatrix und einem

elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970).

Zur Vorbereitung wurden 10 pg des aufgereinigten Proteins zur Denaturierung mit 4x RotiR-
Load (Carl Roth Karlsruhe, Deutschland) zu einer 1x-Konzentration gemischt und fir 5 min bei
95 °C aufgekocht. Neben der Denaturierung und Linearisierung flihrt das ionische Detergenz
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Natriumdodecylsulfat (SDS = sodium dodecyl sulfate) zu einer Uberlagerung der Eigenladung
der Proteine. Die daraus resultierende negative Ladung aller Proteine ist proportional zu deren
Grofle. Nach der Probenvorbereitung wurden diese auf ein vorgefertigtes 12 %iges Mini-
PROTEANR TGX Stain-Free™ Protein Gel (10 Vertiefungen, 30 ul, Bio-Rad Laboratories, Inc.)

geladen.

Hierbei handelt es sich um ein diskontinuierliches Gel, welches sich aus einem Sammel- und
einem Trenn-Gel zusammensetzt. Die Porengrofle der einzelnen Gele werden durch die
enthaltene Acrylamid/Bisacrylamid Konzentration bestimmt. Durch das Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern die negativ geladenen Proteine Richtung Anode. Das Sammelgel
(pH 6,8) dient zur Konzentrierung der Proteine vor dem Ubergang in das Trenngel (pH 8). Dies
wird durch ein Spannungsfeld zwischen dem im Laufmittel enthaltenen Leit-lon (Chlorid) und
Folge-lon (Glycin) ermdglicht. Die Proteine laufen in diesem Spannungsfeld unabhangig von
der GroRe mit derselben Geschwindigkeit. Wahrend des Ubergangs in das Trenngel und somit
in ein basisches Milieu, verandert das Glycin seine Eigenschaften eines Zwitterions in ein
negativ geladenes Molekil. Aufgrund seiner geringen GroRe lduft es nun den beladenen
Proteinen voraus, wodurch die zuvor gegebenen Bedingungen des Spannungsfeldes entfallen.
Die Proteine werden nun aufgrund der PorengréRe des Acrylamid/Bisacrylamid-Gels nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei ist die Laufgeschwindigkeit umgekehrt
proportional zum Molekulargewicht. Die Proteine wurden fiir 30 min bei 250 V in 1x TGS-Puffer
(Bio- Rad Laboratories, Inc.) in einer vertikalen Gelkammer getrennt. Durch eine UV-induzierte
und fluoreszierende Reaktion der in den verwendeten TGX Stain-Free™ Protein-Gele enthalten
Trihalogen- Verbindungen mit Tryptophanresten von Proteinen erméglicht eine farbungsfreie
Detektion der Proteine. Zur Visulaisierung wurde das ChemiDoc™ Imaging System (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) bei einer Aktivierungszeit von 45 s verwendet. Zur Bestimmung der
ProteingdRe wurde der Precision Plus Protein™ Unstained Standard (Bio-Rad Laboratories,

Inc., Hercules, USA) verwendet.

2.5.6 Nanoluc-Luciferase Assay

Um die Auswirkung der Deletion der Gene des Rhamnoseoperons aus P. vulgatus auf die

Funktionalitdt des Rhamnose-induzierbaren Promotors Pgrhakieao auf dem Plasmid pMM656

51



2. Material und Methoden

untersuchen zu kénnen, wurde das Vektor kodierte Luciferase-Reportersystem verwendet.
AulRerdem wurde das System zur Untersuchung der Funktionalitdit von pMM656_TetQ in

B. xylanisolvens genutzt.

Das Prinzip beruht auf der Expression des nanoluc Gens durch die rhamnose-abhangige
Induktion des vorgeschalteten Promotors PRhaKIPAO. Die so produzierte Nano-Luc® Luciferase
katalysiert in der Gegenwart von Sauerstoff die Oxidation des Substrates Furimazin zu
Furimamid, wobei eine Biolumineszenz Biolumineszenz (Emax = 460 nm) entsteht. Die
Intensitat ist hierbei proportional zur Aktivitat der Nano-Luc® Luciferase. Die Durchfiihrung
erfolgte unter Nutzung des Nano-Glo® Luciferase Assay System (Promega, Walldorf,
Deutschland). Zur Vorbereitung wurden die zu untersuchenden Stamme in einer 48 Well Platte
in PY-G-Medium mit unterschiedlichen Rhamnose-Konzentrationen (0 - 4 mM) unter
anaeroben Bedingungen bei 37°C in einem Plattenlesegerdt (Tecan infinite 200Pro,
Maénnedorf, Schweiz) kultiviert. Hierbei induzierte die Rhamnose den Promotor PRhaKIPAO,

was zu einer Expression des dahintergelegenen nanoluc Gen fiihrte.

Nach Erreichen der stationdren Phase wurden 200 pl der Zellkultur mit Hilfe von 20 ul
PopCulture-Reagenz (EMD Millipore, Darmstadt, Deutschland) und Lysozym (160 U) fiir 15 min
bei Raumtemperatur lysiert. AnschlieBend wurde der NanolLuc®-Luciferase Assay nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierflir wurden 10 pl des Zelllysats mit 10 pl des
Nanolucreagenz und dem Substrat Furimazin in einer schwarzen 96-Wellplatte vermischt. Die
oben beschrieben entstehende Biolumineszenz hat eine Halbwertszeit von 2 h und wurde mit
mit einer Integrationszeit von 1 sec in einem Infinite 200 PRO NanoQuant Mikroplatten-
Lesegerdat (Tecan, Mannedorf, Schweiz) unter aeroben Bedingungen gemessen. Die

entsprechenden relativen Lichteinheiten (RLU) wurden auf OD1 normalisiert.

2.5.7 Ethanol-Fillung von Xylanen

Um sicher zu gehen, dass die verwendeten Buche-, Birke-, und Hafer-Xylane keine Mono- oder
Di-Saccharide mehr enthalten, welche das Wachstum der Bacteroidaceae auf Xylan
beeinflussen und somit die Untersuchungen verfalschen kénnten, wurden die Xylane sowie

das Pektin mittels Ethanol aufgereinigt.
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Hierflir wurden als erstes 10 ml einer 10 %-igen Losung der Xylane in dH;0 hergestellt. Diese
wurde dann auf 50 ml mit Ethanol (100 %) aufgefillt und gevortext. Durch die Zugabe von
Ethanol, wird den langen Polymeren die Hydrathille entzogen und diese fallen aus. Die
kurzkettigen Oligosachhcaride hingegen bleiben in der wassrigen Phase geldst. Nach einer
Zentrifugation der Probe fir 10 min bei 4000 rpm konnten die unerwiinschten kurzkettigen
Zucker verworfen werden. Das Xylan-Pellt wurde anschlieBend wieder in dH,0 geldst und der
Vorgang zwei weitere Male wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in
20 ml dH,0 resuspendiert und die Losung bei -70°C eingefroren. AbschlieRend wurde die
Losung mit Hilfe einer Gefriertrocknung (Martin Christ Gefriertrochnungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz, Deutschland) lyophilisiert. Danach wurde das aufgereinigte Xylan fiir die

Verwendung in dH,0 geldst und zum Sterilisieren bei 121°C wahrend 21 min autoklaviert.

2.6 Analytische Methoden
2.6.1 Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (HPLC)

Bei der Hochfllssigkeitschromatographie (HPLC) handelt es sich um ein chromatographisches
Verfahren, welches zur Auftrennung und Quantifizierung von Stoffgemischen genutzt wird.
Hierbei werden die zu untersuchenden Proben in einem Laufmittel (mobile Phase) gel6st und
somit Uber eine Trennsaule (stationaren Phase) geflihrt. Die Auftrennung der einzelnen Stoffe
in der Probe beruht auf deren unterschiedlichen Wechselwirkungen mit der stationdaren bzw.
mobilen Phase. Dies fiihrt zu unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten der Stoffe durch das

Saulenmaterial und folglich zu unterschiedlichen Elutionszeiten der einzelnen Komponenten.

Durch die Nutzung von Standard-Substanzen kdnnen die unbekannten Stoffe (ber deren
Elutionszeit identifiziert werden. Durch den Vergleich der Flachen der Detektorsignale von
Standard-Substanzen mit bekannten Konzentrationen und der Flachen der zu untersuchenden

Proben, kdnnen letztere zusatzlich quantifiziert werden.

In dieser Arbeit wurde die Methode der HPLC zur Untersuchung der Stoffwechsel-Endprodukte
von P. vulgatus und B. xylanisolvens genutzt. Hierflir wurden Kulturen in DMMX-Medium zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet und die Kulturliberstinde

1:3 mit 5 mM H;S04 verdiinnt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe einer Aminex HPX-87H 300 mm x

53



2. Material und Methoden

7,8 mm Saule (Biorad, Miinchen, Deutschland) und 5 mM H;SO4 (mobile Phase) bei 65 °C und
einer Flussrate von 1,2 ml/min. Bei der Bio-Rad Aminex HPX-87H S&ule handelt es sich um
einen Kationenaustauscher, bei dem die stationdre Phase aus negativ geladenem Material
besteht. Die Bindung und somit die Dauer bis zur durch Verdrangung der in der Probe geldsten
Substanzen durch das Laufmittel hangt hierbei von der Starke deren positiven Ladung ab.
Grundsatzlich ist diese Saule fir die Analyse von Mono- bis Disacchariden und organische
Sauren geeignet. Die Detektion, sowie Quantifizierung der Substanzen erfolgte liber den
Brechungsindex-Detektor (Rl). Wie zuvor erwahnt erfolgte die Quantifizierung von
Substratverbrauch und Produktbildung in P vulgatus durch die Verwendung von

Standardsubstanzen.

Das System, welches zur Messung der kurzkettigen Fettsauren sowie der als Susbtrat
verwendeten Monosaccharide genutzt wurde, setzte sich aus folgenden Elementen

Zusammen:

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

2.6.2 Quantifizierung von Wasserstoff mittels Gaschromatographie

Bei der Gaschromatographie (GC) handelt es sich um eine chromatographische Methode zur
Auftrennung und Analyse fliichtiger Verbindungen. Ahnlich wie bei der HPLC beruht das
System auf der Interaktion der Gaskomponenten mit einer stationdren (Saule) und einer
mobilen Phase (Tragergas). Nach der Injektion wird die Probe in einem Ofen erhitzt und
anschliefend mit Hilfe des Tragergases durch die Chromatographiesdule geleitet. Je nach
Starke der Bindung zwischen den Probenkomponenten und der stationdaren bzw. mobilen
Phase wird die Retensionszeit bestimmt. Diese wird beim Austreten der Analyten von der Sdule

mit Hilfe eines Detektors erfasst. Durch den Vergleich der Retensionszeit und der Signalstarke
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mit Standardsubstanzen kénnen die einzelnen Komponenten einer Probe identifiziert und

guantifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Gaschromatographie zur Quantifizierung
des von P. vulgatus gebildeten Wasserstoffs (H;) genutzt. Hierflir wurde die gebildete
Gasphase mehrerer Kulturen innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase aufgefangen und
das Volumen bestimmt. AnschlieRend wurden 100 ul der Probe in einen Gaschromatographen
(Shimadzu GC-14A; Shimadzu, Duisburg, Deutschland) injiziert. Die Injektortemperatur
wurden dabei auf 120°C und die Detektortemperatur auf 110°C eingestellt. Die
Saulentemperatur betrug 40°C. Als Tragergas (mobile Phase) wurde Argon verwendet. Der
Wasserstoffanteil (v/v) der injizierten Probe wurde iber den Vergleich der Detektorsignale mit
einer Eichgerade aus unterschiedlichen Hz-Volumina (100 % H>; 10- 100 pl) berechnet. Uber
das Gesamtvolumen der Produzierten Gasmenge und unter Verwendung der
Zustandsgleichung fir ideale Gase (p*v = n*R*T) konnte die Konzentration des durch

P. vulgatus gebildeten Wasserstoffs bestimmt werden.

2.6.3 Kolorimetrische Quantifizierung von Pyrophosphat

Die Untersuchung der Enzymaktivitdt der Pyruvat:Orthophosphat-Dikinase (BVU_3358) aus
P. vulgatus erfolgte lGber die Quantifizierung von Pyrophosphat (PPi). Diese Methode wurde
modifiziert nach Putnins und Yamada (1975) durchgefiihrt. Der Nachweis von PPi beruht
hierbei auf der Reaktion von PPi mit Molybdat in starker Schwefelsaure zu
12-molybdophosphorsaure. Diese fiihrt anschliefend unter reduzierenden Bedingungen zur

Bildung eines blauen Molybdankomplexes.

Die Durchfuihrung erfolgte durch die Zugabe von 380 ul des Probenansatzes (Kapitel 2.5.3) zu
380 ul Trichloressigsaure (TCA; 12% [w/v]). Zuséatzlich wurden 100 pl Ammonium-
tetramolybdat (2,5 % [w/v] in 2,5 M H,S04), 100 ul 0,5 M B-Mercaptoethanol und 40 pl
Eikonogen-Reagenz (Tab. 21) hinzugegeben. Nach einer Inkubation der Proben von 15 min bei
37°C wurde die Absorption bei 580 nm gemessen. Mit Hilfe einer Standardkurven konnten die

PPi-Konzentrationen bestimmt werden.
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Tabelle 21: Zusammensetzung des Eikonogen Reagenz

Substanz Menge
H,0 vorlegen 80 ml
Na;SO0s 0,25g
K2S20s 14,65¢g
1-Amino-2-naphtol-4-sulfonsaure 0,25g

=>» Bei 80°C ldsen
=>» Auf RT abkihlen lassen
H,O ad 100 ml

2.6.4 Bestimmung der Pyruvat:Orthophosphat-Dikinase Aktivitat aus

P. vulgatus

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalitdt und Aktivitat der Pyruvat:Orthophosphat-
Dikinase (PPDK; BVU_3358) aus P. vulgatus sowohl in Bezug auf die Bildung von Pyruvat als

auch auf die Bildung von Phosphoenolpyruvat (PEP) untersucht.

Unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) und Wasser (H20), katalysiert die PPDK die
Reaktion von Pyruvat zu PEP. Hierbei werden Adenosinmonophosphat (AMP) und
Pyrophosphat (PPi) freigesetzt (Evans und Wood, 1968). In der Riickreaktion wird unter
Verbrauch von PPi und AMP, PEP zu Pyruvat und ATP umgesetzt. Magnesium (Mg?*) dient in
der Reaktion als Cofaktor (Evans und Wood, 1968). Die Zusammensetzung der
Reaktionsansatze ist in Tabelle 22 (Bildung von Pyruvat) und Tabelle 23 (Bildung von PEP)

aufgefiihrt. In beiden Reaktionsansatzen wurden 50 pg Enzym eingesetzt.

Tabelle 22: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Bestimmung der
Enzymaktivitdt der heterolog produzierten PPDK (BVU_3358) unter Bildung von Pyruvat

Substanz Konzentration
Tris-HCl pH 7,4 50 mM

AMP 1mM

PPi 0,5 mM
MgCl2 3mM
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PEP 1 mM
PPDK (BVU_3358) 50 ug
H20 Ad 500 pl
Tabelle 23: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Bestimmung der

Enzymaktivitit der heterolog produzierten PPDK (BVU_3358) unter Bildung von
Phosphoenolpyruvat

Substanz Konzentration
Tris-HCl pH 7,4 50 mM

ATP 1mM

MgCl2 3mM

Pyruvat 1mM

PPDK (BVU_3358) 50 pg

H20 Ad 500 pl

Die Proben wurden bei 37°C inkubiert und in die Reaktion in regelmaRigen Zeitabstianden
durch eine 1:1 Mischung mit Trichloressigsaure (Kapitel 2.6.3) abgestoppt. Die Berechnung der
Aktivitat von BVU_3358 erfolgte Uber die diskontinuierliche Bestimmung von freigesetztem
(Bildung von PEP) bzw. verbrauchtem (Bildung von Pyruvat) PPi. Die daraus erhaltene
Absorptionsinderung pro Minute (AE/min) wurde in folgender Gleichung zur Aktivitats-

Berechnung verwendet:

AE " Testvolumen

exd Enzymvolumen

e Volumenaktivitat [U/ml] =

Wobei £ der Extinktionskoeffizient des PPi Molybdat-Komplexes (4,95 mM**cm™) und d die

Schichtdicke der Kiivette (1 cm) ist.

Volumenaktivitat

e Spezifische Aktivitat [U/mg] =

c(Enzym)

Wobei c die eingesetzte Enzymkonzentration (mg/ml) ist.

2.6.5 Kolorimetrische Quantifizierung von Nitrit

Die Quantifizierung von Nitrit (NOy’) erfolgte in dieser Arbeit kolorimetrisch unter Verwendung
des Lunges Reagenz, bestehend aus den Losungen Lunge | und Lunge Il. Die Methode basiert

auf der Reaktion von Nitrit mit Sulfanilsdure (Lunge I) zu einem Diazonium-lon. Dieses reagiert
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in einem nachsten Schritt mit 1-Naphtylamin. Hierbei entsteht eine rote Azo-Verbindung,
welche eine Absorption bei 540 nm zeigt (Zimmermann & Lengerken, 1979). Die
Zusammensetzung der Losungen Lunge | und Lunge Il sind in Tabelle 24 und Tabelle 25

aufgefihrt.

Tabelle 24: Zusammensetzung Lunge |

Substanz Menge
Sulfanilsaure lg
Eisessig 30 ml
dH20 ad 100 ml

Tabelle 25: Zusammensetzung Lunge Il

Substanz Menge
1-Naphtylamin 1lg
dH,0 ad 50 ml

Fir die Durchfihrung wurden 50 pl einer Probe (aus Kapitel 2.3.7) in eine 96 Well-Platte
transferiert und mit jeweils 50 pl der Lunge |- und Lung ll- Lésung versetzt. Darauf folgte eine
Inkubation der Proben fiir 10 min bei Raumtemperatur. Die Absorption wurde anschlieRend
bei 540 nm unter Verwendung eines Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf,
Schweiz) gemessen. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer zuvor angelegten

Standardkurve mit unterschiedlichen Nitrit-Konzentrationen.
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3. Ergebnisse

Aufgrund der stetig wachsenden Weltbevolkerung und zunehmenden Knappheit von
Ressourcen werden fossile Rohstoffe ein immer wertvolleres Produkt mit steigenden Preisen.
Langfristig gesehen ist daher ein Umstieg der petrochemisch basierten Herstellungsprozesse
von Plattformchemikalien zu biotechnologischen Herstellungsmethoden unverzichtbar
(Nghiem et al.,, 2017; Dessie et al., 2018). Eine der am meisten produzierten
Plattformchemikalien weltweit ist Succinat. Das Anwendungsgebiet dieser Verbindung
erstreckt sich von der Chemie- und Pharmaindustrie zur Herstellung von Detergenzien, dem
Kunststoff Polybutylen-Succinat und Kosmetika bis hin zur Lebensmittelindustrie, wo die
Verbindung als Lebensmittelzusatzstoff verwendet wird (Nghiem et al., 2017; Saxena et al.,
2017; Dessie et al., 2018; Kumar et al., 2020). Neben der petrochemischen Synthese entsteht
Succinat auch als naturliches Produkt im Stoffwechsel vieler anaerober Bakterien.
Dementsprechend birgt die biotechnologische Herstellung von Succinat groBes Potenzial (Liu

et al., 2022; Mitrea et al., 2024).

Escherichia coli, Basfia succinicoproducens und Corynebacterium glutamicum sind
Beispielorganismen, fiir die bereits genetische Systeme etabliert wurden, und welche sich als
vielversprechende Succinat-Produzenten bewahrt haben (Thakker et al., 2012; Zhu et al.,
2014; D’ambrosio et al., 2021). Einige davon wie beispielsweise Basfia succinicoproducens
haben auch bereits erste Anwendungen in der Industrie gefunden, allerdings fiihren die hohen
Betriebskosten dazu, dass die petrochemische Herstellung bisher unverzichtbar bleibt
(D’ambrosio et al., 2021). Kirzlich hat zusatzlich das Interesse an Spezies der Familie
Bacteroidaceae fiir biotechnologische Anwendungen zugenommen (Isar et al., 2006; Doring &
Basen, 2024). Vertreter dieser Familie spielen nicht nur aufgrund einer hohe Abundanz in der
menschlichen Darmmikrobiota eine wichtige Rolle, sondern sind auch fiir die Metabolisierung
von pflanzlichen Polysacchariden, wie beispielsweise Hemicellulosen und Pektine, bekannt
(Chassard et al., 2007; Flint et al., 2012). Zusatzlich nahm die Entwicklung von neuen
genetischen Werkzeugen fiir die Anwendung in Spezies der Gattungen Bacteroides und
Phocaeicola in den letzten Jahren zu (Mimee et al., 2015; Jones et al., 2020; Lick &

Deppenmeier, 2022; Neff et al., 2023). Die Ubertragung dieser Systeme auf P. vulgatus hat erst
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kiirzlich die Reduktion von unerwiinschten Nebenprodukten sowie eine Steigerung der

Succinat-Produktion ermdglicht (Liick, 2023).

Ein Ziel dieser Arbeit war die weitere Optimierung der Succinat-Produktion in P. vulgatus mit
Hinblick auf die Generierung eines Homosuccinat-Produzenten. Aufbauend auf den bisherigen
Ergebnissen sollten die neu etablierten genetischen Systeme fiir P. vulgatus genutzt werden,
um weitere Stoffwechselelemente in Richtung der Succinat-Produktion zu lenken. Zusatzlich
sollten weitere Vertreter der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola identifiziert werden, die
sich flr die in P. vulgatus etablierten Systeme eignen. Darauf aufbauend sollte ebenfalls deren

Eignung fiir die biotechnologische Succinat-Produktion tberpriift werden.

3.1 Optimierung der Succinat-Produktion in P. vulgatus

3.1.1 Deletion des fiir die Pyruvat-Kinase kodierenden Gens bvu_0876

Die effiziente Produktion von Plattformchemikalen, wie beispielsweise Succinat, durch
Mirkoorganismen, geht in der Biotechnologie oft mit genetischen Modifikationen des
Stoffwechsels der entsprechenden Organismen einher. Diese genetischen Veranderungen
umfassen zum Einen die Uberexpression von Genen, um so die Produktausbeute zu
optimieren, und zum Anderen das Ausschalten der Stoffwechselwege unerwiinschter
Nebenprodukte durch die Deletion entsprechender Gene. In vorherigen Studien wurden in
P. vulgatus bereits die Gene der Methylmalonyl-CoA-Mutase (MM-CoA-Mutase, bvu_0309-
0310), der D-Lactat-Dehydrogenase (LDH, bvu_2499) und der Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL,
bvu_2880) deletiert (Liick, 2023). Diese Arbeit resultierte im Stamm P. vulgatus A0309-0310
02499 NA2880 (P. vulgatus 3xKO), welcher ausschliefRlich Succinat und Acetat als
Stoffwechselendprodukte bildet. Zusatzlich zur Eliminierung der unerwiinschten
Nebenprodukte von Propionat, Lactat und Formiat, erhohten die genannten Deletionen die

Succinat-Ausbeute (Llick, 2023).

Daran angeknlipft wurde in dieser Arbeit versucht, ausgehend von P. vulgatus 3xKO, die

Produktion von Acetat als letztes Konkurrenzprodukt von Succinat, auszuschalten.

Die Unterbindung der Acetatbildung im Stoffwechsel von P vulgatus bietet mehrere
Angriffsmoglichkeiten. In dieser Arbeit wurde zunachst versucht zu Beginn des fermentativen
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Astes die Transphosphorylierung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat (Pyr) und ATP zu
verhindern. Hierfir wurde das fir die Pyruvatkinase kodierende Gen bvu_ 0876 als
Deletionsziel gewahlt. Durch diese Deletion sollte samtliches durch die Glykolyse gebildete

Pyruvat vollstandig in die anaerobe Respiration zur Bildung von Succinat geleitet werden.

Hierflr wurde das von Neff et al. (2023) etablierte markerlose Deletionssystem fiir P. vulgatus
verwendet. Dieses System basiert auf zwei aufeinanderfolgenden homologen
Rekombinationen, welche zwischen dem Plasmid und der genomischen DNA stattfinden. Die
anschlieffende Gegenselektion basiert auf der Nutzung von Saccharose und der urspriinglich
aus B. subtilis stammenden Levansucrase SacB (EC 2.4.1.10) (Kapitel 2.4.1.3 aus Material und
Methoden) (Neff et al., 2023).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur markerlose Deletion von bvu_0876 das Plasmid
pMM656_A0876 generiert (Abb. 3 A). Grundlage fiir dessen Konstruktion bildete das Plasmid
pMM656_sacB (Neff et al., 2023).

3000 bp -

pMM656_A0876 2000 bp -
6869 BP 1500 bp -

1000 bp -

500 bp -

Abbildung 3: Konstruktion des Plasmids pmm656_A0876. (A) Plasmidkarte des konstruierten Vektors

pMMG656_A0876 zur Deletion des Gens bvu_0876 in P. vulgatus 3xKO. Auf dem Plasmid befinden sich
die jeweils 1000 bp lange up- und downstream-Region von bvu_0876 fiir die homologe Rekombination.
Aulerdem befindet sich auf dem Plasmid der Promotor des Gens bvu_2499 (p2499). Dieser initiiert die
Transkription des sacB-Gens, welches als Gegenselektionsmarker dient. Die Ampicillin-
Resistenzkassette (AmpR) dient der Selektion von E. coli und die Erythromycin-Resistenzkassette
(erm@G) der Selektion von Bacteroides-Spezies. OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication fur
E. coli. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der korrekten Assemblierung der up- und
downstream-Region von bvu_0876 in pMM656_sacB. Die verwendeten Primerpaare pMM656sacB
seq_fw/rev sowie scr-pmm656_up_fw/rev binden jeweils in dem Plasmidriickgrat und flankieren die
Gensequenz von sacB (Spur 1) beziehungsweise die up-down-Sequenz von bvu_0876 (Spur 2). M =1
kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

61



3. Ergebnisse

Die genaue Durchfiihrung der Klonierung und Deletion ist in den Kapiteln 2.4.9 und 2.4.13 in
Material und Methoden beschrieben. Als homologe Bereiche fiir die Rekombination wurden
1000 bp upstream (up) und 1000 bp downstream (down) von bvu_0876 gewahlt. Diese wurden
aus P wvulgatus unter Nutzung der Primerpaare up_3787_fw/rev (up-Sequenz) sowie

down_3787_fw/rev (down-Sequenz) (Tab.7) amplifiziert.

Nach der Generierung und Transformation des Konstruktes in E. coli 32155, wurde die korrekte
Assemblierung von pMM656_A0876 mittels Kolonie-PCR (Abb. 3 B) und Sequenzierung
Uberprift. Zum Einen wurde mit dem Primerpaar pMM®656sacB seq_fw/rev (Tab. 7) das sacB-
Gen (1965 bp, Spur 1) nachgewiesen und zum anderen erfolgte der Nachweis der richtigen
Assemblierung der up- und downstream-Region von bvu_0876 in den Vektor (2490 bp, Spur 2)
Uber die im Plasmidrickgrat bindenden Oligonukleotide scr-pmm656_up_fw/rev (Tab. 7). In
einem nachsten Schritt wurde der Vektor pMM656_A0876 Uiber biparentale Konjugation aus
dem Donor Stamm E. coli 82155 in P. vulgatus 3xKO transferiert. Im Anschluss wurde mittels
Kolonie-PCR die genomische Integration des Plasmids Gber den Nachweis des Gens sacB in
P. vulgatus 3xKO Uberprift und somit die erste homologe Rekombination bestatigt (Abb. 4).
Hierfir wurden die Primer pMM656sacB_seq fw/rev (Tab. 7) genutzt, welche den
Erwartungen entsprechende ein 1965 bp groRRes Fragment erzeugten (Abb. 4, Spur 1). Da sich
das Plasmid nicht im Wildtyp-Stamm befand, konnte dementsprechend kein Fragment

amplifiziert werden (Abb. 4, Spur 2).

" - 3000 bp

- 2000 bp
- 1500 bp

- 1000 bp

- 500 bp

Abbildung 4: Kolonie-PCR zum Nachweis der ersten homologen Rekombination von pMM656_A0876
in das Genom von P. vulgatus 3xKO. Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis von sacB in der ersten
homologen Rekombinanten (Spur 1) und in P. vulgatus 3xKO (Spur 2). Die verwendeten Primer
pMMe656sacB seq_fw/rev binden in dem Plasmidriickgrat und flankieren die Gensequenz von sacB.
M =1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).
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Im Anschluss an die Integration des Plasmids pMM656_A0876 in das Genom von
P. vulgatus 3xKO erfolgte die Initialisierung der zweiten homologe Rekombination. Da es sich
bei den Kolonien auf den saccharosehaltigen Platten sowohl um Deletionsmutanten als auch
Revertanten handeln konnte, wurde die Deletion von bvu_0876 mittels PCR (Abb. 5)
nachgewiesen. Zusatzlich wurde mittels Sequenzierung (Abb.5) Gberprift, ob die Deletion

basengenau erfolgt war.

A P. vulgatus WT B P. vulgatus 3xKO A0876

M 1 2 3 4 5 6

3000 bp - 3000 bp -

2000 bp - 2000 bp -

1000 bp - 1000 bp -

500bp - S00bp -
C

5 5 6

P. vulgatus 3xKO up bvu_0876 down

P. vulgatus 3xKO A0876 %

D
Sequenzierung AGGTATAATATAAGGTGATAAGATTAATAGAAGATAGGAATGAAAGAAAC

Erwartete Sequenz AGGTATAATATAAGGTGATAAGATTAATAGAAGATAGGAATGAAAGAAAC
Ik kkk Kk K kk K kkk ok kk ok ke kk K kk ok k kk ok kk K kok ok k kk ok kok ok kkkk ok k

Abbildung 5: Kolonie-PCR und Sequenzierung zum Nachweis der Deletion von bvu_0876 (Pyruvat-
Kinase) in P. vulgatus 3xKO. (A) und (B) Agarosegel zum Nachweis von bvu_0876 (Spur 5 und 6) in
P. vulgatus WT (A) und Kolonien nach der zweiten homologen Rekombination in P. vulgatus 3xKO (B).
Die verwendeten Primer 16S_Bac fw/rev binden innerhalb der 16S RNA von Bacteroides-Spezies (Spur
1). Die Primer gPCR_bvu0309 fw/rev (Spur 2), qPCR_LDH fw/rev (Spur 3) sowie gPCR_bvu2880 fw/rev
(Spur 4) binden innerhalb der Gene der MM-CoA-Mutase, der LDH und der PFL. Die in Spur 5
verwendeten Primer gPCR_BVUO0876 for/rev binden innerhalb des Gens bvu_0876. Die Primer
scr_KO_BVUO0876_for/rev (Spur 6) flankieren den Deletionsbereich. M = 1 kb DNA-Marker (NEB,
Frankfurt am Main, Deutschland). (C) Schematische Darstellung der chromosomalen DNA in
P.vulgatus 3xKO und in P vulgatus 3xKO A0876 sowie der Bindungsbereiche der Primer.
(D) Sequenzierung des Deletionsbereiches zur Bestatigung der Deletion des Gens bvu_0876 in der
chromosomalen DNA von P. vulgatus 3xKO A0876.
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Mittels 16S-spezifischer primer wurde nachgewiesen, dass es ich bei den untersuchten
Kolonien um P. vulgatus handelte. Zusatzlich wurde gezeigt, dass es sich bei dem verwendeten
Stamm um P. vulgatus 3xKO handelte, da die Gene der MMCM, PFL und LDH nicht mehr
vorhanden waren (Abb. 5 B, Spur 1-3). Die verwendeten Primer qPCR_BVUO0876_for/rev
(Tab.7) binden innerhalb des Gens bvu_0876 (Abb. 5 C,6) und bildeten in P. vulgatus 3xKO ein
Fragment von 178 bp (Ab.5 A, Spur 5). ErwartungsgemaR konnte dieses Fragment in der
Deletionsmutante nicht amplifiziert werden (Abb. 5 B). Die Primer scr_KO_BVUO0876_fw/rev
(Tab.7) flankierten den Deletionsbereich (Abb. 5 C,6). Wahrend das so erzeugte Fragment in
P. vulgatus WT eine GroRe von 2582 bp (Abb. 5 A, Spur 6) hatte war das Fragment aus
P. vulgatus 3xKO A0876 mit 1118 bp (Abb. 5 B, Spur 6) deutlich kleiner. Somit wurde die
Deletion von bvu_0876 nachgewiesen. Eine darauffolgende Sequenzierung (Abb. 5, D) unter
Verwendung der Primer scr_KO _BVU0876_fw/rev (Abb. 5 C, 6) bestatigte die markerlose
Deletion von bvu_0876 aus dem Genom von P. vulgatus 3xKO und somit die Generierung von

P. vulgatus 3xKO A0876.

3.1.1.1 Phdnotypanalyse von P. vulgatus 3xKO A0876

Nachdem der erwiinschte Genotyp generiert wurde, sollte der Phanotyp von
P. vulgatus 3xKO A0876 naher untersucht werden. Da das Ziel der Deletion von bvu_0876 die
Unterbindung der Acetat-Produktion war, wurde erwartet, dass der neue Stamm dieses
Endprodukt nicht mehr bilden konnte. Daraus resultierend war eine moégliche Erhohung des
Succinat-Ertrags zu erwarten. Um diese Erwartungen zu Uberprifen, wurden in einem
nachsten Schritt die Bildung der Stoffwechselendprodukte von P. vulgatus 3xKO A0876 mittels
HPLC untersucht (Abb. 6 A). Gegen die Erwartungen wurde Acetat weiterhin im Uberstand der
Kultur detektiert (Abb. 6 A). Um festzustellen, ob die Deletion irgendeine Auswirkung auf die
Acetat-Produktion  hatte, wurden zusatzlich die Stoffwechselendprodukte von
P. vulgatus 3xKO A0876 und P. vulgatus 3xKO verglichen (Abb. 6 B). Hierflir wurden jeweils 7
Kulturen auf minimal Medium mit 18 mM Xylose (DMMX) kultiviert und die Uberstinde mittels
HPLC analysiert. Doch auch hier konnten keine Unterschiede detektiert werden. Mit
11,9 + 2,2 mmol/g TG produzierte die Deletionsmutante vergleichbare Mengen Acetat wie

P. vulgatus 3xKO (11,2 + 2,7 mmol/g TG). Auch hinsichtlich der Succinat-Produktion konnte
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zwischen P. vulgatus 3xKO A0876 (8,4 + 2,3 mmol/g TG) und dem Ausgangsstamm (8,6 + 1,3

mmol/g TG) keine Verdanderung festgestellt werden (Abb. 6 B).

A Succinat B 20—
o mm 3xKO
* = =3 3xKO A0876
E 15—
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¢ 2 10
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Abbildung 6: Stoffwechselendproduktbildung in P. vulgatus 3xKO und P. vulgatus 3xKO A0876. (A)
HPLC-Chromatogramm der Stoffwechselendprodukte in P. vulgatus 3xKO A0876. (B) Vergleich der
Endprodukte zwischen P. vulgatus 3xKO und P. vulgatus 3xKO A0876. Jeweils 7 Kulturen der beiden
Stamme wurden auf DMMX-Medium (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
exponentiellen Phase geerntet. Der Uberstand der Kultur wurde mittels HPLC analysiert. Die
Konzentrationen der Stoffwechselendprodukte wurden mit dem Trockengewicht der entsprechenden
Kulturen verrechnet. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Da die Ergebnisse keine Abweichungen in der Acetatproduktion von P. vulgatus 3xKO A0876
zum Ausgangsstamm zeigten musste davon ausgegangen werden, dass entweder die
Pyruvatkinase in P. vulgatus nicht hauptverantwortlich in der Umwandlung von PEP zu Pyruvat
ist oder in dem Organismus ein weiteres Enzym produziert wird, welches bei Fehlen der

Pyruvatkinase deren Aufgabe Gbernehmen kann.

3.1.1.2 Heterologe Produktion der Pyruvat:Ortophosphat-Dikinase (BVU_3358) in E. coli

Da die Deletion des fiir die Pyruvat-Kinase kodierenden Gens keinen Effekt auf die Acetat-
Produktion zeigte, wurde angenommen, dass ein anderes Enzym in P. vulgatus in der Lage ist,
PEP zu Pyruvat umzusetzen. Ein Enzym, was diese Aufgabe in P. vulgatus libernehmen kénnte,
ware die Pyruvat:Ortophosphat-Dikinase (PPDK, BVU 3358). Dieses Enzym spielt

typischerweise in der Glukoneogenese eine wichtige Rolle, indem es Pyruvat zu PEP
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umwandelt. Allerdings wurde auch die umgekehrte Richtung von PEP zu Pyruvat unter Bildung
von ATP bereits in mehreren Organismen beschrieben (Varela-Gémez et al., 2004; Taillefer et
al., 2015; Olson et al., 2017). Daran angeknipft wurde in dieser Arbeit untersucht, ob dieses
Enzym in P. vulgatus die Aufgabe der Pyruvatkinase ibernehmen kénnte. Dazu wurde zunachst
mittels Transkriptanalyse untersucht, ob das entsprechende Gen bvu_3358 in P. vulgatus

zusatzlich zu bvu_0876 exprimiert wird.

Hierflr wurde P. vulgatus 3xKO in DMMX-Medium kultiviert, die RNA der Zellen wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase extrahiert und mittels RT-gPCR analysiert. Als Referenzgen

diente das fiir das ribosomale Protein L23 kodierende Gen (/23).
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Abbildung 7: Transkriptanalyse der Gene der Pyruvat-Kinase und Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase in
P. vulgatus 3xKO und in P. vulgatus 3xKO A0876. (A) Dargestellt ist die relative Transkriptmenge der
Gene bvu_0876 und bvu_3358 im Vergleich zum Referenzgen 123 in P. vulgatus 3xKO (Schwarz) und
P. vulgatus 3xKO A0876 (grau). Zur Auswertung wurde der ACT-Wert zwischen den jeweiligen Genen
von Interesse und dem Referenzgen /23 berechnet und anschlieRend mit der Formel 22" das Verhiltnis
der mRNA-Abundanz ermittelt. (B) Gezeigt ist die mRNA-Abundanz von bvu_0876 und bvu_3358 in
P. vulgatus 3xKO A0876 normiert auf die von P. vulgatus 3xKO (1, schwarze Linie). Zur Berechnung
wurde ausgehend vom ACT-Wert der AACT-Wert bestimmt und darauf die Formel 222" angewendet.
Die dargestellten Experimente wurden jeweils in drei technischen Replikaten aus RNA-Prdparaten aus
zwei verschiedenen Kulturen durchgefiihrt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken
dargestellt.

Im Wildtyp-Stamm lag die Transkriptabundanz von bvu_0876 im Vergleich zum Referenzgen
123 bei 0,11 £ 0,04 (Abb. 7, A). Die Abundanz von bvu_3358im Vergleich zu /123 betrug hingegen
nur 0,01 + 0,003 (Abb. 7, A). Diese Ergebnisse der Transkriptanalyse bestatigten, dass

bvu_3358 auch in P. vulgatus exprimiert wird, wenn auch in einer geringeren Menge als
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bvu_0876 (Abb. 7, A). Diese Erkenntnis erhohte die Wahrscheinlichkeit, dass das Enzym

tatsachlich die Pyruvatkinase ersetzen kdnnte.

Im Zuge dieser Untersuchungen, wurde die Transkript-Abundanz beider Gene auch in der neu
generierten Deletionsmutante P. vulgatus 3xKO A0876 analysiert. ErwartungsgemaR konnte in
dieser Mutante kein Transkript von bvu_0876 detektiert werden (Abb. 7, A). Allerdings war
auffallig, dass die Transkript-Abundanz von bvu_3358 in diesem Stamm mit 0,02 £ 0,03 im
Vergleich zu P. vulgatus 3xKO, welcher noch tber ein PPDK-Gen verfligte, erhoht war (Abb. 5,
A). Um dies zu verdeutlichen, wurde die Transkript-Abundanz von P. vulgatus 3xKO A0876 auf
die von P. vulgatus 3xKO normiert (Abb. 7, B). Letztere ist als gestrichelte Linie bei 1 dargestellt.
Aus diesen Daten ging hervor, dass bei fehlender Expression von bvu_0876, die mRNA-
Abundanz von bvu_3358 1,6 £ 0,2-mal so hoch ist, als bei vorhandenem bvu_0876 (Abb. 7, B).
Zusammenfassend zeigten die Daten der Transkriptanalyse, dass die PPDK in P. vulgatus auch
unter normalen Bedingungen mit Xylose als Substrat exprimiert wird. In Folgeexperimenten
sollte nun Uberprift werden, ob BVU_3358 die Umwandlung von PEP zu Pyruvat katalysieren

kann.

Um die PPDK aus P. vulgatus genauer untersuchen zu kénnen und festzustellen, ob das Enzym
tatsachlich die Reaktion in beide Richtungen katalysieren kann, erfolgte eine heterologe
Produktion und Aufreinigung des Enzyms. Hierfir wurde das Gen bvu_3358 in den
Uberexpressionsvektor pASK_IBA 5 (pASK5) kloniert und in E. coli DH5a eingebracht.
AnschlieBend erfolgte eine heterologe Produktion und affinitdtschromatographische
Aufreinigung von BVU_3358. Fiir die Klonierung wurde das Gen bvu_3358 unter Verwendung
der Primer pASK5 _bvu3358 fw und pASK5 bvu3358 (Tab.7) aus dem Genom von P. vulgatus
amplifiziert. Uber das Primer-Design wurde vor und nach der amplifizierten Nukleotidsequenz
eine Bsal-Schnittstelle eingebaut. Darauf folgten ein Verdau des Amplifikats und des Vektors
durch Bsal und eine anschliefende Ligation. Das so generierte Plasmid paskK5_bvu_3358 (Abb.
8, A) wurde mittels Hitzeschock in E. coli DH5a transferiert. Unter Verwendung der Primer
pASK_fw /rev in einer Kolonie-PCR konnte erwartungsgemal ein 2943 bp groRes Fragment
amplifiziert und somit die korrekte Klonierung und der Transfer des Plasmids nachgewiesen

werden (Abb. 8, B).
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Abbildung 8: Plasmidkarte des Konstruktes pASK5_bvu_3358, Nachweis des Konstruktes in E. coli
DH5a und SDS-Page Analyse von bvu_3358. (A) Plasmidkarte des erstellten Vektors pASK5 _bvu_ 3358
fur die heterologe Uberproduktion von bvu_3358 in E. coli DH5a. Die Ampicillin-Resistenzkassette
(AmpR) dient der Selektion in E. coli. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis des Konstruktes
pPASKS5_bvu_3358 in E. coli DH5a. Die verwendeten Primer pASK_for und pASK_rev binden jeweils im
Plasmidriickgrat und flankierten die Sequenz von bvu_3358. M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland). (C) SDS-Page des aufgereinigten Proteins BVU_3358. M: Precision Plus Protein™
Unstained Protein Standards (Bio Rad, Temse, Belgien).

Als nachstes erfolgte die heterologe Produktion des Enzyms gefolgt von der Aufreinigung
mittels Affinitatschromatographie tiber den an BVU_3358 N-terminal fusionierten Strep-Tag.
Mittels Proteinquantifizierung (Bradford, 1976) wurde eine Proteinausbeute von 4,5 mg/ml
gemessen. Zusatzlich wurde die Reinheit der Elutionsfraktion mittels SDS-Page analysiert.
Dabei wurde eine deutliche Bande bei 99 kDa detektiert, welche der berechneten GroRe der

PPDK entsprach (Abb. 8, C).

3.1.1.3 Charakterisierung der Pyruvat:Ortophosphat-Dikinase (BVU_3358)

Im Folgenden wurde die Funktionalitdit des Proteins BVU_3358 in einem Enzymassay
untersucht. Das Enzym PPDK katalysiert unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) die
Reaktion von Pyruvat zu PEP, wobei Adenosinmonophosphat (AMP) und Pyrophosphat (PPi)
freigesetzt werden (Evans & Wood, 1968) (Abb. 9). In der Riickreaktion wird unter Verbrauch
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von PPi und AMP, PEP zu Pyruvat und ATP umgesetzt. Als Cofaktor bendtigt das Enzym
Magnesium (Mg?*) (Evans & Wood, 1968).

ATP AMP o
0 Pi PPi
e/ HO O
H3C < > HO—\P/ OH
OH PPDK " CH
2
o 0
Pyruvat Phosphoenolpyruvat

Abbildung 9: Reaktionsgleichung nach Evans und Wood (1968) der Umwandlung von Pyruvat zu PEP
sowie die Riickwartsreaktion durch die Katalyse der PPDK. ATP: Adenosin-Tri-Phosphat; AMP:
Adenosin-Mono-Phosphat; Pi: Phosphat; PPi: Pyrophosphat; PPDK: Pyruvat:Orthophosphat-Dikinase.

Die Bildung beziehungsweise der Verbrauch von PPi kann nach einer modifizierten Methode
von Putnins und Yamada (1975) in einem diskontinuierlichen kolorimetrischen Assay
nachgewiesen werden. Dieser Nachweis basiert auf der Reaktion von PPi mit Molybdat zu
einem blauen Molybdat-PPi-Komplex unter sauren Bedingungen, dessen Absorption bei einer
Wellenlange von 580 nm gemessen werden kann. Mit Hilfe einer Eichgeraden wurde Uber die
Absorption die Freisetzung von PPi und somit die Entstehung von PEP (Abb. 10 A) oder der
Verbrauch von PPi und somit die Entstehung von Pyruvat (Abb. 10 B) quantitativ gemessen.
Die Reaktion erfolgte bei 37°Cin 1 M Tris/HCI Puffer und unter dem Einsatz von 50 pg Protein.
Anhand der Freisetzung von PPi ausgehend von Pyruvat (Abb. 10 A) wurde gezeigt, dass die
PPDK von P. vulgatus in der Lage ist Pyruvat in PEP umzusetzen. Zusatzlich konnte bestatigt
werden, dass die entgegengesetzte Reaktion von PEP zu Pyruvat unter dem Verbrauch von PPi
ebenfalls von BVU_3358 katalysiert wird (Abb. 10 B). Bei der Reaktion von PEP zu Pyruvat
konnte bereits nach einer Inkubationszeit von 4 min eine Abnahme an PPi gemessen werden.
Nach einer Reaktionszeit von 30 min kam die Reaktion zum Erliegen, und es konnte kein PPi
mehr nachgewiesen werden, da die anfanglichen 0,5 mM PPi vollstandig aufgebraucht waren
(Abb. 10 B). In der Reaktion von Pyruvat zu PEP wurden nach 160 min Reaktionslaufzeit erst
0,03 mM PPi gebildet (Abb. 10 A). Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten des PPi-
Molybdatkomplexes (4,95 mM™ cm™) und der Absorptionsveranderung tiber die Zeit (AE/min)

wurde erst die Volumen- und daraufhin die spezifische Aktivitat von BVU 3358 in beiden
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Reaktionsansatzen bestimmt. Die Berechnung erfolgte, wie in Kapitel 2.6.4 (Material und
Methoden) beschrieben. Fiir die Umsetzung von Pyruvat zu PEP wurde fiir BVU_3358 eine
spezifische Aktivitat von 3,2 U/mg bestimmt. Fir die Rickreaktion von PEP zu Pyruvat betrug
die spezifische Aktivitat 157,6 U/mg.

0,000 = T | T | T | T 1
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Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 10: Nachweis von Pyrophosphat (PPi) zur Untersuchung der Aktivitdt von BVU_3358. (A)
Freisetzung von PPi wahrend der Umwandlung von Pyruvat zu PEP durch BVU_3358. (B) Verbrauch von
PPi durch die von BVU_3358 katalysierte Umsetzung von PEP zu Pyruvat. Beide Reaktionsansdtze
enthielten 50 pg Protein, 1M Tris-HCL (pH 7,4) und wurden bei 37°C inkubiert. Jeweils 10 mM Pyruvat
und ATP (A) beziehungsweise PEP und AMP (B) dienten als Substrat. In B wurden zusatzlich 0,5 mM PPi
als Substrat eingesetzt. In regelmalligen Abstdanden wurden Proben entnommen, die Reaktion
abgestoppt und wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben weiterverarbeitet. Nach der Messung der Absorption
bei einer Wellenldange von 580 nm wurden die entsprechenden Konzentrationen iiber eine Eichgerade
berechnet.

Diese Ergebnisse lieRen schlussfolgern, dass die PPDK aus P. vulgatus durchaus in der Lage ist
die Funktion der Pyruvatkinase zu tGibernehmen und so die Bereitstellung von Pyruvat fir den
fermentativen Ast zu sichern. Anhand des auffilligen Unterschieds in den ermittelten
spezifischen Aktivitdten kann angenommen werden, dass die Umsetzung von PEP zu Pyruvat

der primaren Reaktion der PPDK entspricht.
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3.1.2 Weitere Ansatze zur Unterbindung der Acetat-Produktion in P. vulgatus

3.1.2.1 Deletionsversuch der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (BVU_3787)

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass die Deletion des Gens fiir die Pyruvat-Kinase
(bvu_0876) keinen Einfluss auf die Acetatproduktion von P. vulgatus 3xKO hatte. Daher wurde
im weiteren Verlauf das nachste Gen im Stoffwechselweg, bvu_3787, genauer untersucht.
Dieses Gen kodiert eine Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR). Die PFOR katalysiert die
Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO; unter Freisetzung von reduziertem Ferredoxin
(Fdreq). Die Deletion von bvu_3787 sollte die entsprechende Umsetzung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA verhindern. Da in P. vulgatus 3xKO auch das Gen der Pyruvat:Formiat-Lyase (pf])
bereits deletiert wurde, sollte es somit keinen moglichen Weg zur Bildung von Acetat mehr

geben. Zur Deletion von bvu_3787 wurde der Vektor pMM656_A3787 (Abb. 11 A) generiert.

pMM656_A3787 3000bp -

2000 bp -
1500 bp -

1000 bp -

6859 bp

500bp -

Abbildung 11: Konstruktion des Vektors pMM656_A3787. (A) Plasmidkarte des konstruierten Vektors
pMM656_A3787 zur Deletion des Gens bvu_3787 in P. vulgatus 3xKO. Auf dem Plasmid befinden sich
die jeweils 1000 bp lange up- und downstream-Region von bvu_3787 fiir die homologe Rekombination.
AuBerdem befindet sich auf dem Plasmid der Promotor des Gens bvu_2499 (p2499). Dieser initiiert die
Transkription des sacB-Gens, welches als Gegenselektionsmarker dient. Die Ampicillin-
Resistenzkassette (AmpR) dient der Selektion von E. coli und die Erythromycin-Resistenzkassette
(ermG) der Selektion von Bacteroides-Spezies. OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication fir
E. coli. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der korrekten Assemblierung der up- und
downstream-Region von bvu_3787 in pMMG656_sacB. Die verwendeten Primerpaare scr-
pmm656_up_fw/down_rev binden jeweils in dem Plasmidriickgrat und flankieren die up-down
Sequenz. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).
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Hierflr wurde wie zuvor das Plasmidriickgrat von pMMG656_sacB mit 1000 bp der up- und
downstream flankierenden Region von bvu_3787 assembliert. Die Amplifizierung der up- und
downstream-Region erfolgte mit Hilfe der Primer up_3787_fw/rev sowie down_3787_fw/rev
(Tab. 7). Die Durchfiihrung der Deletion erfolgte, wie in Kapitel 2.4.13 beschrieben. Uber eine
Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer scr-pmm656_up_fw und scr-pmm656_down_rev
welche jeweils im Plasmidriickgrat banden und die eingefligte Gensequenz der up- und
downstream-Region flankieren, wurde in E. coli B2155 erwartungsgemaR ein Fragment von
2490 bp amplifiziert (Abb. 11 B). Zusatzlich wurde dieses Fragment sequenziert und somit die
korrekte Klonierung des Vektors pMM656_A3787 bestatigt.

Daraufhin erfolgte der Transfer des Plasmids Uber Konjugation vom Donor-Stamm
E. coli B2155 in P. vulgatus 3xKO. Mittels Kolonie-PCR wurde schlieBlich untersucht, ob eine
erste homologe Rekombination stattgefunden hat. Die verwendeten Primer pMM656sacB
seq_fw/rev (Tab. 7) ergaben ein 1965 bp groRes Fragment (Abb. 12 A) womit die erste

homologe Rekombination nachgewiesen wurde.

Als nachstes wurde die zweite homologe Rekombination initiiert und anschlieBend die auf den
Saccharose-haltigen Platten gewachsenen Kolonie mittels PCR analysiert. Dabei dienten die
Primerpaare pMM656sacB seq_fw/rev und seq_A3787 fw/rev (Tab. 7) dem Nachweis von
sacB beziehungsweise dem Nachweis der Deletion. Letztere banden in der up- und

downstream Region von bvu_3787.

Nach einer Deletion von bvu_3787 ware ein Fragment von 2193 bp zu erwarten gewesen. Die
Nutzung der Sequenzierungsprimer ergaben jedoch unerwarteterweise ein Fragment von
5739 bp (Abb. 12 B, Spur 1), obwohl die zweite homologe Rekombination aufgrund des
fehlenden Fragmentes fiir sacB (Spur 2) nachweislich stattgefunden hatte. Dementsprechend
handelte es sich hierbei um eine Wild-Typ-Revertante. Da es sich bei allen Klonen nach der
zweiten homologen Rekombination um Revertanten handelte, war anzunehmen, dass die
Deletion von bvu_ 3787 einen letalen Effekt hatte. Moglicherweise ist dies darauf
zurlickzuflihren, dass durch das Fehlen der PFOR die Bildung von Acetyl-CoA nicht mehr

gegeben ist.
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Abbildung 12: Nachweis der ersten (A) und zweiten (B) homologen Rekombination von
pMM656_A3787 in P. vulgatus 3xKO. (A) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der Integration
von pMM656_A3787 in das Genom von P. vulgatus 3xKO. Die verwendeten Primer pMM656sacB
seq_fw/rev binden im Plasmidriickgrat und flankieren die fir sacB kodierende Sequenz. (D) Kolonie-
PCR zur Untersuchung der zweiten homologen Rekombinante. Die Primer seq_A3787 fw/rev binden
stromauf- und abwarts der up- bzw. downstream-Region im Genom von P. vulgatus (Spur 1) und die
Primer pMM®656sacB seq_fw/rev binden im Plasmidriickgrat und flankieren die fur sacB kodierende
Sequenz (Spur 2). M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Als zentrales Molekiil im Stoffwechsel ist Acetyl-CoA unter anderem wichtig flr die
Generierung von ATP durch Substratkettenphosphorylierung (Schiitze et al., 2020), fur die
Bildung von Aminosduren (Zhu et al., 2022) sowie in der Fettsdurebiosynthese (Fujita et al.,
2007). Da in der vorliegenden Arbeit keine Deletion von bvu_3787 moglich war, wurde
angenommen, dass in P. vulgatus kein Enzym vorliegt, was die Acetyl-CoA Synthese an dieser
Stelle Gbernehmen kénnte und somit das Fehlen dieses essenziellen Zwischenproduktes eine

letale Wirkung auf den Organismus hatte.

3.1.2.2 Deletionsversuch der Phospho-transacetylase (BVU_0523) und der Acetatkinase
(BVU_0524)

Um das Problem der fehlenden Acetyl-CoA Synthese zu umgehen, wurden die Phospho-trans-
Acetylase (PTA) und die Acetatkinase (ACK) fir eine mogliche Deletion ausgewahlt. Diese
beiden Enzyme kommen erst nach der Bildung von Acetyl-CoA zum Einsatz und wandeln dieses

erst in Acetyl-Phosphat und dann in Acetat um. Da sich die fiir die PTA und ACK kodierenden
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Gene bvu_0523 und bvu_0524 innerhalb eines Operons befinden, bot es sich hier an das ganze
Operon zu deletieren. Die Durchfiihrung erfolgte analog zu den vorherigen Deletionen. Um
die homologe Rekombination zu bewerkstelligen und eine Deletion des gesamten Operons zu
erlauben wurden 1000 bp der upstream-Region von bvu_0523 und 1000 bp der
downstream-Region von bvu_0524 auf das Plasmidriickgrat von pMM®656_sacB kloniert (Abb.
13 A).

3000 bp -
2000 bp -
1500 bp -

1000 bp -

500bp -

Abbildung 13: Konstruktion des Vektors pMM®656_A0523-0524. (A) Plasmidkarte des konstruierten
Vektors pMM656_A0523-0524 zur Deletion der Gene bvu_0523 und bvu_0524 in P. vulgatus 3xKO. Auf
dem Plasmid befinden sich 1000 bp der upstream-Region von bvu 0523 sowie 1000 bp der
downstream-Region von bvu_0524 fiir die homologe Rekombination. AuRerdem befindet sich auf dem
Plasmid der Promotor des Gens bvu_ 2499 (p2499). Dieser initiiert die Transkription des sacB-Gens,
welches als Gegenselektionsmarker dient. Die Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) dient der Selektion
von E. coli und die Erythromycin-Resistenzkassette (ermG) der Selektion von Bacteroides-Spezies.
OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication flr E. coli. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum
Nachweis der korrekten Asssemblierung der up- und downstream-Region von bvu_0523-0524 in
pMM®656_sacB. Die verwendeten Primerpaare scr-pmm656_up_fw und scr-pmm656_down_rev
binden jeweils in dem Plasmidriickgrat und flankieren die up-down Sequenz. M = 1 kb DNA-Marker
(NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Zur Amplifikation der beiden Inserts wurden die Primerpaare bvu_0523 up_fw/rev und
bvu_0524 down_fw/rev (Tab. 7) verwendet. Nach der Assemblierung wurde das erstellte
Konstrukt pMMG656_A0523-0524 (Abb. 13 A) mittels Elektroporation in E. coli 2155
tranformiert und mit Hilfe einer Kolonie-PCR und Sequenzierung geprift. Dies erfolgte unter

Verwendung der Primer scr-pmm656 up fw und scr-pmm656 _down rev (Tab. 7).
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Erwartungsgemal konnte ein Fragment mit einer GroRe von 2490 bp nachgewiesen werden
(Abb. 13 B). Wie zuvor erfolgte anschlieBen der Transfer des Plasmids Uiber Konjugation in

P. vulgatus 3xKO.

3000 bp -
3000 bp -

2000bp - 1000 b

1500 bp - P-

1000 bp - 500bp -

500 bp - 1 1

—_ P
up bwu 0523 bvu_0524 down

Abbildung 14: Nachweis der ersten (A) und zweiten (B) homologen Rekombination von
pMM656_A0523-0524 in P. vulgatus 3xKO. (A) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der
integration von pMM656_A3787 in das Genom von P. vulgatus 3xKO. Die verwendeten Primer
pMM656sacB seq_fw/rev binden im Plasmidriickgrat und flankieren die fiir sacB kodierende Sequenz.
(B) Kolonie-PCR zur Untersuchung der zweiten homologen Rekombinanten. Die Primer
gPCR_0523_fw/rev binden innerhalb der Nukleotidsequenz von bvu_0523 (Spur 1) und die Primer
pMMG656sacB seq_rev binden im Plasmidriickgrat und flankieren die fir sacB kodierende Sequenz
(Spur 2).M =1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Die Integration des Plasmids in das Genom von P. vulgatus 3xKO nach der ersten homologen
Rekombination konnte durch die Amplifikation von sacB (1965 bp) (Abb. 14 A) bestatigt
werden. Nach der Initialisierung der zweiten homologen Rekombination ergab die PCR mit den
Primern gPCR_0523_fw/rev (Tab. 7) unerwarteterweise ein Fragment einer GroRe von 235 bp
(Abb. 14 B, Spur 1). Dieses Ergebnis bestatigte, dass die Zielgene noch im Organismus
vorhanden waren, obwohl die zweite homologe Rekombination stattgefunden hatte und das
Plasmid aus dem Genom von P. vulgatus 3xKO entfernt worden war (Abb. 14 B, Spur 2).
Folglich entstanden wahrend der zweiten homologen Rekombination, wie bei der vorherigen

Deletion von bvu_3787, nur Wildtyp-Revertanten.
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Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.2, dass die Deletion der Gene
bvu_3787 und bvu_0523-0524 im fermentativen Ast des Stoffwechselweges von
P. vulgatus 3xKO nicht méglich war. Wahrend der zweiten homologen Rekombination wurden
jeweils nur Wildtyp-Revertanten gebildet. Dies deutete darauf hin, dass die Acetat-Produktion
in P. vulgatus eine zentrale Rolle spielt und das Ausschalten des fermentativen Astes letale
Folgen hat. Wahrend Acetyl-CoA eine zentrale Rolle als Schliisselmolekl fir die Aminosaure-
und Fettsdure-Synthese spielt (Fujita et al., 2007; Zhu et al., 2022) scheint auch die Bildung
von Acetat unverzichtbar zu sein. Moglicherweise ist dies auf die notwendige
Energiegewinnung durch Substratkettenphosphorylierung wahrend der Umsetzung von
Acetyl-CoA zu Acetat zurlickzufiihren (Schitze et al., 2020). In dem vorherigen Kapitel 3.1.1
wurde das Gen bvu_0876 deletiert, jedoch ohne Auswirkung auf die Acetat-Synthese. Somit
konnte die Synthese von Acetat als verbleibendem Nebenprodukt von Succinat in P. vulgatus

3xKo nicht eliminiert werden.

3.1.3 Regulation der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (BVU_3787)

Da das Ausschalten der Acetat-Synthese in dieser Arbeit nicht erfolgreich war, wurde im
Folgenden versucht die Acetat-Produktion zu regulieren. Ziel war es diese auf ein Minimum zu
reduzieren. Die Acetyl-CoA und Acetat-Produktion sollte flir die Aufrechterhaltung aller
Stoffwechselwege ausreichen, die Freisetzung von Acetat im Vergleich zu Succinat allerdings
vernachldssigbar sein. Fir die Regulation wurde das fiir die PFOR kodierende Gen bvu_3787
ausgewahlt. Dabei sollte die Transkription des Gens (iber einen Rhamnose induzierbaren
Promotor reguliert werden. Hierflir wurde das System von Mimee et al. (2015) verwendet.
Dieses System basiert auf dem Integrationsplasmid pMM656 und wurde erstmals in
B. thetaiotaomicron angewendet (Mimee et al., 2015). Auf dem Plasmid befindet sich das
Reporter-Gen nanoluc welches als Luciferase-Reportersystem verwendet werden kann.
Kontrolliert wird die Expression der Nanoluc-Luciferase Uber die aus B. thetaiotaomicron
stammenden Promotor-RBS-Region (Prhakipao) des Rhamnulose-Kinase-Gens (bt _3763)
(Mimee et al., 2015). Der Integrationsvektor kodiert ein R6K-OriV und ein RP4-OriT welche
eine Vervielfaltigung des Plasmids in E. coli (Donorstamm) sowie den konjugativen Transfer in

einen Akzeptorstamm (P. vulgatus) erlauben. Allerdings besitzt das Plasmid keinen OriV, der
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von Spezies der Bacteroidota erkannt wird. Somit handelt es sich bei pMM656 um einen
suicide-Vektor, welcher in Bacteroides-Spezies nicht repliziert werden kann und unter
Selektionsdruck in das Genom eingebaut werden muss. Die Integration des Vektors in das
bakterielle Genom erfolgt (iber eine sequenzspezifische Rekombination zwischen der auf dem
Plasmid befindlichen attN2-site und einer korrespondierenden genomischen attN-site (Wang
et al., 2000). Diese befinden sich in P. vulgatus jeweils am 3‘-Ende der beiden fiir die tRNASer
kodierenden Gene bvu_2451 und bvu_2094 (Lick & Deppenmeier, 2022). Die entsprechende
Rekombination und somit Integration wird lber eine auf dem Plasmid kodierte Integrase

(IntN2; NBU2 Integrase) gewahrleistet.

Eine vorherige Studie zeigte, dass dieses Konstrukt auch in P. vulgatus anwendbar ist. Die
Expression der Nanoluc-Luciferase konnte (iber verschiedene Rhamnose-Konzentrationen
beeinflusst werden und diente somit als Reportersystem zum Nachweis der Regulation des

Promotors (Liick & Deppenmeier, 2022).

In der vorliegenden Arbeit sollte durch den Austausch des nanoluc-Gens mit bvu_3787 die
Expression des PFOR-Gens liber das pMM656 System und die Rhamnose-Konzentration
reguliert werden. Die Generierung dieses Stammes benotigte mehrere Schritte, die zur

Veranschaulichung in Abbildung 15 schematisch dargestellt sind.

Schritt 1 zeigt den Ursprungszustand im Genom von P. vulgatus 3xKO mit der fur die PFOR
kodierenden Sequenz bvu_3787 und deren up- und downstream-Region. Uber die attN Site
sollte der Integrationsvektor pMM656_RP_bvu 3787, mit Hilfe der darauf kodierten NBU2
Integrase, in das Genom von P. vulgatus 3xKO integrieren (Abb. 15, 2). Auf dem Vektor kodiert
sind das fir die PFOR kodierende Gen bvu 3787 unter Regulation des Rhamnose-
induzierbaren-Promotors (RP). Nach dem Einbauen des Plasmids in das Genom sollte
bvu_3787 in doppelter Ausgabe vorliegen; einmal als genomisches Original und stromabwarts

vom Rhamnose-Promotor als Teil von pMM656_RP_bvu_ 3787 (Abb. 15, 3).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Entwicklung eines P. vulgatus Stammes mit
regulierbarer PFOR. (1) Grundzustand des Genoms von P vulgatus 3xKO. (2) Einbringen des
regulierbaren Gens bvu_3787 Uber das Integrations-Plasmid pMM656_RP_bvu_3787 und der darauf
kodierten NBU2 Integrase. (3) Zustand des Genoms nach Integration des Plasmids in der attN-site. Das
fir die PFOR kodierende Gen bvu_3787 liegt in doppelter Ausgabe vor. (4) Deletion der genomischen
Kopie von bvu_3787. (5) Endzustand des erstellten Stammes. Die Gensequenz bvu_3787 liegt nur noch
nachgeschaltet an den Rhamnosepromotor vor. RP=Rhamnose-Promotor, NBU2 Int. = NBU2 Integrase.

Nachdem zusatzlich eine regulierbare, Plasmid-vermittelte, Kopie von bvu 3787 in der
genomischen DNA vorlag (Abb. 15, 3), sollte in einem nachsten Schritt, die Ursprungssequenz
aus dem Genom deletiert werden (Abb. 15, 4). Am Ende sollte wie in Abbildung 15, Schritt 5
dargestellt nur noch die durch den induzierbaren RP regulierte Kopie von bvu_3787 vorliegen.

In den folgenden Kapiteln wird die Generierung dieses Stammes naher erlautert.

3.1.3.1 Deletion der Gene des Rhamnose-Operon (bvu_0595-0597)

Wie oben beschrieben, sollte die Expression von bvu_3787 im Folgenden lber das pMM656
System und den Rhamnose-induzierbaren Promotor reguliert werden. Allerdings musste

beachtet werden, dass P. vulgatus in der Lage ist, den Einfachzucker Rhamnose, welcher als
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Induktor des Promotors dienen sollte, zu verstoffwechseln. Die Nutzung von Rhamnose als
Wachstumssubstrat durch P. vulgatus kdnnte somit zu einer Beeintrachtigung der Induktion
des Promotors fiihren. Um dennoch eine moglichst prazise Regulation zu erméglichen, sollte
daher in einem ersten Schritt die Verstoffwechslung von Rhamnose durch P. vulgatus

unterbunden werden.

In P. vulgatus sind drei verschiedene Enzyme an der Verstoffwechslung von Rhamnose
beteiligt. Der L-Rhamnose-H*-Symporter (RS, BVU_0597) dient der Aufnahme des Zuckers
welcher anschlieRend durch die L-Rhamnose-lsomerase (RI, BVU_0596) zu Rhamnulose
umgewandelt wird. Letztere wird dann durch die Rhamnulokinase (RK, BVU_0595) zu
L-Rhamnulose-1-Phosphat weiter verstoffwechselt. Alle fiir die genannten drei Enzyme
kodierende Nukleotidsequenzen liegen in P. vulgatus innerhalb eines Operons vor. Um die
Verwertung von Rhamnose durch den Organismus zu verhindern, sollte das komplette Operon
deletiert werden. Hierfiir wurde das Konstrukt pMM656_A0595-0597 (Abb. 16 A) erstellt.
Existiert zusatzlich zu der spezifischen Rhamnose-Aufnahme Uber BVU_0597 kein
unspezifischer Weg, konnte die Deletion des fiir das RS kodierende Gen bvu_0597 dazu fiihren,
dass Rhamnose nicht nur zur Verstoffwechslung, sondern auch zur Induktion des Promotors
nicht mehr zur Verfligung steht. Um dieses Problem zu umgehen und die Rolle des RS in
P. vulgatus naher zu analysieren, sollte zusatzlich ein Stamm generiert werden, in welchem nur
die fir die RK und Rl kodierenden Gene bvu_0595 und bvu_0596 deletiert sind, die RS
allerdings normal exprimiert wird. Zur Generierung eines solchen Stammes wurde das Plasmid

pMM656_A0595-0596 (Abb. 16 B) erstellt.

Zur Deletion der beiden Gene bvu 0595 und bvu 0596 wurden die 1000 bp der
upstream-Region von bvu_0595 und 1000 bp der downstream-Region von bvu_0596 auf das
Konstrukt kloniert. Die entsprechenden Nukleotidsequenzen wurden unter Verwendung der
Primerpaare Operon_up_fw/rev und 0595/0596_down_fw/rev aus dem Genom von

P. vulgatus amplifiziert.
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Abbildung 16: Plasmidkarten der erstellten Konstrukte pMM656_A0595-0597 (A) und
pMM656_A0595-0596 (B). (A) Plasmidkarte des konstruierten Vektors pMM656_A0595-0597 zur
Deletion des kompletten Rhamnose-Operons (bvu_0595, bvu_0596 und bvu_0597) in P. vulgatus 3xKO.
Auf dem Plasmid befinden sich die 1000 bp lange upstream-Region von bvu_0595 sowie die 1000 bp
downstream-Region von bvu_ 0597 fir die homologe Rekombination. (B) Plasmidkarte des
konstruierten Vektors pMM656_A0595-0596 zur Deletion der Gene bvu_0595 und bvu_0596 in
P. vulgatus 3xKO. Auf dem Plasmid befinden sich die 1000 bp lange upstream-Region von bvu_0595
sowie die 1000 bp downstream-Region von bvu_0596 fir die homologe Rekombination. AuBerdem
befinden sich auf den Vektoren jeweils der Promotor des Gens bvu_2499 (p2499). Dieser initiiert die
Transkription des sacB-Gens, welches als Gegenselektionsmarker dient. Die Ampicillin-
Resistenzkassette (AmpR) dient der Selektion von E. coli und die Erythromycin-Resistenzkassette
(erm@G) der Selektion von Bacteroides-Spezies. OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication fur
E. coli.

Zur Deletion des kompletten Rhamnose-Operons, wurden ebenfalls die 1000 bp der upstream-
Region von bvu_0595 mit Hilfe der Primer Operon_up_fw/rev vervielfiltigt. Als downstream-
Region wurden hier 1000 bp stromabwarts von bvu_0597 gewahlt. Diese Sequenz wurde mit
Hilfe der Primer Operon_down_fw/rev amplifiziert. Beide Konstrukte wurden mittels DNA
Assembly Mastermix von NEB® assembliert. Die anschlieende Transformation in E. coli 2155
erfolgte iiber Elektroporation und die Uberpriifung der Korrekten Assemblierung mittels
Kolonie-PCR und Sequenzierung. AnschlieRend erfolgte der Transfer in P. vulgatus 3xKO jeweils
Uber Konjugation mit E. coli 2155 als Donor-Stamm. Nach der Durchfiihrung der zweiten
homologen Rekombination wurde mittels Kolonie-PCR und Sequenzierung die Deletion der

jeweiligen Gensequenzen Uberprift (Abb. 17).
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A P. vulgatus 3xKO B P. vulgatus 3xKO A0595-0596 C P. vulgatus 3xKO A0595-0597
1.2 3 4 M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 M
- 5000 bp E
- 3000 bp ) - 3000 bp
- 2000 bp g gg - 2000 bp
- 1000 bp . 1000 bp - 1000 bp
- 500 bp . 500bp - 500 bp
D 1 2 2 3 3 4 4 1
—_—r —p — —P — —P —
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Erwartete Sequenz ATTCCTTAAAATCAAAAATAAAGGCTCAATATCCAACTACAAGATTGTCT
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3xKO A0595-0597 Sequenzierung ATTCCTTAAAATCAAAAATAAAGGCAAGAATTACTATATTTGTAGCATAC

Erwartete Sequenz ATTCCTTAAAATCAAAAATAAAGGCAAGAATTACTATATTTGTAGCATAC
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Abbildung 17: Kolonie-PCR und Sequenzierung zum Nachweis der Generierung von P. vulgatus 3xKO
A0595-0596 und P. vulgatus 3xKO A0595-0597. (A) - (C) Agarosegel zum Nachweis des Rhamnose-
Operons (Spur 1) sowie der einzelnen Gensequenzen bvu_0595 (Spur 2), bvu_0596 (Spur3) und
bvu_0597 (Spur 4) in Pvulgatus 3xKo (A), P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (B) und P. vulgatus 3xKO A0595-
0597 (C). Die Primer qPCR_0595_fw/rev (2), qPCR_0596_fw/rev (3) und qPCR_0597_fw/rev (4) binden
innerhalb der kodierenden Sequenz der jeweiligen Gene. Die Primer scr_delta_Operon_fw/rev (1)
binden jeweils in der upstream-Region von bvu_0595 und der downstream-Region von bvu_0597 und
flankieren somit vollstdndig das Rhamnose-Operon. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland). (D) Schematische Darstellung der chromosomalen DNA in P vulgatus 3xKO,
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 und P. vulgatus 3xKO A0595-0597 sowie der Bindungsbereiche der
Primer. (D) Sequenzierung des Deletionsbereiches zur Bestatigung der Deletion der Gene bvu_0595
und bvu_0596 in der chromosomalen DNA von P. vulgatus 3xKO A0595-0596 sowie der Gene bvu_0595,
bvu_0596 und bvu_0597 in der chromosomalen DNA von P. vulgatus 3xKO A0595-0597.

Das Vorhandensein der einzelnen Gene wurde mit Hilfe der Primer qPCR_0595_fw/rev,
gPCR_0596_fw/rev und qPCR_0597 fw/rev, welche jeweils innerhalb der kodierenden
Sequenzen von bvu_0595 (Spur 2), bvu_0596 (Spur 3) und bvu_0597 (Spur 4) binden, geprift
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(Abb. 17). Im Gegensatz zu P. vulgatus 3xKO, welcher alle drei Fragmente mit 214 bp (Abb. 17,
A, Spur 2), 238 bp (Abb. 17, A, Spur 3) beziehungsweise 170 bp (Abb. 17, A, Spur 4) aufwies,
konnte nach Initialisierung der zweiten homologen Rekombination mit dem Plasmid
pmm656_A0595-0596 nur noch ein Fragment fir das Gen bvu_0597 nachgewiesen werden
(Abb. 17 B). Uber eine zusitzliche PCR mit den Primern scr_delta_Operon_fw/rev (1) wurde in
P. vulgatus 3xKO ein 4919 bp groRRes Fragment amplifiziert (Abb. 17 A, Spur 1). Die gleichen
Primer bildeten in dem ersten Konstrukt nur ein Fragment mit einer GréRe von 2186 (Abb. 17
B, Spur 1). Somit wurde die Deletion der Gene bvu_0595 (1479 bp) und bvu_0596 (1254 bp)
ein zweites Mal bestatigt. Die anschlieBende Sequenzierung unter Verwendung der Primer
scr_delta_Operon_fw/rev (1) bestatigte die markerlose Deletion und somit die Generierung
des Stammes P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (Abb. 17 E). Auch nach der zweiten homologen
Rekombination des Genoms mit dem Vektor pMM656_A0595-0597 war das durch die Primer
scr_delta_Operon_fw/rev amplifizierte Fragment mit 1166 bp (Abb. 17 C) deutlich kleiner im
Vergleich zum Ausgangsstamm (Abb. 17 A) und auch kleiner als in P vulgatus
3xKO A0595-0596 (Abb. 17 B). Zusatzlich konnte in diesem Stamm auch bvu_0597 nicht mehr
nachgewiesen werden. Die AnschlieRende Sequenzierung (Abb. 17 E) bestatigte auch hier die

Generierung des Stammes P. vulgatus 3xKO A0595-0597.

Zur Untersuchung der phanotypische Auswirkung der vorgenommenen Deletionen, wurden
das Wachstumsverhalten von P. vulgatus 3xKO (Abb. 18 A), P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (Abb.
18 B) und P. vulgatus 3xKO A0595-0597 (Abb. 18 C) auf minimal Medium mit Glucose und

Rhamnose als Substrat verglichen.

Die Durchfiihrung erfolgte in einer 48-Well Platte unter anaeroben Bedingungen bei 37°C. Mit
Hilfe eines Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) wurde alle 20 min
die Optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Den Erwartungen
entsprechend, nutzte der Ausgangsstamm P vulgatus 3xKO sowohl Glukose als auch
Rhamnose als Substrat (Abbildung 18 A) und erreichte eine End-OD von 0,69 auf Glucose und
0,5 auf Rhamnose. P. vulgatus 3xKO A0595-0596 erreichte mit Glucose als Substrat eine
vergleichbare OD von 0,77. Mit Rhamnose als Substrat konnte allerdings kein Wachstum
festgestellt werden (Abb. 18 B). Auch fir P. vulgatus 3xKO A0595-0597 konnte kein Wachstum
auf Rhamnose gemessen werden. Auf Glucose erreichte der Stamm eine maximale OD von

0,52 (Abb. 18 C).
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Abbildung 18: Wachstum von P. vulgatus 3xKO (A), P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (B) und P. vulgatus
3xKO A0595-0597 (C) mit Glucose und Rhamnose als Substrat. Die drei Stamme wurden auf
Minimalmedium DMM mit 10 mM Glucose (®) und 10 mM Rhamnose (®) in einer 48-Well Platte bei
37°C und unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Die optische Dichte wurde mit Hilfe eines
Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) alle 20 min bei einer Wellenlange von
600 nm (ODewonm) gemessen. Die ODgoonm Wurde gegen die Zeit aufgetragen. Die
Wachstumsexperimente erfolgten in biologischen Triplikaten. Die Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken dargestellt.

Nachdem die Stamme P vulgatus 3xKO A0595-0596 und P vulgatus 3xKO A0595-0597
generiert wurden, welche Rhamnose nicht mehr als Wachstumssubstrat nutzen konnten,
wurde in einem nachsten Schritt untersucht, ob dies tatsachlich eine prazisere Regulation
ermoglichte. Hierflr wurde erneut das oben beschriebene Plasmidsystem pMM656 (Mimee
et al., 2015) genutzt. Zur Selektion von E. coli Spezies dient die plasmidkodierte Ampicillin-
Resistenzkasette (AmpR). Zusatzlich befindet sich auf dem Plasmid von Mimee et al. (2015)
eine Erytromycin-Resistenzkassette zur Selektion von Bacteroides Spezies. Da die gleiche
Resistenzkassette allerdings schon im Deletionsvektor pMM656_sacB vorliegt, und im
spateren experimentellen Verlauf beide Plasmide zeitgleich in P. vulgatus angewandt werden
mussten, war ein Austausch der Resistenzkassette notwendig. Flir den Austausch wurde die
auf dem Plasmid pG108 kodierten, aus B. thetaiotaomicron stammende Tetracyklin-
Resistenzkassette (TetQ) (Jones et al. 2020) gewahlt und somit das Konstrukt
pMM656_TetQ_nanoluc erstellt (Abb.19 A).

Zur Klonierung des Vektors pMM656_TetQ_nanoluc wurde das Plasmidriickgrat von pMM656
mit Hilfe der Primer pMMG656bb_fwd und pMM656bb_rev amplifiziert. Die TetQ-Kasette

83



3. Ergebnisse

wurde Uber die Primer TetQ_pMM®656 fw/rev mit dem Plasmid pG108 als template
vervielfiltigt. Die Assemblierung erfolgte unter Anwendung des NEB® DNA Assembly
Mastermixes und die anschlieBende Transformation des Konstruktes in E. coli 2155 erfolgte
mittels Elektroporation. Uber eine anschlieRende Kolonie-PCR wurde die korrekte
Assemblierung der Fragmente geprift (Abb. 19 B). Die screening Primer
Scr_pMM®656_TetQ_fw/rev banden hierbei im Riickgrat von pMM®656 und flankieren die fir
TetQ kodierende Gensequenz. Die PCR ergab ein 2174 bp langes Fragment (Abb. 19 B) womit
der Einbau der Austausch der Resistenzkassette und die Generierung von

pMM656_TetQ_nanoluc bestatigt waren.

- 3000 bp

- 2000 bp
- 1500 bp

- 1000 bp

-500bp

Abbildung 19: Konstruktion des Vektors pMM656_TetQ_nanoluc (A) Plasmidkarte des konstruierten
Vektors pMM656_TetQ_nanoluc. Die auf dem Plasmid kodierte nanoluc-Sequenz kodiert eine Nanoluc-
Luciferase, welche als Reporter-System genutzt werden kann. Diese steht unter der Kontrolle des
stromaufwarts liegenden Rhamnose induzierbaren Promotors (Prnakipao). Das Plasmid kodiert zuséatzlich
eine NBU2 Integrase, welche die sequenzspezifische Rekombination zwischen der auf dem Vektor
kodierten attN2-site und einer am 3°- Ende eines der fiir tRNASer kodierenden Gene im Genom
liegenden attN-site katalysiert. R6KOriV = origin of replication; RPAQriT = origin of transfer; AmpR =
Ampicillin-Resistenzkassette; TetQ = Tetrazyklin-Resistenzkassette. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR
zum Nachweis der korrekten Assemblierung der TetQ-Resistenzkassette in das Riickgrat von pMM656.
Das verwendete Primerpaar Scr_pMM656_TetQ_fw/rev bindet in dem Plasmidriickgrat und flankiert
die Gensequenz von tetQ. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Nun erfolgte der lber biparentale Konjugation vermittelte Transfer des Integrationsvektors in
die Stamme P. vulgatus 3xKO, P. vulgatus 3xKO A0595-0596 und P. vulgatus 3xKO A0595-0597.

Die mittels Tetrazyklin selektierten Klone wurden dann mit Hilfe einer Kolonie PCR auf die
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Integration von pMM®656_TetQ_nanoluc untersucht (Abb. 20). Unter Anwendung der in
pMM656_TetQ bindenden und die nanoluc-Sequenzen flankierenden Primer screen_pmm656
_fw/rev konnte in allen drei Stammen erwartungsgemal ein Fragment von 870 bp amplifiziert
werden (Abb. 20, Spur 5)). Die Primer Bac_16S_2 for/rev dienen zum Nachweis der
Bacteroides-Spezies.  Zusatzlich  wurden  die  Primerpaare  qPCR_0595_fw/rev,
gPCR_0596_fw/rev und gPCR_0597_fw/rev genutzt, um die Integration von pMM®656_TetQ in
den jeweiligen Stammen P. vulgatus 3xKO (Abb. 20 A), P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (Abb. 20
B) und P. vulgatus 3xKO A0595-0597 (Abb. 20 C) nachzuweisen. Die Ergebnisse der Kolonie-
PCR bestatigten die Generierung der Stamme P vulgatus 3xKO_pMMG656_TetQ_nanoluc,
P. vulgatus 3xKO A0595-0596_pMM656_TetQ_nanoluc und P. vulgatus 3xKO A0595-
0597 pMM656_TetQ_nanoluc. Zur Vereinfachung werden dies Stimme im Folgenden als

3xKO_nanoluc, 3xKO A0595-0596_nanoluc und 3xKO A0595-0597 _nanoluc bezeichnet.

A B C M1 2 3 4 5
3000 bp - 3000 bp - 3000 bp -
1500 bp - 1500 bp - 1500 bp -
1000 bp - 1000 bp - 1000 bp -
500 bp - 500 bp - 500 bp -

Abbildung 20: Nachweis der Integration von pMM®656_TetQ_nanoluc in P. vulgatus 3xKO (A),
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (B) und P. vulgatus 3xKO A0595-0597 (C). Agarosegele nach Kolonie-
PCR zum Nachweis der Integration von pMM®656_TetQ_nanoluc in die verschiedenen Stamme
P. vulgatus 3xKO (A), P. vulgatus 3xKO A0595-0596 (B) und P. vulgatus 3xKO A0595-0597 (C). Die
verwendeten Primer Bac_16S_fe/rev (Spur 1) dienen dem Nachweis der Gattung Bacteroides. Die
Primer gPCR_0595_fw/rev (Spur 2), qPCR_0596_fw/rev (Spur 3) und gPCR_0597_fw (Spur 4) und rev
binden jeweils innerhalb der entsprechenden Gensequenz und dienen zum Nachweis der
Deletionsstamme. Die Primer screen_pmm656 _fw/rev (Spur 5) binden im Plasmidrickgrat und
flankieren die Nukleotidsequenz von TetQ. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland).

Wie bereits beschrieben kann die Regulation der Genexpression (iber den Rhamnose-
induzierbaren Promotor mit Hilfe von pMM®656_TetQ_nanoluc und dem darauf kodierten

Luciferase-Reportersystems untersucht werden. Das entsprechende nanoluc-Gen kodiert eine
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NanoLuc-Luciferase, welche die sauerstoffabhangige Umsetzung des Substrates Furimazin zu
Furimamid katalysiert (England et al., 2016). Wahrend dieser Reaktion kommt es zur
Freisetzung von Biolumineszenz, welche mit Hilfe eines Photodetektors detektiert werden

kann.

Durch den Rhamnose-Promotor kann lber die Rhamnose-Konzentration die Genexpression
der Nanoluc quantitativ gesteuert werden. Diese Regulation wurde im Folgenden in den
Stammen 3xKO_nanoluc, 3xKO A0595-0596_nanoluc und 3xKO A0595-0597_nanoluc getestet.
Als Referenz-Stamm wurde der Wildtyp-Stamm von P vulgatus verwendet, welcher das
nanoluc-Gen nicht kodiert. Zunachst wurden alle Stamme in PY-Medium mit 5 mM Glukose als
Substrat kultiviert. Die Inkubation erfolgte in einer 48-Well-Platte bei 37°C unter anaeroben
Bedingungen. Die optische Dichte wurde alle 20 min mit Hilfe eines Plattenlesegerates bei
einer Wellenlange von 600 nm gemessen und gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 21 A). Beim
Erreichen der stationdren Phase nach 8 h, wurde das Medium jeweils mit unterschiedlichen
Rhamnose-Konzentrationen (0-4 mM) supplementiert (Abb. 21 A, t0). Dies diente der
Induktion des Rhamnose-Promotors und folglich der Expression der Nanoluc-Luciferase. Nach
weiteren 16h Inkubation wurden die Zellen fir den Nanoluc-Assay entsprechend den

Herstellerangaben weiterverarbeitet (Abb. 21 A, tEnde).

In Abb. 21 A, ist beispielhaft das Wachstum von 3xKO_nanoluc bei 0 mM und 4 mM Rhamnose
gezeigt. Da dieser Stamm, den Zucker als Substrat nutzen kann, wurde hier erwartungsgemaR
nach der Zugabe von Rhamnose ein erneuter Anstieg der OD beobachtet, wahrend die nicht
supplementierte Kultur in der stationaren Phase verblieben ist (Abb. 21 A). Vergleicht man die
erreichten ODs der einzelnen Kulturen (Abb. 21 B), so ist zu erkennen, dass 3xKO A0595-
0596 _nanoluc und 3xKO A0595-0597 _nanoluc unabhangig von der supplementierten
Rhamnose-Konzentration immer eine maximale optische Dichte zwischen 0,53 und 0,56
erreichten. 3xKO_nanoluc hingegen, welcher den Zucker noch als Wachstumssubstrat
verwenden kann, zeigte ohne Supplementierung eine maximale OD von 0,58 welche durch die

Zugabe von Rhamnose auf 0,66 (1,5mM) und 0,73 (4 mM) anstieg.

86



3. Ergebnisse

A B

1,25 0,8-
Rhamnose tende
1o B
£084 | | e ol T
& *ﬁm £ = 0,0 mM
8 - 3 0,4+
Q ¢ ) = 1,5mM
O 044 (0]
0.2 mm 4,0 mM
]l @ e 40mM !
® o 0,0mM
0!0-"- ! | ! | ! 1 0,0 T T T
0 8 16 24
_ o\oo o\oo o\\)o
Zeit [h] & & &
< <o <o
*‘0/ ,Qb/ 9’\ /
¥ (OQQ') (,_’Q(O
Q Q
OV 0\?
= &
5 os¥

Abbildung 21: Wachstum verschiedener P. vulgatus Stimme, mit und ohne Induktion des Rhamnose-
induzierbaren Promotors, so wie maximale ODgoonm der Kulturen bei verschiedenen Rhamnose-
Konzentrationen. (A) Dargestellt ist die Durchfiihrung der Inkubation der P. vulgatus Stamme fiir den
Nanoluc-Luciferase-Assay. Die unterschiedlichen P. vulgatus Stamme wurden 8 h bis zur stationdren
Phase bei 37° C mit 5 mM Glucose auf PY-Medium kultiviert. Am Anfang der stationdren Phase wurden
unterschiedliche Rhamnose-Konzentrationen (0-4 Mm) ins Medium supplementiert (t0) und die Zellen
weitere 16 Stunden inkubiert. Die Optische Dichte wurde alle 20 min bei einer Wellenlange von 600nm
(ODeoonm) Mit Hilfe eines Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) gemessen (B)
Dargestellt ist die maximale ODgoonm zUm Zeitpunkt der Zellernte, nach der Inkubation mit
unterschiedlichen Rhamnose-Konzentrationen. Die dargestellten Experimente erfolgten in einem
biologischen Duplikat. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

In Bezug auf die Nanoluc-Aktivitat war zu erkennen, dass die gemessene Lumineszenz, mit
Ausnahme des WT, in allen Stimmen mit steigender Rhamnose-Konzentration zunahm (Abb.
22). Wurde der Promotor nicht induziert (0 mM Rhamnose) so wurde den Erwartungen
entsprechend keine Lumineszenz gemessen. Im WT, welcher das nanoluc-Gen nicht

exprimiert, wurde trotz Induktion erwartungsgemal keine Aktivitdt beobachtet (Abb. 22).
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Abbildung 22: NanolLuc-Aktivitit verschiedener P. vulgatus Stamme unter Kontrolle des Rhamnose-
induzierbaren Promotors. Die einzelnen Kulturen wurden in DMMG inkubiert und nach 8 h mit
unterschiedlichen Rhamnose-Konzentrationen supplementiert (siehe Abb. 21 A). Nach der Inkubation
mit unterschiedlichen Rhamnose-Konzentrationen wurden die Zellen lysiert. Das Zelllysat wurde
gemall den Herstellerangaben des NanoLuc®-Luciferase Assays behandelt. Die freigesetzte
Biolumineszenz mit einem Emissionsmaximum (Emax) von 460 nm wurde mit einem Infinite 200 PRO
NanoQuant Mikroplatten-Lesegerat (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) gemessen. Die
gemessenen Werte wurden auf OD 1 normalisiert und mit der eingesetzten Rhamnose-Konzentration
korreliert. Die dargestellten Experimente erfolgten in einem biologischen und technischen Duplikat.
Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. Relative light units (RLU). o: P. vulgatus
WT; e: P. vulgatus 3xKO_nanoluc ; m: P. vulgatus 3xKO A0595-0596 nanoluc; A: P. vulgatus
3xKO A0595-0597 nanoluc.

Fir den Stamm 3xKO A0595-0597 nanoluc konnte trotz Ausschalten des Rhamnose-
Symporters (BVU_0597) eine Aktivitdt der Nanoluc gemessen werden. Dies lieR darauf
schlieBen, dass zusatzlich zu der spezifischen Aufnahme Uber den RS eine unspezifische
Aufnahme von Rhamnose in P. vulgatus erfolgte (Abb. 22). Allerdings betrug die gemessene
Nanoluc-Aktivitat in diesem Stamm bei einer Promotor-Induktion mit 4 mM Rhamnose nur die
Halfte der Aktivitat (4,1x10* RLU/OD1) der Stamme 3xKO_nanoluc und 3xKO A0595-
0596 _nanoluc (1,2x10° bzw. 9,2x10* RLU/OD1). Diese Ergebnisse zeigten eindeutig die

Relevanz des RS fiir die Funktionalitdt des Rhamnose induzierbaren Promotors (Abb. 22).

Auch zwischen den Stammen 3xKO_nanoluc und 3xKO A0595-0596 nanoluc konnten
deutliche Unterschiede in der Nanoluc-Aktivitat festgestellt werden (Abb. 22). Wahrend die

maximale Aktivitat bei einer Induktion des Promotors mit 4 mM Rhamnose vergleichbar war
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(1,2x10° bzw. 9,2x10* RLU/OD1), gab es bei geringen Rhamnose-Konzentrationen (0-1 mM)
groBe Unterschiede. Bei einer Promotor-Induktion mit 0,05 mM Rhamnose lag die Aktivitat in
dem Stamm 3xKO A0595-0596_nanoluc bereits bei 3,4x10%, wihrend die gemessene Aktivitat
im Stamm 3xKO_nanoluc mit 3,2x103 RLU/OD1 10-Mal geringer war (Abb. 22). Auch durch die
Induktion von 0,1 mM Rhamnose war die Aktivitat in dem Stamm ohne funktionale RK und Rl
10-Mal hoher (5,2x10* RLU/OD1) als im Ausgangsstamm (5,0x10° RLU/OD1). Ab einer
Konzentration von 0,4 mM Rhamnose wurde der Unterschied zwischen der Nanoluc-
Expression der beiden Stamme geringer und war bei 1,5 mM gleich (Abb. 22). Die Daten
zeigten somit, dass die Deletion von bvu_0595 und bvu_0596 die Induktion des Promotors bei

geringen Rhamnose-Konzentrationen deutlich erhdhten.

Zusammenfassend zeigten die Daten aus Abbildung 22, dass der RS (BVU_0597) fir die
Regulation des Promotors notwendig ist und bvu_0597 daher nicht deletiert werden muss.
Durch die Deletion der fiir die Rl und RK kodierenden Gene bvu_0595 und bvu_0596 konnte
die fur Induktion des Promotors notwendige Rhamnose-Konzentration allerdings stark
verringert werden. Somit eignete sich der Stamm 3xKO A0595-0596_nanoluc am besten fir

die Regulation des Rhamnose-induzierbaren-Promotors.

Um eine Aussage lUber den moglichen Zusammenhang der erhohten Nanoluc-Expression in
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 nanoluc und der unterbundenen Rhamnose-Verstoffwechslung
in diesem Stamm treffen zu kdnnen, wurde zusatzlich zur Lumineszenz die im Medium
vorhandene Rhamnose-Konzentration bestimmt (Abb. 23). Diese wurde am Anfang der
Induktion (t0) und zum Zeitpunkt des Nanoluc-Luciferase Assays (Abb. 21 A, tEnde) im

Uberstand der Kulturen mittels HPLC gemessen.

In Abbildung 23 sind beispielhaft die Ergebnisse fiir die mit 0,1 mM (A), 0,4 mM (B), 0,6 mM (C)

und 4 mM (D) induzierten Kulturen dargestellt.
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Abbildung 23: Verbleibende Rhamnose-Konzentrationen nach Induktion des Rhamnose-Promotors
zur Messung der Nanoluc-Aktivitadt. Dargestellt sind beispielhaft die Induktions-Konzentration mit 0,1
mM (A). 0,4 mM (B), 0,6 mM (C) und 4 mM (D) Rhamnose am Anfang der Supplementierung (t0) und
am Ernte-Zeitpunkt der Zellen (Abb. 21 A, tEnde). Es wurden jeweils 200 pl Medium entnommen,
zentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC gemessen. Die Experimente wurden in biologischen
Duplikaten durchgefiihrt.

Die Ergebnisse bestdtigten, dass, den Erwartungen entsprechend, die Rhamnose-
Konzentration in den Kulturen 3xKO A0595-0596 _nanoluc und 3xKO A0595-0596_nanoluc im
Laufe der Inkubation nicht verringert wurde. Fir 3xKO_nanoluc konnten allerdings am Ende,
bei einer Anfangskonzentration von 0,1 mM Rhamnose, keine Uberreste mehr detektiert
werden (Abb. 23 A). Bei einer der Supplementierung mit 0,4 mM Rhamnose wurden zum
Erntezeitpunkt 0,01 mM detektiert (Abb. 23 B). Von den anfinglichen 0,6 mM, verblieb ein
Zehntel (0,08 + 0,01 mM) in der Kultur (Abb. 23 C). Das Verhiltnis der Rest-Rhamnose stieg mit
zunehmender Anfangs-Konzentration an und betrug bei einer Induktion mit 4 mM mit

2,5 + 0,7 mM Rest-Rhamnose noch mehr als die Hélfte (Abb. 23 D).
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Auffallig war hierbei, dass die Anfangs-Konzentration, bei der am Ende noch Restzucker im
Uberstand detektiert wurde, mit der Konzentration korrelierte, bei der der Unterschied
zwischen der Expression von 3xKO A0595-0596 nanoluc und 3xKO_nanoluc weniger wurde
(Vergleich Abb. 22). Die Rhamnose-Konzentrationen, welche 3xKO A0595-0596_nanoluc eine
zehn-fach hohere Nanoluc-Aktivitat vermittelten, konnten bei 3xKO_nanoluc aufgrund deren
Verstoffwechslung nicht mehr detektiert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Umsetzung von Rhamnose durch P vulgatus bei geringen Konzentrationen zu einer

schlechteren Induktion des Promotors fihrt.

Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass durch die Deletion der Gene
bvu_0595, bvu_0596 und bvu_0597 die Verstoffwechslung von Rhamnose durch P. vulgatus
unterbunden und somit die Regulation der nanoluc-Expression Uber den Rhamnose-
induzierbaren Promotor optimiert werden kann. Auch wenn der RS (BVU_0597) noch im
Genom vorhanden war, konnte die Rhamnose von P. vulgatus 3xKO A0595-0596 nicht als
Substrat genutzt werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass der RS fir die Aufnahme von
Rhamnose und somit zur Regulation des verwendeten Promotors notwendig ist.
Schlussfolgernd stellte sich heraus, dass der in diesem Kapitle generierte Stamm
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 sich am besten fiir eine Gen-Regulation Gber den Rhamnose-

induzierbaren Promotor eignet.

3.1.3.2 Integration des Vektors pMM656_RP_3787 in P. vulgatus

In dem vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass eine Regulation von Genen (iber den Rhamnose-
induzierbaren Promotor maglich ist. In einem ndchsten Schritt sollte nun die Expression des
fir die PFOR kodierenden Gens (bvu_3787) mit dem zuvor beschriebenen System reguliert
werden. Hierflir wurde das nanoluc-Gen auf dem pMM656_TetQ durch die Nukleotidsequenz
von bvu_.3787 ersetzt und so der Vektor pMM656_RP_3787 (Abb. 24 A) erstellt. Dazu wurde
unter Verwendung der Primer 656 _TetQ _RP_BB fw/rev (Tab. 7) das Plasmidrickgrat
amplifiziert. Die Gensequenz von bvu_3787 wurde mit Hilfe der Primer bvu_3787 fw/rev
vervielfaltig. Darauf folgten die Assemblierung der Fragmente und das Einbringen des
Konstruktes in E. coli B2155 mittels NEB® Assembly Master Mix und Elektroporation. Uber
Kolonie-PCR wurde die korrekte Assemblierung des Konstruktes iberpriift. Uber die Primer

scr_pMM656_TetQ_bvu378 (Tab. 7) wurde den Erwartungen entsprechend ein 4151 bp
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grolRes Fragment amplifiziert. Somit war die die korrekte Assemblierung von

pMM656_RP_3787 nachgewiesen.

pMM656_RP_3787

6878bp

Abbildung 24: Konstruktion des Vektors pMMG656_RP_3787 (A) Plasmidkarte des konstruierten
Vektors pMM656_RP_3787. Die auf dem Plasmid kodierte Sequenz von bvu_3787 steht unter der
Kontrolle des stromaufwarts liegenden Rhamnose induzierbaren Promotors (Pghakieao). Das Plasmid
kodiert zusatzlich eine NBU2 Integrase, welche die sequenzspezifische Rekombination zwischen der auf
dem Vektor kodierten attN2-site und einer am 3°- Ende eines der fiir tRNASer kodierenden Gene im
Genom liegenden attN-site katalysiert. R6KOriV = origin of replication; RP4OriT = origin of transfer;
AmpR = Ampicillin-Resistenzkassette; TetQ = Tetrazyklin-Resistenzkassette. (B) Agarosegel nach
Kolonie-PCR zum Nachweis der korrekten Assemblierung des Gens bvu_3787 in das Riickgrat von
pMM656. Das verwendete Primerpaar scr_pMM656_TetQ_Bvu_3787 fw/rev bindet in dem
Plasmidriickgrat und flankiert die Gensequenz von tetQ. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland).

Mittels  biparentaler Konjugation wurde das neu generierte Konstrukt in
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 transferiert (Abb. 25 A). Zum Nachweis der Integration des
Vektors in das Genom von P. vulgatus 3xKO A0595-0596 wurden die Primer attB_for und
TetQ_pMM®656_rev verwendeten. Der foward Primer band hierbei im Genom von P. vulgatus,
stromaufwarts von der attN-site. Der reverse-Primer band auf dem Plasmidriickgrat, hinter der
fiir tetQ sequenzierenden Sequenz. Wurde das Plasmid in die genomische DNA von P. vulgatus
eingebaut, so war ein Fragment von 2313 bp zu erwarten. Wahrend das gewiinschte Signal im
Wildtypstamm nicht vorhanden war (Abb. 25 B), konnte es in dem neu generierten Stamm

detektiert werden (Abb. 25 C, Spur 2).
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Abbildung 25: Rekombination des Plasmids pMM656_RP_3787 in das Genom von P. vulgatus und
Kolonie-PCR zum Nachweis der Integration. (A) Schematische Darstellung der NBU2 Integrase
vermittelten sequenzspezifischen Rekombination zwischen der auf dem Vektor pMM656_RP_3787
kodierten attN2-site und einer am 3'- Ende eines der fiir tRNASer kodierenden Gene (bvu_2094/2451)
im Genom liegenden attN-site. Die Pfeile und die zugehorigen Zahlen veranschaulichen die Binde stelle
der in B und C verwendeten Primer. RP = Rhamnose induzierbarer Promotor, TetQ = Tetrazyklin-
Resistenzkassette, AmpR = Ampicillin-Resistenzkassette, NBU2 Int. = NBU2 Integrase. (B) Agarose-Gel
nach PCR auf den Wildtyp-Stamm. (C) Agarose-Gel nach Kolonie-PCR zum Nachweis der Integration von
pMM656_RP_3787 in P. vulgatus 3xKO A0595-0596. Die verwendeten Primer 16S_Bac fw/rev binden
innerhalb der 16S RNA von Bacteroides-Spezies (Spur 1). Die Primer attB_for und TetQ_pMM®656_rev
(Spur 2) binden im Genom (foward-Primer) beziehungsweise auf dem Plasmidriickgrat (rev) und
ergeben somit nur ein Fragment, wenn eine Integration des Plasmids in die genomische DNA
stattgefunden hat. Die Primer scr_pMM®656_TetQ_Bvu378_fw/rev binden jeweils im Plasmidriickgrad
und flankieren die Gensequenz des RP mit nachgeschaltetem bvu_3787 (Spur 3).
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Als zusatzlicher Nachweis wurden die Primer scr_pMM656_TetQ_Bvu378_fw/rev angewendet
um das Vorhandensein von bvu 3787 mit dem vorgeschalteten Rhamnose-Promotor
nachzuweisen. Auch hier konnte das erwartete Fragment von 4151 bp im neuen Stamm aber
nicht im WT gefunden werden (Abb. 25 B und C, Spur 3). Zum Nachweis, dass es sich bei der
selektierten Kolonie um P. vulgatus handelte, wurden die Primer Bac_16S2_fw und rev
verwendet (Abb. 25 B und C, Spur 1). Aullerdem wurde mit den jeweiligen gPCR-Primern,
welche innerhalb der spezifischen Gene binden, gezeigt, dass das Plasmid in den Stamm
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 eingebracht wurde (Abb. 25 B, Spur 2-7). Damit wurde die
Generierung des Stammes P. vulgatus 3xKO A0595-0596 pMMG656_TetQ_RP_3787 (3xKO
RP_3787) nachgewiesen.

Nach der Erstellung des Stammes 3xKO RP_3787 sollte die Auswirkung der Induktion des RP
auf die Expression von bvu_3787 und die Bildung von Acetat als Endprodukt untersucht
werden. Hierflir wurden die neue Mutante 3xKO RP_3787 und als Vergleich der Stamm 3xKO
auf DMMG (15 mM) kultiviert. Um einen Vergleich zwischen induziertem und nicht
induziertem Promotor ziehen zu kénnen, wurde jede Kultur, einmal ohne Rhamnose und
einmal mit 4 mM Rhamnose, inkubiert. Wahrend der exponentiellen Phase wurden die Zellen
geerntet und zur RNA-Isolierung weiterverarbeitet. Anschlieend erfolgte eine RT-gPCR mit
Hilfe der Primer qPCR_bvu_0876_fw/rev. Zusatzlich zu bvu_3787 wurde untersucht, ob die
Induktion eine Auswirkung auf die fiir die PK, PTA und AK kodierenden Gene bvu_0876,
bvu_0523 und bvu_0524 hatte, welche bvu_3787 unmittelbar vor- und nachgeschaltet sind.
Hierfir wurden die Primer gPCR_bvu_ 0876 fw/rev, qPCR_bvu_0523 fw/rev und
gPCR_bvu_0524 fw/rev (Tab. 7) verwendet. Als Referenzgen diente das fiir das ribosomale

Protein L23 kodierende Gen. Die Uberstinde der Kulturen wurden mittels HPLC analysiert.

Die in Abbildung 26 dargestellten Daten zeigen, dass die Zugabe von 4 mM Rhamnose eine
Auswirkung auf die Transkript-Abundanz von bvu_3787 hatte. Ohne Rhamnose-Zusatz hatte
bvu_3787 im Vergleich zu 123 eine Abundanz von 0, 35 * 0,18, wurden dem Medium 4 mM
Rhamnose zugesetzt so stieg die relative Transkriptmenge auf 0,96 + 0,45 (Abb. 26 A). Fiir die
relative mRNA-Abundanz der restlichen Gene wurde kein Unterschied in der Gegenwart von
Rhamnose festgestellt. Flir eine genauere Analyse des Effekts von Rhamnose auf bvu 3787,
wurde in Abbildung 26 B die Transkriptmenge nach der Induktion relativ zu der

Transkriptmenge ohne Induktion (=1) dargestellt. Verglichen wurde dies mit den jeweiligen
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RNA-Mengen im Stamm 3x KO. Die Daten zeigen, dass die mRNA-Abundanz in dem mutierten
Stamm mit Induktion 2,7 £ 0,9-mal héher war als ohne Induktion. Im 3xKO lag das Verhaltnis

bei 0,9 + 0,2 und wurde somit nicht durch die Rhamnose-Supplementierung beeinflusst.
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Abbildung 26: Transkriptanalyse der Gene des fermentativen Astes in P. vulgatus 3xKO RP_3787 und
in P. vulgatus 3xKO mit und ohne Induktion des RP durch Rhamnose (A) Dargestellt ist die relative
Transkriptmenge (2°2°") der Gene bvu_0876 und bvu_3787, bvu_0523 und bvu_0524 zum Referenzgen
123 von 3xKO RP_3787 mit induzierten und nicht induziertem RP. (B) Gezeigt ist die mRNA-Abundanz
von bvu_3787in P. vulgatus 3xKO RP_3787 und P. vulgatus 3xKO bei induziertem RP (4 mM Rhamnose),
normiert auf die Transkriptmenge ohne Induktion (schwarze Linie). Zur Berechnung wurde ausgehend
vom ACT der AACT-Wert bestimmt und darauf die Formel 2T angewendet. Die dargestellten
Experimente wurden jeweils in zweifacher Ausfiihrung aus RNA-Praparaten aus vier verschiedenen
Kulturen durchgefiihrt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbaken dargestellt.

Die parallel zu der Transkriptanalyse untersuchten Stoffwechselendprodukte ergaben, dass der
neue Stamm 3xKO RP_3787 ohne Zusatz von Rhamnose 15,4 * 3,2 mM Acetat/ gTG
produzierte (Abb. 27). In Gegenwart von 4 mM Rhamnose bildete er
16,3 + 3,0 mM Acetat/ gTG. Somit konnte hier keine eindeutige Auswirkung von Rhamnose
festgestellt werden. Auch die Succinat-Produktion war in beiden Stammen vergleichbar
(10,8 £ 0,8 mM Succinat/ gTG bei 0 mM Rhamnose und 11,1 + 2,7 mM Acetat/gTG bei 4 mM
Rhamnose) (Abb. 27).
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Abbildung 27: Stoffwechselendproduktbildung von P. vulgatus 3xKO RP_3787 mit und ohne
Rhamnose. Jeweils flnf Kulturen wurden mit oder ohne supplementierter Rhamnose (4 mM) auf
DMMG-Medium (15 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase
geerntet. Der Uberstand der Kultur wurde mittels HPLC analysiert. Die Konzentrationen der
Stoffwechselendprodukte wurden mit dem Trockengewicht der entsprechenden Kulturen verrechnet.
Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Anhand der in Kapitel 3.1.3.2 erzielten Ergebnisse konnte festgehalten werden, dass das
Einbringen einer zweiten Kopie von bvu_3787, welche unter der Kontrolle eines mit Rhamnose
induzierbarem Promotor lag, in das Genom von P. vulgatus erfolgreich war. Zusatzlich wurde
gezeigt, dass die Genexpression tatsadchlich Uber die Zugabe von Rhamnose ins Medium
reguliert werden kann. Allerdings hatte eine Induktion mit 4 mM Rhamnose keine eindeutige

Auswirkung auf die Acetat-Produktion.

3.1.3.3 Deletion der genomischem Kopie von bvu_3787

Nachdem die regulierbare Kopie von bvu 3787 in das Genom von P. vulgatus eingebracht
wurde (Abb. 15 Schritte 2 und 3), sollte nun erneut die Deletion der genomischen Kopie
versucht werden. Daflir wurden das in Kapitel 3.1.2.1 erstellte Konstrukt verwendet und dem
zuvor beschriebenen Versuchsablauf gefolgt. Da die einfache Deletion von bvu_3787 in Kapitel
3.1.2.1 einen letalen Effekt hatte und in der Abwesenheit von Rhamnose die Expression der
auf dem Plasmid kodierten Kopie von bvu_3787 nicht moglich sein sollte, wurden zusatzlich
bei der Generierung der zweiten Homologen 10 mM Rhamnose ins Medium und in die
Selektions-Platten hinzugefiigt. Nach der Gegenselektion auf Saccharose-haltigen Agar-
Platten, wurde mittels Kolonie PCR gepriift, ob die gewlinschte Deletion stattgefunden hat. Die

Verwendeten Primer seq_A3787 fw/rev banden jeweils in der up- beziehungsweise
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downstream-Region von bvu_3787 und flankierten somit die zu deletierende Sequenz (Abb.
28 B). Mittels der Primer wurde ein 735 bp langes Fragment amplifiziert (Abb. 28 A Spur 2),
was der erwarteten GrolRe bei Fehlen des Gens entsprach. Die darauffolgende Sequenzierung
bestatigte die markerlose Deletion der genomischen Kopie von bvu_3787 (Abb. 28 C). Mit Hilfe
der Primer seq_Rham_fw/rev wurde zusatzlich ein Fragment von 1447 bp erzeugt (Abb. 28 A,
Spur 1). Da die Primer im Plasmidriickgrat vor dem Rhamnosepromotor und in der auf dem
Plasmid kodierten Gensequenz von bvu_3787 banden, wurde somit nachgewiesen, dass die

regulierbare Kopie noch im Genom vorhanden war.

A B
2 2
- 3000 b — -
P up bvu 3787 down
- 2000 bp
- 1500 bp P. vulgatus 3xKO
- 1000 bp
2
2 -—
T
P. vulgatus 3xKO RP_3787 A3787
C

Sequenzierung TTATTACCTAATAATTAGTAATTGTTTAGTATATATGAGGTCACCCATAC
Erwartete Sequenz TTATTACCTAATAATTAGTAATTGTTTAGTATATATGAGGTCACCCATAC

hhkERAEIRRKIAFA AR AA IR IAIA AR A FA AR AR AARA R d b Ehhhhdikik

Abbildung 28: Kolonie-PCR und Sequenzierung zum Nachweis der Generierung von
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 RP_3787 A3787. (A) Agarosegel nach Kolonie-PCR zur Untersuchung der
zweiten homologen Rekombinante. Die Primer seq_A3787_fw/rev binden strom- auf und -abwarts der
up- beziehungsweise downstream-Region der genomischen Kopie von bvu_3787 (Spur 2) und die
Primer seq_Rham_fw/rev binden im Plasmidrickgrat vor dem Rhamnosepromotor und in der auf dem
Plasmid kodierten Gensequenz von bvu_3787 (Spur 1). M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland). (B) Schematische Darstellung des Genoms von P. vulgatus vor und nach der Deletion. Die
Pfeile zeigen die Bindestelle der Primer seq_A3787_fw/rev welche zur Sequenzierung genutzt wurden.
(C) Sequenzierung des Deletionsbereiches zur Bestatigung der Deletion der genomischen Kopie des fiir
die PFOR kodierende Gens bvu_3787.
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Zur Untersuchung der phanotypische Auswirkung der Deletion wurde der Stamm in einer
48-Well Platte in DMMG jeweils mit und ohne Rhamnose zur Induktion inkubiert und die
Optische Dichte mittels Plattenlesegerdt (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz)
bestimmt. Da die einfache Deletion von bvu_3787 in Kapitel 3.1.2 einen letalen Effekt hatte
und in der Abwesenheit von Rhamnose die Expression der auf dem Plasmid kodierten Kopie
von bvu_3787 nicht moglich sein sollte, war zu erwarten, dass der generierte Stamm ohne
Rhamnose nicht lebensfahig ist. Entgegen der Erwartungen, wurde flr den neu generierten
Stamm dennoch Wachstum ohne Induktion des Promotors beobachtet Sowohl mit als auch
ohne Rhamnose erreichte der Stamm nur eine maximale OD von 0,3 (Abb. 29 A) und auch in
der Wachstumsrate konnte kein Unterschied zwischen den beiden Kulturen festgestellt
werden (Abb. 29). Eine anschlieBende Analyse der Stoffwechselendprodukte mittels HPLC
verdeutlichte, dass auch ohne Induktion des Promotors Acetat gebildet wurde (Abb. 29 B).
Somit war die Deletion zwar erfolgreich aber der gewlinschte Phanotyp konnte nicht generiert

werden.
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Abbildung 29: Wachstum von P. vulgatus 3x KO RP_3787 A3787 und HPLC-Chromatogramm der
Stoffwechselendprodukte. (A) Wachstumskurve von P. vulgatus 3x KO RP_3787 A3787 mit (5 mM) und
ohne (0 mM) Rhamnose. Die Durchfiihrung erfolgte in einer 48-Wellplatte bei 37°C unter anaeroben
Bedingungen. Als Medium wurde DMMG (15 mM) verwendet. Die optische Dichte wurde mittels
Plattenlesegerdt (Tecan infinite 200Pro, Maéannedorf, Schweiz) gemessen und gegen die Zeit
aufgetragen. Das Experiment erfolgte in dreifacher Ausfiihrung. Die Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken dargestellt. (B) Dargestellt ist exemplarisch ein HPLC-Chromatogramm der
Stoffwechselendprodukte im Kulturlberstand von P. vulgatus 3x KO RP_3787 A3787 ohne Rhamnose.
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Zusammenfassend konnte in Kapitel 3.1.3 ausgehend von P. vulgatus 3xKO ein Stamm
generiert werden, welcher anstelle der genomischen Kopie von bvu_3787 eine regulierbare
Kopie auf einem Plasmid im Genom integriert hatte. Somit war es moglich, die anfanglich letale
Deletion (Kapitel 3.1.2.1) zu umgehen. Zusatzlich konnte in diesem Kapitel gezeigt werden,
dass die Transkriptmenge von bvu_3787 Uber eine Rhamnose-Supplementierung erhéht
werden kann und das Regulationssystem funktional ist. Auch wenn in diesem Fall nicht der
gewiinschte Phanotyp beobachtet werden konnte (siehe Kapitel 4.1.1.3), war die Generierung

eines regulierbaren Konstruktes auf Genotyp-Ebene erfolgreich.

3.1.4 Homologe Uberexpression der Gene aus dem PPW in der dreifach
Deletionsmutante P. vulgatus A0309-0310 A2499 A2880

3.1.4.1 Homologe Uberexpression des fiir die Transketolase kodierenden Gens tkt

Neben der Deletion von Genen zur Eliminierung von unerwiinschten Nebenprodukten, gibt es
zusatzlich die Méglichkeit den Stoffwechsel von Bakterien mittels homologer Uberexpression
bestimmter Gene zu beeinflussen. Nach Zhu et al. (2014) wird die Aktivitdt des
Pentosephosphat-Wegs (PPW) und die damit einhergehende Succinat-Produktion in E. coli
durch die Expression der Transketolase gepragt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression des Transketolase-Gens (tkt, bvu_2318) auch in P. vulgatus die Succinat-
Produktion beeinflusst (Llck, 2023). Durch die homologe Expression von bvu_2318 (iber den
shuttle-Vektor pG106 wurde die Transketolase in P. vulgatus pG106_p2499 tkt 29-mal starker
transkribiert, was zu einer 35 % -igen Steigerung des Succinat-Ertrages flhrte (Lick, 2023). Das
verwendete Plasmid basiert auf dem shuttle-Vektor pG106 (Jones et al., 2020). Auf diesem
Vektor befindet sich eine 5 kb grofle Mob-Rep-Region (Abb. 30), welche in den Vertretern der
Gattung Bacteroides als OriV der Initiation der Plasmidreplikation dient (Jones et al., 2020). Als
Selektionsmarker dient eine vom Vektor kodierte hybride Erythromycin-Resistenzkassette.
Diese vermittelt sowohl in E. coli (ErmAM) als auch in Bacteroides-Spezies (ErmF) eine
Resistenz (Jones et al., 2020). In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass dieser shuttle-
Vektor sich als genetisches Werkzeug zur homologen Uberexpression von Genen in P. vulgatus

eignet (Liick & Deppenmeier, 2022). Zur Uberexpression des Transketolase-Gens wurden
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zusatzlich der native LDH-Promotor (p2499) sowie das Gen bvu_2318 welches fiir die

Transketolase kodiert, in den Vektor eingebracht (Abb. 30) (Liick, 2023).

Zudem konnte wie bereits beschrieben in vorangegangenen Experimenten gezeigt werden,
dass die Deletion der Methylmalonyl-CoA-Mutase (MM-CoA-Mutase), der D-Lactat-
Dehydrogenase (D-LDH) und der Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL) in P. vulgatus ebenfalls zur
Erhohung der Succinat-Produktion fiihrte (Lick, 2023).

Um eine zusatzliche Steigerung der Succinat-Ausbeute zu erreichen, wurde in dieser Arbeit das
Uberexpressions-Plasmid pG106_p2499 tkt in die dreifach-Deletionsmutante P vulgatus
A0309-0310 A2499 A2880 (P. vulgatus 3xKO) eingebracht. Die Transformation des Plasmids in
P.vulgatus 3xKO erfolgte mittels Elektroporation und anschlieBender Selektion auf
Erythromycin-haltigen Agar-Platten. Mittels Kolonie-PCR, unter Verwendung der Primer
pG106_screening_fw und pG106_screening_rev (Tab. 7), wurde das Vorhandensein des auf

dem Plasmid gelegenen Gens tkt iberprift.
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Abbildung 30: Plasmidkarte pG106_p2499 _tkt und Kolonie-PCR zum Nachweis des shuttle Vektors in
P. vulgatus A0309-0310 A2499 A2880. (A) Plasmidkarte des verwendeten Vektors pG106_p2499 tkt
(Luck, 2023) mit dem darauf kodierten Gen bvu_2318 (tkt) und der 250 bp stromaufwarts gelegener
Promotorsequenz der LDH. Die 5 kb groRe Mob-rep-Region dient als OriV (origin of replication) fur
Bacteroides-Spezies. Die Resistenzkasette ErmFErmAM dient der Selektion von E. coli (ErmAM) und
Bacteroides (ErmF). OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication fur E. coli. (B) Agarosegel nach
Kolonie-PCR zum Nachweis des Transfers von pG106_p2499_tkt in P. vulgatus 3xKO. Die verwendeten
Primer 16S_Bac fw/rev binden innerhalb der 16S RNA von Bacteroides-Spezies (Spur 1). Die Primer
gPCR_bvu0309 fw/rev (Spur 2), qPCR_LDH fw/rev (Spur 3) sowie gPCR_bvu2880 fw/rev (Spur 4) binden
innerhalb der Gene der MM-CoA-Mutase, der LDH und der PFL. Die Primer pG106_screening_fw/rev
binden in dem Plasmidriickgrat und flankieren die Gensequenz von bvu_2318 mit 250 bp
stromaufwarts gelegener Promotorsequenz des Gens bvu_2499 (p2499). M = 1 kb DNA-Marker (NEB,
Frankfurt am Main, Deutschland)

- 3000 bp
- 2000 bp

- 1000 bp
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Nach einer Gelelektrophorese wurde die erwartete FragmentgroBe von 2565 bp
nachgewiesen (Abb. 30 B, Spur 5). Die Primer 16S_Bac_fw und 16S_Bac_rev dienten dem
Nachweis von P. vulgatus. Zusatzlich dienten die Primerpaare qPCR_bvu0309_fw/rev,
gPCR_LDH fw/rev sowie gPCR_bvu2880 fw/rev, welche innerhalb der Nukleotidsequenz von
bvu_0309, bvu_2499 und bvu_2880 banden, dem Nachweis der Deletionsmutante 3xKO.
Durch das Fehlen der entsprechenden Fragmente (Abb. 30 B) wurde die Generierung des

Stammes P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 _tkt verifiziert.

In einer vorherigen Studie wurde gezeigt, dass der Shuttle-Vektor pG106 nach einbringen und
replizieren etwa 30-mal in P. vulgatus vorliegen kann (Liick, 2023). Um sicher zu stellen, dass
das Plasmid pG106_p2499 tkt auch in P. vulgatus 3xKO problemlos repliziert wird, wurde die
Kopienzahl des tkt Gens in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_tkt im Vergleich zu P. vulgatus 3xKO
mittels gPCR untersucht. Das fiir das ribosomale Protein L23 kodierende Gen bvu_0803 aus
P. vulgatus diente hierbei als Referenzgen. Zur Bestimmung der relativen Anzahl an tkt-Genen
wurden die genspezifischen Primer gPCR_tkt_fw und qPCR_tkt_rev (Tab 7) sowie die fiir das
123-Gen spezifischen Primer gPCR_I23_for und ¢gPCR_I23 rev (Tab 7) verwendet.
Entsprechend den Erwartungen war die Kopienzahl des tkt-Gens in P vulgatus 3xKO
pG106_p2499_tkt im Vergleich zu P. vulgatus 3xKO deutlich erhéht (Abb. 31). Wahrend das
Genin P. vulgatus 3xKO nur einmal vorlag, befanden sich in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 _tkt
35 + 3 Kopien (Abb. 31 A).

AnschlieBend an die Quantifizierung der tkt-Kopienzahl wurde die Transkriptabundanz von tkt
in dem Uberexpressionsstamm und in P. vulgatus 3xKO bestimmt. Hierfiir wurden beide
Stamme in DMM-Medium mit Xylose als Substrat bis zum Ende der exponentiellen
Wachstumsphase kultiviert und die RNA der jeweiligen Zellen extrahiert. Die darauffolgende
Transkriptanalyse erfolgte mittels RT-gPCR unter Verwendung von genspezifischen Primern fir
das tkt Gen. Wie bei der Bestimmung der Kopienzahl diente auch hier bvu 0803 als
Referenzgen. Die Durchfiihrung und Auswertung erfolgten nach der in Kapitel 2.4.16 (Material

und Methoden) beschriebenen Methodik.
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Abbildung 31: Kopienzahl (A) und Transkriptabundanz (B) des Gens tkt in P. vulgatus 3xKO und in
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt. (A) Zum Vergleich der chromosomal und Plasmid kodierten
Kopienzahl in der Expressionsmutante mit der chromosomal kodierten Kopienzahl in P. vulgatus 3xKO
wurde eine qPCR durchgefiihrt. (B) zur Bestimmung der relativen Transkriptmenge wurde eine RT-gPCR
angewandt. Fir die Analysen in A und B wurden genspezifische Primer verwendet und bvu_0803 diente
als Referenzgen. Uber den ACT-Wert wurde erst die Differenz zwischen dem tkt- und dem /23- Gen
berechnet und anschlieRend iiber die Ermittlung des AACT-Wertes und der Formel 2227 das Verhiltnis
zwischen der Expressionsmutante und P. vulgatus 3xKO bestimmt. Die in A und B dargestellten
Experimente wurden jeweils in dreifacher Ausfiihrung aus DNA- beziehungsweise RNA-Prdparaten aus
zwei verschiedenen Kulturen durchgefiihrt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbaken
dargestellt.

Entsprechend der erhohten Kopienzahl war auch die tkt-Transkriptmenge in
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tktim Vergleich zu P. vulgatus 3xKO erhdht (Abb. 31B). In dem
Plasmid-tragenden Stamm konnte somit im Vergleich zu dem nur chromosomal kodierenden
Stamm eine 54 + 14 fach erhéhte Transkriptmenge des tkt-Gens bestimmt werden (Abb. 31 B).
Nachdem die erhohte Transkriptabundanz des tkt-Gens in der Expressionsmutante festgestellt
wurde, folgte eine Transkriptanalyse aller Gene des PPW von P. vulgatus. Dies sollte dazu
dienen, festzustellen, ob die Uberexpression des tkt-Gens einen Einfluss auf die restlichen
Gene des PPW hat. Wie zuvor wurde die Gesamt-RNA von in DMMX exponentiell wachsenden
Kulturen extrahiert und die Transkriptabundanz mittels genspezifischer Primer (Tab. 7) und RT-
gPCR ermittelt. Als Referenzgen diente das fiir das L23 kodierende Gen bvu_0803. Da
vorherige Transkriptanalysen nur den WT umfassten (Liick, 2023) und noch keine Daten zu der

Deletionsmutante vorlagen, wurde der WT als Vergleichsstamm mit hinzugezogen.
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Abbildung 32: Transkriptanalyse der Gene des PPW in P. vulgatus WT, P. vulgatus 3xKO und der
Expressions-Mutante P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 _tkt. Dargestellt ist die relative Transkriptmenge
der Gene des PPW im Vergleich zum Referenzgen /23. Zur Auswertung wurde der ACT zwischen dem
jeweiligen Gen von Interesse und dem Referenzgen 123 berechnet und anschliefend mit der Formel
2°2CT das Verhiltnis der mRNA-Abundanz ermittelt. Die dargestellten Experimente wurden jeweils in
zweifacher Ausfiihrung aus RNA-Praparaten aus zwei verschiedenen Kulturen durchgefiihrt. Die
Standardabweichungen sind als Fehlerbaken dargestellt. Die Signifikanz der Daten wurde mit Hilfe
eines two-way ANOVA Testes ermittelt. Die Sternchen zeigen einen P-Wert von < 0,0001 an.

Die deletierten Gene spielen erst nach der Xyloseverwertung zu Phosphoenolpyruvat eine
Rolle, demnach konnten den Erwartungen entsprechend keine signifikanten Unterschiede in
der Transkript-Abundanz der Gene im PPW zwischen dem WT und der Deletionsmutante
festgestellt werden (Abb. 32). Ahnlich wie beim WT war die Transkriptmenge des tkt-Gens
auch bei der Deletionsmutante etwa 20-mal geringer als die des Referenzgens /123 (Abb. 32).
Zusatzlich wies das tkt-Gen in beiden Stammen die geringste Transkriptmenge aller Gene des
PPW auf (Abb. 32). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die Expression der tkt der limitierende
Faktor im oxidativen PPW ist. Fiir P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt wurde eine Transkript-
Abundanz des tkt-Gens von 4,77 im Vergleich zum Referenzgen ermittelt (Abb. 32). Die
Transkript-Abundanz des tkt-Gens wurde somit in der Expressionsmutante wie bereits in
Abbildung 3 gezeigt signifikant erhoht. Fir die restlichen Gene konnte kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden (Abb. 32).
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Abbildung 33: Stoffwechselendproduktbildung und Substratverbrauch von P. vulgatus 3xKO und
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_tkt. Jeweils 11 Kulturen der beiden Stamme wurden auf DMMX-
Medium (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet.
Der Uberstand der Kultur wurde mittels HPLC analysiert. Die Konzentrationen der
Stoffwechselendprodukte (A) und des Substratverbrauchs (B) wurden mit dem Trockengewicht der
entsprechenden Kulturen korreliert. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Da in friheren Studien gezeigt wurde, dass eine erhdohte Transkriptmenge von tkt zu einer
gesteigerten Succinat-Produktion flihrte (Llick, 2023), wurde hier untersucht, ob der Einfluss
einer groReren tkt-Transkriptmenge auf die Succinat-Ausbeute in der Deletionsmutante
bestehen bleibt (Abb. 33). Zusatzlich wurde untersucht, wie sich die Bildung der Endprodukte
im Vergleich zum WT-Stamm verhielt (Abb. 34). Zur Analyse der Stoffwechselendprodukte
mittels HPLC, wurden mehrere Kulturen der drei verschiedenen Stamme in DMMX (18 mM)
kultiviert. Im Vergleich zur Deletionsmutante konnte in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_tkt
eine deutliche Erhoéhung der Succinat-Produktion festgestellt werden. Wahrend bei
P vulgatus 3xKO 8,1 + 0,5 mmol Succinat/gTG gemessen wurden, produzierte
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_tkt 10,9 + 0,4 mmol Succinat/g TG. Dementsprechend wurde
die Succinat-Produktion in der Deletionsmutante durch die Uberexpression von tkt um 35 %
erhoht (Abb.33 A). Zusatzlich zu der gesteigerten Succinat-Produktion wurden geringe
Unterschiede in der Acetatproduktion beobachtet. Wahrend P. vulgatus 3xKO 11,0 + 0,29
mmol Acetat/g TG produzierte, wurden bei der Uberexpressionsmutante 13 + 0,6 mmol
Acetat/g TG gemessen (Abbildung 33 A). Auch hinsichtlich des Substratverbrauchs gab es

geringe Unterschiede zwischen den beiden Stammen. P vulgatus 3xKO verbrauchte
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26,4 + 0,6 mmol Xylose/g TG. P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt hingegen verstoffwechselte
29,0 £ 1,4 mmol Xylose/g TG (Abb. 33 B). In Abbildung 34 wurde die Produktion der
Stoffwechselendprodukte P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt mit der vom Wildtyp-Stamm
verglichen. Beim Wild-Typen wurden 3,96 + 0,14 mmol Succinat/g TG gemessen (Abb. 34). Im
Vergleich zu diesem konnte die Succinat-Ausbeute durch die Uberexpression von tkt in der
Dreifach-Deletionsmutante insgesamt um 175 % gesteigert werden. Auch fir die
Acetatproduktion wurde eine Steigung von 9,73 + 0,4 mmol/g TG (WT) auf 13,0 £ 0,6 mmol/g
TG (P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 _tkt) festgestellt (Abb. 34). Diese war mit 33 % allerdings
im Vergleich zur erhdhten Succinat-Produktion gering. Da die Uberexpressionsmutante auf
dem Deletionsstamm P. vulgatus A0309-0310 A2499 A2880 basiert, waren die restlichen
Endprodukte von P. vulgatus (Formiat, Lactat, Propionat) erwartungsgemafd in der neuen

Mutante nicht zu finden (Abb. 34 B).
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Abbildung 34: Succinat-Produktion und Stoffwechselendprodukt-Bildung von P. vulgatus WT und
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_tkt. Mindestens 11 Kulturen der beiden Stamme wurden auf DMMX-
Medium (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet.
Der Uberstand der Kultur wurde mittels HPLC analysiert. (A) Die Succinat-Konzentration wurde gegen
das entsprechende Trockengewicht der jeweiligen Kultur aufgetragen. (B) Die Konzentrationen der
Stoffwechselendprodukte wurden mit dem Trockengewicht der entsprechenden Kulturen korreliert.
Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass eine Uberexpression des fiir
die TKT kodierenden Gens basierend auf dem zuvor etablierten shuttle-Vektor pG106 auch in
der Deletionsmutante moglich war und dass dies zu einer zusatzlichen Erhéhung der Succinat-

Ausbeute beigetragen hat.
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3.1.4.2 Homologe Uberexpression des fiir die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
kodierenden Gens g6pdh

Neben der Transketolase gibt es noch weiter Enzyme, die im PPW eine zentrale Rolle spielen.
In einer friheren Studie von Liick (2023) wurde gezeigt, dass die Transkript-Abundanz der
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) sowie der 6-Phospho-Gluconat-Dehydrogenase
(6PGDH) in P. vulgatus mit dem Substrat Xylose im Vergleich zu Glukose als Substrat deutlich
erhoht war. Dies lieR vermuten, dass die beiden Gene eine wichtige Rolle in der
Verstoffwechslung von Xylose einnehmen. Zusatzlich deutet die erhdhte Transkript-Abundanz
darauf hin, dass Xylose als Substrat zu einer gesteigerten Expression der Gene des oxidativen

PPW fiihrt (Liick, 2023).

Dies wiederum konnte zu einem gesteigerten Kohlenstofffluss Giber den oxidativen Zweig des
PPW beitragen und folglich mit einer gesteigerten Produktion von Reduktionsaquivalenten in
Form von NADH, einhergehen, welche zur Succinat-Synthese eingesetzt werden kénnten. Da
die G6PDH (BVU_2796) das erste Enzym im oxidativen PPW ist, wurde dieses Enzym in der

vorliegenden Arbeit fiir die Uberproduktion in P. vulgatus 3xKO gewihlt.

Hierflir wurde erneut der shuttle-Vektor pG106_p2499 mit dem natirlichen Promotor von
bvu_2499 als Template genutzt. Fir die Amplifizierung des Plasmidriickgrats wurden die
Primer pG106_bb_fw/rev (Tab. 7) verwendet. Um die Initiation der Transkription von gépdh
zu gewahrleisten, wurden die Primer so gewahlt, dass die Promotorsequenz von bvu_2499 mit
amplifiziert wurde. Die fiir die G6PDH kodierende Sequenz wurde mit Hilfe der Primer
Bvu_2796_fw/rev (Tab. 35) aus der genomischen DNA von P vulgatus vervielfaltigt. Die
Assemblierung erfolgte mit Hilfe des DNA Assembly Mastermix von NEB. Das generierte
Konstrukt pG106_p2499 g6pdh (Abb. 35 A) wurde dann in E. coli NEB® 10B transferiert und
vervielfaltigt. AnschlieBend wurde das aufgereinigte Konstrukt mittels Elektroporation in
P. vulgatus 3xKO eingebracht. Somit wurde der Stamm P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh
generiert. Das Vorhandensein des auf dem Plasmid gelegenen Gens gépdh wurde mittels
Kolonie-PCR  Uberprift. Hierflir wurden die Primer pG106_screening fw und
pG106_screening_rev (Tab. 7), welche im Plasmidriickgrat banden und die entsprechende
Gensequenz flankierten, verwendet. Nach einer Gelelektrophorese wurde die erwartete

FragmentgroRe von 2061 bp nachgewiesen (Abb. 35 B).
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Abbildung 35: Plasmidkarte und Kolonie-PCR des erstellten Konstrukts pG106_p2499 g6pdh.
(A) Plasmidkarte des konstruierten Vektors pG106_p2499 g6pdh mit dem darauf kodierten Gen
bvu_2796 (g6pdh) und der 250 bp stromaufwarts gelegener Promotorsequenz der LDH. Die 5 kb grol3e
Mob-rep-Region dient als OriV (origin of replication) fir Bacteroides-Spezies. Die Resistenzkasette
ErmFErmAM dient der Selektion von E. coli (ErmAM) und Bacteroidaceae (ErmF). OriT = Origin of
transfer; Ori = Origin of replication fiir E. coli. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR zum Nachweis des
Transfers von pG106_p2499 g6pdh in P. vulgatus 3xKO. Die verwendeten Primer pG106_screening_fw
und pG106_screening rev binden in dem Plasmidriickgrat und flankieren die Gensequenz der Glukose-
6-Phosphat-Dehydrogenase (bvu_2796) mit 250 bp stromaufwarts gelegener Promotorsequenz des
Gens bvu_2499 (p2499). M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Nachdem das Plasmid pG106_p2499 g6pdh in die Deletionsmutante transferiert worden war,
folgte eine Transkriptanalyse aller Gene des PPW von P vulgatus. Dies diente dazu
festzustellen, ob es analog zum tkt-Gen auch bei g6pdh zu einer Uberexpression kam und
welche Auswirkungen dies auf die Transkriptabundanz der tGibrigen Gene im PPW hatte. Hierfiir
wurde die Transkriptmenge der Gene von Interesse in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh
mit denen in P. vulgatus 3xKO verglichen. Die Durchfiihrung der Transkriptanalyse erfolgte wie

fiir P vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt in Kapitel 3.1.4.1 beschrieben.

Bei der Betrachtung der Transkriptmenge im Verhaltnis zum Referenzgen /123 wurde deutlich,
dass sowohl die Transkriptabundanz der G6PDH als auch der 6-Phosphogluco-Dehydrogenase
(6PG-DH) in der neuen Uberexpressionsmutante im Vergleich zu P. vulgatus 3xKO erhéht war
(Abb. 36 A). Wahrend in der Deletionsmutante die Transkriptmenge von gépdh bei 0,29 + 0,06
im Vergleich zu 123 lag, betrug sie in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh 1,79 +0,01.
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Zusatzlich war auch bei der Transkriptmenge von 6pgdh ein Anstieg von einer Transkriptmenge
von 0,37 = 0,04 in der Deletionsmutante auf 1,14 + 0,39 in der Expressionsmutante zu
beobachten (Abb. 36 A). Um den Anstieg der mRNA-Abundanz zu verdeutlichen, wurde die
Transkriptmenge aller Gene aus P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh auf die jeweilige
Transkriptmenge in P. vulgatus 3xKO normiert (Abb. 36 B). Hier wurde deutlich, dass die
mRNA-Abundanz des g6pdh-Gens in der Expressionsmutante 7,22 + 0,04-mal so hoch war als
im Ausgangsstamm. Auch die Transkript-Abundanz von 6pgdh war in der Expressionsmutante
auf das 2,73 £ 0,94-fache gestiegen (Abb. 36 B). Fiir die restlichen Gene des PPW konnte keine
eindeutige Veranderung im Vergleich zum Ausgangsstamm beobachtet werden (Abb. 36 A und

B).

A B 8
bvu_2318 (TKT) -; _
bvu_2795 (6PG-DH) —

— ( ) = 'g P
bvu_2796 (G6P-DH 20

_ ( ) = J 2 7

buv_4109 (G6P-lsomerase) % 44
X v
— >

bvu_3333 - 14 7
VU_ (Trans-Aldolase) /e 3xKO = g

. 3xKO ® § 2
bvu_0050 (RP3-Epimerase £ =

_ R p ) == 0q106_g6pch & % - )

bvu_2317 (R5P-isomerase) . =<

I T T T T 7 AT 0-

0.0 0.2 0.4 1 2 S 8 oo o P
o § G 20 @
fold change (2"*%) R & @ @
(Gen von Interesse / 123) ;\60 & %’Q'Q Q}\‘J
K@ e

Abbildung 36: Transkriptanalyse der Gene des PPW in P. vulgatus 3xKO und der Expressions-Mutante
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_g6pdh. (A) Dargestellt ist die relative Transkriptmenge der Gene des
PPW im Vergleich zum Referenzgen /23. Zur Auswertung wurde der ACT zwischen dem jeweiligen Gen
von Interesse und dem Referenzgen 123 berechnet und anschlieBend mit der Formel 22T das Verhaltnis
der mRNA-Abundanz ermittelt. (B) Gezeigt ist die mRNA-Abundanz der Gene des PPW in P. vulgatus
3xKO pG106_p2499 gb6pdh normiert auf die des Wildtypen. Zur Berechnung wurde ausgehend von
ACT der AACT-Wert bestimmt und darauf die Formel 222°T verwendet. Die dargestellten Experimente
wurden jeweils in dreifacher Ausfiihrung aus RNA-Praparaten aus zwei verschiedenen Kulturen
durchgefiihrt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbaken dargestellt.

Um die Auswirkung der erhdhten Transkriptmenge der Gene gé6pdh und 6pgdh auf die Bildung
der Stoffwechselendprodukte zu untersuchen, wurden diese mittels HPLC bestimmt. Hierfir
wurden mehrere Kulturen in DMMX (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten

der exponentiellen Phase die Uberstinde in der HPLC eingesetzt. In Abbildung 37 wurden die
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gemessenen Stoffwechselendprodukte von 3xKO und der g6pdh-Uberexpressionsmutante
gegenibergestellt. In Abbildung 38 wurden die detektieren Stoffwechselendprodukte der tkt-
und der g6pdh-Uberexpressionsmutante (A) sowie des WT wund der g6pdh-

Uberexpressionsmutante (B) miteinander verglichen.

Fiir die neue Mutante P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh wurde eine Succinat-Ausbeute
von 11,8 + 0,4 mmol/g TG erreicht. Hierbei handelt es sich im Vergleich zu P. vulgatus 3xKO
(8,1 mmol Succinat/g TG) um eine Steigerung von 45,7% (Abb. 37 A). Beziglich der Acetat-
Produktion wurden fiir die Uberexpressionsmutante (11,2 + 0,1 mmol/g TG) und fiir den
Ausgangsstamm (11,0 £ 0,29 mmol/g TG) vergleichbare Werte gemessen (Abb. 37 A). Auffallig
war auflerdem dass in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh ein Succinat : Acetat Verhaltnis
von 1:1 bestand (Abb. 37 A).
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Abbildung 37: Stoffwechselendproduktbildung und Substratverbrauch von P. vulgatus 3xKO und
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_g6pdh. Jeweils 11 Kulturen der beiden Stdmme wurden auf DMMX-
Medium (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet.
Der Uberstand der Kultur wurde mittels HPLC analysiert. Die Konzentrationen der
Stoffwechselendprodukte (A) und des Substratverbrauchs (B) wurden mit dem Trockengewicht der
entsprechenden Kulturen korreliert. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Hinsichtlich des Substratverbrauchs hatte die erh6hte Transkriptmenge der Gene gépdh und

6pgdh einen geringen Einfluss. Fir P vulgatus 3xKO lag der Xyloseverbrauch bei
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26,4 + 0,6 mmol/g TG, wahrend er in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh mit 28,2 + 0,04
leicht anstiegt (Abb. 37 B).

Im Vergleich zur tkt-Expressionmustante (10,9 + 0,4 mmol Succinat/g TG) wurde in der g6pdh-
Expressionmutante zusatzlich ein geringer Anstieg in der Succinat-Ausbeute festgestellt
(11,8 £ 0,4 mmol Succinat/g TG). Die Bildung von Acetat war bei der neuen Mutante mit
11,2 mmol/g TG geringer als bei der tkt-Expressionsmutante (13,4 + 0,8 mmol/g TG) (Abb. 38
A). Da der WT 3,96 + 0,14 mmol Succinat /gTG produzierte, wurde mit der gé6pdh-
Expressionmutante das 3-fache an Ausbeute erzielt. Die Acetatproduktion (11,2 +0,1 mmol/g
TG) war im Vergleich zum WT (9,7 + 0,4 mmol Acetat/g TG) insgesamt 15 % hoher. Durch die
Uberexpression des Gens der G6PDH in der Dreifachdeletionsmutante ist es gelungen das
Succinat : Acetat Verhaltnis von 0,4:1 (WT) auf 1:1 zu verschieben (Abb. 38 B). Da die
Expressionsmutante auf dem Deletionsstamm basiert, wurden den Erwartungen

entsprechend keine weiteren Stoffwechselendprodukte detektiert (Abb. 38 B).
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Abbildung 38: Stoffwechselendproduktbildung von verschiedenen P. vulgatus Stimmen. (A)
Vergleich der Konzentrationen an Stoffwechselendprodukten zwischen P vulgatus 3xKO
pG106_p2499 tkt und P vulgatus 3xKO pG106_p2499 gépdh. (B)  Produktbildung  von
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh im Vergleich zum WT. Fir beide Experimente wurden 11
Kulturen der jeweiligen Stamme auf DMMX-Medium (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet. Der Uberstand der Kultur konnte mittels HPLC
analysiert werden. Die Konzentrationen der Stoffwechselendprodukte wurden mit dem
Trockengewicht der entsprechenden Kulturen korreliert. Die Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1.4.3 Parallele, homologe Uberexpression der fiir die TKT und G6PDH kodierenden Gene

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass die Uberexpression der fiir die TKT
sowie fur die G6PDH kodierenden Gene Uber den shuttle Vektor pG106 jeweils zu einer
hoheren Succinat-Ausbeute gefiihrt haben (Kapitel 3.1.4.1 und 3.1.4.2). Daher wurde
beschlossen die Uberexpression beider Gene zu kombinieren. Ziel war es dadurch den
Kohlenstoffmetabolismus von P. vulgatus 3xKO noch weiter in Richtung Succinat-Bildung zu
lenken. Hierfir sollten beide Gene auf dem gleichen Vektor vorliegen. Um eine Expression
beider Gene zu gewahrleisten, sollte jeweils jedes Gen stromaufwarts (iber eine eigene
Sequenz fir den natirlichen Promotor der LDH verfligen (Abb. 39 A). Als Grundlage fir das
Plasmidriickgrat dienten daher der shuttle-Vektor pG106_p2499 tkt.

pG106_tkt_g6pdh

13226 Bp

Abbildung 39: Plasmidkarte und Kolonie-PCR des erstellten Konstrukts pG106_tkt_g6pdh.
(A) Plasmidkarte des konstruierten Vektors pG106_p2499 tkt p2499 g6pdh mit den darauf kodierten
Genen bvu 2318 (tkt) und bvu 2796 (g6pdh). Stromaufwarts beider Gene liegt die 250 bp
Promotorsequenz der LDH (p2499). Die 5 kb grofRe Mob-rep-Region dient als OriV (origin of replication)
flr Bacteroides-Spezies. Die Resistenzkasette ErmF-ErmAM dient der Selektion von E. coli (ErmAM) und
Bacteroidaceae (ErmF). OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication fir E. coli. (B) Agarosegel
nach Kolonie-PCR zum Nachweis des Transfers von pG106_p2499 tkt p2499 g6pdh in P. vulgatus
A0309-0310 A2499 A2880. Die verwendeten Primerpaare scr_tkt fw und scr_tkt rev sowie
scr_gbpdh_fw und scr_gbpdh_rev binden jeweils in dem Plasmidriickgrat und flankieren die
Gensequenz der TKT (bvu_2318) beziehungsweise der G6PDH (bvu_2796) mit 250 bp stromaufwarts
gelegener Promotorsequenz des Gens bvu_2499 (p2499). M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland).
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3. Ergebnisse

Das Plasmidriickgrat wurde mit Hilfe der Primer BB_pG106_fw und BB_pG106_rev (Tab 7)
amplifiziert. Mittels der Primer AS_G6PDH_fw und AS_G6PDH_rev wurde die fir die g6pdh
kodierende Sequenz (bvu_2976) einschliellich des stromaufwartsliegenden Promotors p2499
aus dem Vektor pG106_p2499_g6pdh amplifiziert. Die Assemblierung erfolgte mit Hilfe des
DNA Assembly Mastermix von NEB®. Das generierte Konstrukt pG106_tkt _g6pdh (Abb. 39 A)
wurde dann in E. coli NEB® 10B transferiert und vervielfiltigt. AnschlieRend wurde das
aufgereinigte Konstrukt mittels Elektroporation in P. vulgatus 3xKO eingebracht und die

Doppel-Uberexpressionsmutante P. vulgatus 3xKO pG106_tkt_g6pdh generiert.

Das Vorhandensein der auf dem Plasmid gelegenen Gene tkt und g6pdh wurden mittels
Kolonie-PCR Uberprift. Hierflir wurden die Primerpaare scr_tkt_fw und scr_tkt_rev sowie
scr_gbpdh_fw und scr_gbpdh_rev (Tab. 7), welche jeweils im Plasmidriickgrat banden und die
entsprechende Gensequenz flankierten, verwendet. Nach einer Gelelektrophorese konnten
die erwarteten FragmentgroBen 2634bp fur tkt und 2237 bp fir gépdh (Abb. 39 B)
nachgewiesen werden. Nach dem Transfer des Plasmids pG106_tkt g6pdh in P. vulgatus 3xKO

erfolgte erneut eine Transkriptanalyse aller Gene des PPW.

bvu_2318 (TKT) ——
bvu_2795 (6PG-DH)
bvu_2796 (G6P-DH)
buv_4109 (G6P-lsomerase)
bvu_3333 (Trans-Aldolase) = P. vulgatus 3xKO

bvu_0050 (RP3-Epimerase) P. vulgatus 3xKO

pg106_tkt_g6pdh
I L L I L L I L T I 1 /"’I I I
00 03 06 09 4 6 8

bvu_2317 (R5P-isomerase)

fold change (2°2¢Y)
(Gen von Interesse / 123)

Abbildung 40: Transkriptanalyse der Gene des PPW P. vulgatus 3xKO und der Expressions-Mutante
P. vulgatus 3xKO pG106 _tkt_g6pdh. Dargestellt ist die relative Transkriptmenge der Gene des PPW im
Vergleich zum Referenzgen /23. Zur Auswertung wurde der ACT zwischen dem jeweiligen Gen von
Interesse und dem Referenzgen 123 berechnet und anschlieBend mit der Formel 22" das Verhiltnis der
mRNA-Abundanz ermittelt. Die dargestellten Experimente wurden jeweils in zweifacher Ausfiihrung
aus RNA-Préaparaten aus zwei verschiedenen Kulturen durchgefiihrt. Die Standardabweichungen sind
als Fehlerbaken dargestellt.
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3. Ergebnisse

Erwartungsgemal wies P. vulgatus 3xKO pG106_tkt g6pdh im Vergleich zum Ausgangsstamm
eine erhohte mRNA-Abundanz der tkt auf. Diese wurde durch das Einbringen des Plasmids von
0,04 £ 0,02 im Vergleich zu 123 auf 5,02 + 1,38 erhoht (Abb. 40). Auch die Transkriptmenge von
g6bpdh war mit einer Abundanz von 0,83 + 0,26 (im Vergleich zu /23) in der Doppel-
Uberexpressionsmutante deutlich héher als in P. vulgatus 3xKO (0,27 + 0,03) (Abb. 40). Diese
Ergebnisse belegen somit, dass die parallele Uberexpression der Gene tkt und g6pdh moglich

war.

Zur Analyse der Auswirkung der erhohte Transkriptmenge beider Gene auf die Succinat-
Ausbeute folgte eine HPLC-Analyse der Uberstinde von 11 auf DMMX gewachsenen Kulturen

der neuen Mutante.
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Abbildung 41: Stoffwechselendproduktbildung und Substratverbrauch von P. vulgatus 3xKO und
P. vulgatus 3xKO pG106_tkt_g6pdh. Jeweils 11 Kulturen der beiden Stamme wurden auf DMMX-
Medium (18 mM) kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet.
Der Uberstand der Kultur wurde mittels HPLC analysiert. Die Konzentrationen der
Stoffwechselendprodukte (A) und des Substratverbrauchs (B) wurden mit dem Trockengewicht der
entsprechenden Kulturen korreliert. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

Wie zu erwarten, wurden bei der neuen Expressionsmutante nur die beiden
Stoffwechselendprodukte Succinat und Acetat gemessen. P. vulgatus 3xKO pG106_tkt g6pdh
produzierte 11,94 + 0,26 mmol Succinat/g TG (Abbildung 41 A). Im Vergleich zum
Ausgangsstamm P. vulgatus 3xKO war dies ein Anstieg von fast 50 %. In Bezug auf den

Xyloseverbrauch war kein nennenswerter Unterschied zwischen der Deletionsmutante
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3. Ergebnisse

(26,4 + 0,6 mmol Xylose/g TG) und der Doppel-Uberexpressionsmutante (27,7 + 1,65 mmol
Xylose/g TG) zu beobachten (Abb. 41 B).

Zum Vergleich der drei erzeugten Expressionsmutanten mit P. vulgatus 3xKO wurden die
Succinat und Acetat Ertrage in % dargestellt. Der Ausgangsstamm P. vulgatus 3xKO wurde
hierbei auf 100 % gesetzt (Abb. 42). Ausgehend von einer 100 %-igen Succinat-Produktion in
P. vulgatus 3xKO, fiihrte die Uberexpression der tkt zu einem Ertrag von 135,4 + 13,3 % (Abb.
42). Die Uberexpression der gépdh fiihrte zu einer noch deutlicheren Steigerung der Succinat-
Produktion mit 146,4 + 13,6 %. Auch fir die parallele Uberexpression der tkt und der g6pdh
konnte eine Erhéhung der Succinat-Produktion erreicht werden. Dieser Stamm produzierte
148,2 £ 12,4 % Succinat (Abb. 42). Insgesamt konnte im Vergleich zum Ausgangsstamm eine

Steigerung der Succinat-Ausbeute um rund 50 % erreicht werden.
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Abbildung 42: Prozentuale Bildung von Succinat und Acetat der drei Expressionsmutanten
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_tkt, P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_g6pdh und
P. vulgatus 3xKO pG106_tkt_gbpdh im Vergleich zum Ausgangsstamm P. vulgatus 3xKO. Die
gemessenen Succinat und Acetatausbeuten wurden auf P. vulgatus 3xKO normiert und in % dargestellt.
Hierbei wurde der jeweilige Ertrag von P. vulgatus 3xKO auf 100 % festgelegt.

Hinsichtlich der Acetatproduktion waren ebenfalls Unterschiede zwischen den einzelnen
Stammen zu erkennen (Abbildung 42). So wurden fiir P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt
135,4 + 13,3 % Acetat detektiert. Die Uberexpression des Gens g6pdh hingegen hatte keinen
Einfluss auf die Acetatproduktion. Hier lag der Ertrag bei 101,8 + 3,5 %. Durch die Kombination
von tkt und g6pdh auf dem shuttle-Vektor pG106 im Stamm
P. vulgatus 3xKO pG106_tkt _gbpdh wurde die Acetatproduktion auf 115,1 +5,4 % erhoht
(Abbildung 42).
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3. Ergebnisse

Im  Vergleich zum WT-Stamm (3,96 + 0,1 mmol /g TG) produzierte
P. vulgatus 3xKO pG106_tkt_g6pdh (11,94 + 0,26 mmol/g TG) die 3-fache Menge an Succinat
(Abbildung 43). Setzt man die Succinat-Produktion des WT-Stamm auf 100 % so liegt die
Succinat-Ausbeute von P vulgatus 3xKO pG106_tkt_gb6pdh bei 300 %. Somit konnte die
Succinat-Produktion durch den neu generierten Stamm im Vergleich zum WT um 200 %

gesteigert werden.

- P.vulgatus WT

P. vulgatus 3xKO
pG106_tkt g6pdh

Succinat [mmol]

TG [d]

Abbildung 43: Succinat-Produktion in P. vulgatus WT und P. vulgatus 3xKO pG106_tkt g6pdh.
Mindestens 11 Kulturen der beiden Stamme wurden auf DMMX-Medium (18 mM) kultiviert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet. Der Uberstand der Kultur wurde
mittels HPLC analysiert. Die Succinat-Konzentration wurde gegen das entsprechende Trockengewicht
der jeweiligen Kultur aufgetragen.

Die Untersuchung der Stoffwechselendprodukte zeigten einen deutlichen Zusammenhang
zwischen der erhdhten tkt-Expression und einer gesteigerten Acetat-Produktion. Da die
entsprechenden Staimme keine Pyruvat:Formiat-Lyase mehr besaRen, konnte die Umsetzung
von Pyruvat zu Acetyl-CoA nur noch Uber die Pyruvat:Ferredoxin- Oxidoreduktase erfolgen.
Dies flihrt zur Bildung von Reduktionsaquivalenten in Form von Fdre4 sowie zur Freisetzung von
CO,. Uberschiissiges Fdred kann durch die im Genom von P. vulgatus kodierten [FeFe]-
Hydrogenase (BVU_0347) zur Bildung von molekularem Wasserstoff (H,) genutzt werden.
Aufgrund dessen wurde im Folgenden der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die erhohte

Acetat-Produktion mit einer vermehrten Bildung an H; einhergeht.

Hierflr wurden alle Stimme in DMMX kultiviert. Wahrend der exponentiellen Phase wurde
die gebildete Gasphase entnommen und mittels Gaschromatographen analysiert. Die genaue

Durchfiihrung und Berechnung sind in Kapitel 2.6.2 beschrieben.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchung mittels Gaschromatographen ergab, dass die gebildete H,-Konzentration in
den Stammen mit einem zusatzlich plasmidkodierten tkt Gen héher war als in den Stammen,
welche die tkt nur chromosomal kodierten (Abb. 44). Wai&hrend Dbei
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt und P. vulgatus 3xKO pG106_tkt_g6pdh 5,08 £ 0,76 mmol
H./g TG beziehungsweise 4,92 + 0,74 mmol H,/g TG gemessen wurden, bildeten
P. vulgatus 3xKO und P vulgatus 3xKO pG106_p2499 gb6pdh jeweils 3,79 + 0,32
beziehungsweise 3,86 + 0,97 mmol H./g TG (Abb. 44).
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Abbildung 44: Wasserstoffbildung von P. vulgatus WT, P.vulgatus3xKO, P. vulgatus 3xKO
pG106_p2499 _tkt, P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh und P. vulgatus 3xKO pG106_tkt_g6pdh.
Jeweils vier Kulturen von jedem Stamm wurden auf DMMX-Medium kultiviert. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase wurde die gebildete Gasphase aufgefangen. Hiervon wurden 100 pl
mittels Gaschromatograph analysiert. Die gemessenen Werte wurden mit dem Gesamtvolumen der
Gasphase und mit dem Trockengewicht der entsprechenden Kulturen verrechnet.

Zusammenfassend wurde in Kapitel 3.1.4 gezeigt, dass eine Uberexpression der tkt wie im WT
auch in der Triple-Deletionsmutante zu einer erhéhten Succinat-Produktion fiihrte. Zusatzlich
wurde gezeigt, dass das Enzym G6PDH des oxidativen PPW sich noch besser fiir eine
Uberexpression eignete, da dies nicht nur eine 46 %-ige Erhdhung der Succinat-Ausbeute im
Vergleich zu P. vulgatus 3xKO ermoglichte, sondern auch zum ersten Mal ein 1:1 Verhaltnis in
den Endprodukten Succinat und Acetat festgestellt wurde. Des Weiteren wurden zum ersten
Mal in P. vulgatus zwei Gene parallel Gber einen Vektor homolog exprimiert. Auffillig war
zudem die erhohte Acetat-Produktion in der tkt- nicht aber in der g6pdh-Mutante sowie die

Korrelation zwischen der erh6hten Acetat- und H;-Produktion.
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3.1.5 Succinat-Produktion durch P. vulgatus 3xKO pG106_p2499_g6pdh im
anaeroben Kleinfermenter

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die gemeinsame Uberexpression der
Gene tkt und der gpdh zu einem Succinatertrag von 11,94 + 0,26 mmol/g TG geflihrt hat
(Kapitel 3.1.4). Im Vergleich dazu hatte die Mutante mit der gépdh Uberexpression eine fast
identisch hohe Ausbeute (11,8 + 0,37 mmol Succinat/ g TG). In Bezug auf Acetat war die
Konzentration bei P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 gbpdh allerdings deutlich geringer als bei
P. vulgatus 3xKO pG106_tkt gbpdh. Da fir die Succinat-Produktion Nebenprodukte
unerwiinscht sind, bot sich P vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh als der bessere
Produktionsstamm an. Aufgrund dessen wurde P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh fir

weitere Untersuchungen gewahlt.

In den bisherigen Experimenten erreichte P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 gbpdh in der
Serumflasche nur maximal eine OD von 1,8. Die maximale Succinat-Konzentration lag hier bei
8,33 mmol/L Kultur. Verrechnet man diese mit dem Molekulargewicht von Succinat (118,09

g/mol) so erreicht man einen maximalen Ertrag von 1 g Succinat/L Kultur.

Um diesen Ertrag zu erhéhen, wurde P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh als Fed-Batch-
Fermentation in einem anaeroben Kleinfermenter kultiviert. Der Vorteil hierin lag, dass sowohl
mit Substrat nachgefiittert werden konnte als auch durch Titration mit KOH die Ansauerung
des Mediums durch die Fermentationsprodukte Succinat und Acetat verringert werden
konnte. Zur Gewahrleistung der anaeroben Wachstumsbedingungen, wurde der Versuch mit
dem Kleinfermenter im anaeroben Zelt durchgefiihrt. Das Wachstum erfolgte auf DMMX mit
einer Ausgangskonzentration von 36 mM Xylose. Bei Bedarf wurde mit Substrat und Zusatzen
(Spurenelementen) nachgefiittert (Abb. 45 { ). Die Neutralisierung mittels OH™- lonen des sich
ansduernden Mediums erfolgte voll-automatisch mit Hilfe einer pH-Sonde und einer Pumpe.

Die genauere Durchfiihrung ist in Kapitel 2.3.2.1 (Material und Methoden) beschrieben.

Zur Verfolgung des Zellwachstums und der Endproduktbildung wurden mit Hilfe einer Spritze
einige Milliliter der Zellsuspension entnommen, die OD gemessen und die Konzentration von

Substrat und Endprodukten aus den Zelliberstanden mittels HPLC bestimmt (Abb. 45).
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Abbildung 45: Wachstum sowie Substratverbrauch und Produktbildung von P. vulgatus 3xKO
pG106_p2499 g6pdh wihrend der fed-batch-Fermentation im anaeroben Kleinfermenter. Die
ODegoonm (m) ist auf der linken Y-Achse und die Konzentration des Substrates (o: Xylose) sowie der
Endprodukte Succinat (@) und Acetat (®) auf der rechten Y-Achse aufgetragen. Die entsprechenden
Konzentrationen wurden mittels HPLC bestimmt. Die Zeitpunkte der Nachfiitterung (beiden ersten
Male 36 mM, drittes Mal 60 mM Xylose) sind durch Pfeile (/) gekennzeichnet.

Der Wachstumsverlauf zeigt einen sehr schnellen Anstieg der optischen Dichte innerhalb der
ersten 24 h (Abb. 45). In dieser Zeit wurde auch die gesamte urspriingliche Menge von 36 mM
Xylose verbraucht. Daher wurde zu diesem Zeitpunkt mit 36 mM Xylose nachgefittert (Abb.
45, {/). Anschliefend konnte ein erneuter starker Wachstumsanstieg beobachtet werden. Die
maximale ODggonm VOn 5,2 wurde bereits nach 30 h erreicht. Zu diesem Zeitpunkt betrug die
verbleibende Substratmenge nur noch 2,8 mM, weswegen erneut mit 36 mM Xylose
nachgefiittert wurde. Der Substratverbrauch verlangsamte sich anschliefend drastisch,
weshalb nach 50 h ein letztes Mal mit 60 mM Xylose nachgefiittert wurde (Abb. 45). Der
Verlauf der Produktbildung kann in zwei Phasen unterteilt werden. In einer ersten Phase
wurden Succinat und Acetat in einem 1:1 Verhiltnis produziert. Dies entspricht den
Beobachtungen in der Serumflasche. Nach 30 h verschob sich dieses Verhaltnis allerdings in
Richtung Succinat (Abb. 45) und lag am Ender der Fermentation bei 1,6:1.
Bemerkenswerterweise erfolgte die Umstellung des Kohlenstoffflusses ab dem Erreichen der
stationdren Wachstumsphase. Nach 125 h konnte weder ein Substratverbrauch noch eine
Produktbildung beobachtet werden. Im Verlauf der gesamten Fermentation verbrauchte
P. vulgatus 3xKO pG106 _p2499 g6pdh 120 mM Xylose und produzierte 80,4 mM Succinat

sowie 51,4 mM Acetat (Abb. 45). Dies entsprach einer Menge von 10 g/L Succinat.
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Zusammenfassend ergaben die Daten aus Kapitel 3.1.5 dass die Succinat-Ausbeute durch
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 gbpdh im Fermenter 10-mal hoéher war als in der
Serumflasche. Trotz bisher nicht optimierten Bedingungen, konnten durch die Fed-batch-

Fermentation 10 g/L Succinat produziert werden.

3.2 Ubertragung der genetischen Werkzeuge aus P. vulgatus auf
weitere Stamme der Familie Bacteroidaceae

3.2.1 Screening nach geeigneten Organismen

3.2.1.1 Xylanverwertung durch verschiedene Vertreter der Bacteroidaceae

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Ubertragung, der fir P. vulgatus angepassten
genetischen Systeme auf weitere Spezies der Gattung Bacteroides. Diese Untersuchung sollte
ebenfalls mit Hinblick auf eine biotechnologische Succinat-Produktion aus erneuerbaren
Ressourcen stattfinden. Da einer Vielzahl an Bacteroides-Spezies die Eigenschaft zur
Verstoffwechslung von komplexen Polysachariden zugeschrieben wird (Chassard et al., 2007;
Flint et al., 2012) sollte in einem ersten Schritt ermittelt werden, welche Vertreter der Familie
Bacteroidaceae sich fiir eine Succinat-Produktion durch Xylan-Verwertung eignen. Hierfir
wurden 5 Stamme der Gattungen Bacteroides (B. cellulosilyticus, B. xylanisolvens,
B. intestinalis und B. graminisolvens) sowie ein Vertreter der Gattung Phocaeicola (P. dorei)
getestet (Abb. 46). Diese Stamme produzieren alle Succinat als Bestandteil der
Stoffwechselendprodukte (personliche Mitteilung Hager N.). Als Referenz-Stamm wurde
P. vulgatus verwendet. Alle Stamme wurden in Minimalmedium (DMM) mit 0,5 % Buchen-
Xylan inkubiert. Als Kontrolle wurde ebenfalls eine Inkubationsreihe mit 27 mM Glukose als
Substrat angesetzt. Das Wachstum erfolgte in einer 48-Well-Platte unter anaeroben

Bedingungen bei 37°C. Die ODeoonm Wurde mit Hilfe eines Plattenlesegerates (Tecan infinite
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200Pro, Mannedorf, Schweiz) alle 20 Minuten bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen (Abb.

46).
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Abbildung 46: Wachstum verschiedener Vertreter der Familie Bacteroidaceae auf Buchen-Xylan. Alle
Stamme wurden auf Minimalmedium (DMM) mit 0,5 % (w/v) Xylan aus der Buche angeimpft. Als
Wachstumskontrolle erfolgte jeweils zusatzlich eine Inkubation mit 27 mM Glukose als Substrat. Die
Inkubation erfolgte in einer 48-Well Platte, unter anaeroben Bedingungen bei 37°C. Mittels
Plattenlesegerat (Tecan infinite 200Pro, Madnnedorf, Schweiz) wurde alle 20 Minuten die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm (ODsoonm) gemessen und gegen die Zeit aufgetragen. Alle
Experimente wurden in dreifacher Durchfihrung ausgefiihrt. Die Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken dargestellt.

Aus den Wachstumskurven war zu erkennen, dass nicht alle getesteten Staimme in der Lage
waren, Xylan aus der Buche als Substrat zu nutzen. B. cellulosilyticus konnte das Buchen-Xylan
sehr gut verwerten und erreichte bereits nach 15 h eine maximale OD von 1,2 was leicht héher
war als die Glucose-Kontrolle bei einer OD von 0,9 nach 20 h. Eine Verstoffwechslung von
Buchen-Xylan konnte ebenfalls bei B. xylanisolvens beobachtet werden (OD 1 nach 20 h)
(Abb. 46). P. dorei erreichte dhnlich wie P. vulgatus auf Xylan eine OD von 0,3 aber im Vergleich

zu Glucose als Substrat (OD 2,1) war diese 7-mal geringer. B. graminisolvens erreichte auf
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3. Ergebnisse

Glucose eine maximale OD von 0,8, mit Xylan als Substrat war hingegen gar kein Wachstum zu
sehen. B. intestinalis wies ein dhnliches Wachstumsverhalten auf wie B. cellulosilyticus mit

einer maximalen OD von 1,9 nach 16 h auf Xylose und einer OD von 1,6 nach 19 h auf Glucose.

Zusammenfassend wurden mit B. cellulosilyticus, B. intestinalis und B. xylanisolvens zusatzlich
zu P. vulgatus drei weitere Xylan-abbauende Vertreter aus der Familie der Bacteroidaceae

identifiziert, die zudem ein verbessertes Wachstum auf dem Substrat aufwiesen.

3.2.1.2 Antibiogramm von P. vulgatus, B. cellulosilyticus, B. intestinalis und B. xylanisolvens

Um festzustellen, ob sich B. cellulosilyticus, B. xylanisolvens und B. intestinalis ebenfalls fir
eine biotechnologische Herstellung von Succinat eignen, musste jedoch zunachst geprift
werden, ob die bisherigen an P. vulgatus angepassten genetische Werkzeuge auf diese Stamme
ibertragbar sind. Sowohl die Erstellung der Uberexpressionsmutanten sowie die Bildung der
Deletionsstamme beinhalten eine Selektion Gber Resistenzmarker. Um sicher zu gehen, dass
die entsprechenden Vektoren in den jeweiligen Stammen Anwendung finden kénnen, wurde
von B. cellulosilyticus, B. xylanisolvens und B. intestinalis ein Antibiogramm erstellt (Abb. 47
und Tab. 26). P. vulgatus wurde zusatzlich als Referenz-Stamm untersucht. Zur Analyse der
Sensitivitat der Organismen gegeniber verschiedenen Antibiotika wurde ein angepasster
Kirby-Bauer-Agardiffusionstest (Biemer, 1973) durchgefiihrt. Dazu wurden die jeweiligen
Stamme aus einer angewachsenen Kultur ebenflachig auf BHI-Agar-Platten verteilt.
AnschlieBend wurden in Antibiotika getrankte Diffusionsplattchen auf die Agar-Platten
gegeben. Die Inkubation der Platten erfolgte fiir 24 h bei 37°C. Zur Auswertung wurden die
Hemmhofdurchmesser bestimmt. Diese sind in Tabelle 26 zusammengefasst. Zur

vereinfachten Darstellung wurden die Ergebnisse zusatzlich in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Antibiogramm von P. vulgatus, B. cellulosilyticus, B. intestinalis und B. Xylanisolvens.
Dargestellt sind die Hemmhofdurchmesser in mm fiir die jeweiligen getesteten Antibiotika bei den fir
die Organismen P. vulgatus, B. cellulosilyticus, B. intestinalis und B. Xylanisolvens. Das Antibiogramm
wurde mit Hilfe eines Agardiffusionstest erstellt. Jeder Test wurde in Duplikaten durchgefiihrt. Die
Zahlen geben die getestete Konzentration in pg/ml an. Tet = Tetracyklin, Ery= Erythromyicin, Gtm=
Gentamycin, Carb = Carbenicillin.

Da Gentamycin zur Selektion von Bacteroides-Spezies verwendet wird, wurde dieses als
Negativ-Kontrolle verwendet. Den Erwartungen entsprechend wurde bei einer Konzentration
von 200 pg Gentamycin/ml bei keinem der Organismen ein Hemmhof gebildet. Bei einer
Konzentration von 300 pg/ml waren die Hemmhdofe ebenfalls vernachlassigbar (7 mm bei
P. vulgatus und B. cellulosilyticus, und 15 mm bei B. intestinalis). Die Antibiotika Tetracyklin
und Erythromycin wurden bereits in P. vulgatus zur Selektion von Plasmid-haltigen Stimmen
angewandt. Entsprechende der Sensitivitdt von P. vulgatus wurde unter Verwendung von
Tetracyklin (10 und 20 pg/ml) sowie bei Erythromycin (100 und 200 pg/ml) ein
Hemmhofdurchmesser zwischen 41 und 48 mm gemessen. Fir B. xylanisolvens und
B. cellulosilyticus wurden vergleichbare Hemmhofdurchmesser beobachtet. Auffallend war,
dass die entsprechenden Durchmesser fiir B. intestinalis mit 3 bis 18 mm (Tab. 26) deutlich
geringer waren, was darauf hindeutet, dass dieser Stamm resistent gegeniber Erythromycin
und Tetracyklin ist. Aufgrund dieser Ergebnisse war B. intestinalis nicht fiir die Verwendung der

etablierten genetischen Werkzeuge geeignet.
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Tabelle 26: Antibiogramm von P. vulgatus, B. cellulosilyticus, B. intestinalis und
B. xylanisolvens

Hemmhofdurchmesser in mm
pug/ml P. vulgatus B. cellulosilyticus B. intestinalis B. xylanisolvens

Tet! 10 41+5 40+0 13+3 41+1
Tet! 20 48 £2 47 +1 18+2 47+1
Ery? 100 40+ 0 28+4 3+3 42+6
Ery? 200 43+3 29+5 100 43+5
Gtm? 200 0+0 0+0 0+0 0+0

Gtm? 300 7+1 7+1 151 0t0

Carb* 100 360 16,0+ 0 225+2 2501
Carb* 200 46 +0 26,0+4 2901 33,0+3

Tet: Tetracyklin, 2Ery: Ertythromycin, 3Gtm: Gentamycin, “Carb: Carbenicillin

3.2.1.3 Transfer des genomintegrativen Vektors pMM656_TetQ_nanoluc in
B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens

Nachdem {Uberprift wurde, dass sich B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens fir die
Verwendung der Tetrazyklin und Erythromycin Resistenzkassetten als Selektionsmarker
eignen, galt es noch weitere Kriterien zu beachten. Wie bereits erwahnt integriert das
pmm656 Plasmid mit dem Nanoluc-Reportersystem (Mimee et al., 2015) in
B. thetaiotaomicron Gber einen zur plasmidkodierten attN-site homologen Bereich am 3’Ende
der fir tRNAS" kodierende Gene bt t70 oder bt t71. In P. vulgatus werden die
entsprechenden attN-sites ebenfalls kodiert (bvu_2451 und bvu_2094), was die Nutzung des
Systems in diesem Organismus ermoglicht (Lick & Deppenmeier, 2022). Im Folgenden wurde
Uberprift ob diese homologen Bereiche ebenfalls in B. cellulosilyticus und B. xylansiolvens
vorhanden sind. Mit Hilfe einer Blast-Analyse und einem Sequenz-Alignment wurde eine
Homologie der Gene BcellWH2 04704 (Abb. 48 A) und BcellWH2 04746 (Abb. 48 B) aus
B. cellulosilyticus und dem aus B. thetaiotaomicron entsprechenden tRNA" kodierendem Gen
bt t70 bestatigt. In B. xylanisolvens kodieren vier verschiedene Gene (bxy_t 48930,
bxy t 48960, bxy- t 49030 und bxy t 49040) fiir tRNAS" jedoch sind die fir die

Rekombination spezifischen Sequenzbereiche (Wang, 2000) (Abb. 48, graue und blaue
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Bereiche) nur in dem Gen Bxy t 49030 vorhanden. Dieses Gen zeigt eine homologe
Nukleotidequenz zu bt_t70 (Abb. 48 C). In beiden Stammen waren dementsprechend die fir

die tRNASe" kodierenden Gene konserviert.

A bt_t70 ggagaggtggcagagtggtegattgeggeggtettgaaaaccgttgtactgegaggtace 60
BcellWH2_04704 ggagaggtggcagagtgdtcgattgeggcggtettgaaaaccgttgtactgecgaggtace 60
AR AR A KRR A A A AA AR AR R AR A A AR A AR A Ak dh kA kA hhAhAhhhhhhdhhdhhhhdhdhhhkx
bt_t70 cggggttcgaatcecctgtetectecg- 85
BcellWH2_04704 cggggttcgaatccetgteteteecge 86

dhkhkhhkhkhhhkhhkhhhhhhhhhhhk

B bt_t70 ggagaggtggcagagtggtegattgeggeggtecttgaaaaccgttgtactgegaggtace 60
BcellWH2_04746 ggagaggtggcagagtggtegattgeggeggtettgaaaacegttgtactgegaggtace 60
khkkhhkhkhkhkhhkAhhkhhhhhhhkhhhrhkhhhrhkhhhhkhkhhkrAhhhhhhkhhhkhhhhhhhkhhhihik
ht_t70 cggggttcgaatcectgtetectecg- 85
BcellWH2_04746 cggggttcgaatcectgtctetecge 86

khhkAhAAhkAhAAhkAdhAhhhhhhhdk

C bt_t70 ggagaggtggcagagtggtcgattgeggecggtettgaaaaccgttgtactgegaggtace 60
BXY_T_49030 ggagaggtggcagagtggtcgattgeggecggtettgaaaaccgttgtactgegaggtace 60
ek okok ok ok ok ok kk ok kok koo ok ok bk bk ok ok ok ko ok ko k ok k ko ok ok ko k ok kkk
bt_t70 cgggettcgaatcecetgtetetecg 85
BXY_T_49030 cgggsttcgaateccetgtetetecg 85

khkhkhkkhkhkkhhkhkhhkhkkhhkhhhhhkhhihk

Abbildung 48: Sequenz-Alignment des tRNA%®" kodierenden Gens aus B. thetaiotaomicron (bt_t70)
und B. cellulosilyticus (bcell WH2_04704 und bcellWH2_49030) sowie B. xylanisolvens
(bxy_T_49030). BcellWH2 04704 und BcellWH2 49030 aus B. cellulosilyticus wiesen beide eine
Homologie zu bt_t70 auf, wobei allerdings beide Gensequenzen um ein Cytosin langer sind (A und B).
In B. xylanisolvens zeigte nur bxy T 49030 eine Homologie zu bt t70) (C). Die in grau und blau
markierten Nukleotidbereiche sind essentiell fiir die genomische Rekombination mit dem Plasmid
pMM656.

Nachdem sichergestellt wurde, dass sowohl B. cellulosilyticus als auch B. xylanisolvens die fir
eine Rekombination mit dem Plasmid pMMG656 notwendigen Bedingungen erfillten, sollte ein
Uber biparentale Konjugation vermittelter Transfer des Vektors in die beiden Zielstimme
erfolgen. E. coli B2155 diente hierbei als Donorstamm. Die Selektion rekombinierter Zellen
erfolgte durch den Einsatz von Erythromycin (100 pug/ml) haltigen Agarplatten. Zusatzlich
wurden 200 pg/ml Gentamycin zur Gegenselektion von E. coli verwendet. Uber eine Kolonie-

PCR und anschlieBender Gelelektrophorese wurde abschlieRend die Integration des Vektors in
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die genomische DNA von B. cellulosilyticus als auch B. xylanisolvens Uberprift. Unter
Verwendung der Primer qPCR_16SBac_fw/rev (Tab. 7) welche spezifisch in der 16S RNA von
Bacteroides-Spezies binden, konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den vorliegenden
Kolonien nicht mehr um E. coli handelte (Abb. 49 A und B, Spur 1). Zum Nachweis der auf dem
Plasmid kodierten Nanoluc und der Tetracyklin-Resistenzkassette wurden die Primer
screen_pmm656 _fw/rev und Scr_pMMG656_TetQ_fw (Tab. 7) verwendet. Sowohl in
B. cellulosilyticus (Abb. 49 A) als auch in B. xylanisolvens (Abb. 49 B) konnten so die erwarteten
Fragmente von 870 bp (Spur 2) und 2174 bp (Spur 3) amplifiziert werden. Somit wurde die
Generierung von B. cellulosilyticus pMMG656_TetQ_nanoluc und B. xylanisolvens

pMM656_TetQ_nanoluc bestatigt.

A B
3000 bp - 3000 bp -
2000 bp - 2000 bp -
1000 bp - 1000 bp -
500 bp - 500 bp -

Abbildung 49: Nachweis der Integration des Vektors pMM656_TetQ_nanoluc in das Genom von
B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens. (A und B) Agarosegele nach Kolonie-PCR auf B. cellulosilyticus.
(A) und B. xylanisolvens (B). Die Primer scr_16DBac_fe/rev binden spezifisch im Genom von
Bacteroides-Spezies (Spur 1). Die Primer screen_pmm656 _fw/rev und Scr_pMM656_TetQ_fw binden
jeweils im Plasmidriickgrat und flankierenden die fiir die nanoluc (Spur 2) und TetQ-Kasette (Spur 3)
kodierenden Bereiche. M = 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Damit eine Uberproduktion oder Regulation iiber das Plasmid pMM656_TetQ méglich ist,
musste erst dessen Funktionalitat in B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens Gberpriift werden.
Hierflir wurde das in Kapitel 3.1.3 beschriebene Nanoluc-Reportersystem verwendet. Die
einzelnen Kulturen wurden in DMMG kultiviert und mit Rhamnose supplementiert. Die
ausgewachsenen Zellen wurden anschlieRend gemald der Herstellerangaben mit dem Substrat

fiir die Nanoluc-Luciferase versetzt und die gebildete Biolumineszenz mittels Plattenlesegerat
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(Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) detektiert. Die relative Lichteinheit wurde auf
OD1 normiert (RLU/OD1). Im jeweiligen Wildtyp-Stamm sowie in den Kulturen mit 0 mM
Rhamnose wurde erwartungsgemall keine Biolumineszenz gemessen (Abb. 50). Sowohl fir
B. cellulosilyticus als auch fir B. Xylanisolvens wurde bei steigender Rhamnose-Konzentration
(0-4 mM) eine zunehmende Biolumineszenz beobachtet (Abb. 50 A und B). Ab einer
Konzentration von 3 mM Rhamnose konnte in beiden Organismen keine Zunahme der
Biolumineszenz mehr gemessen werden. Hieraus war zu schliefen, dass bei dieser
Konzentration die maximale Expression des nanoluc-Gens erreicht worden war. Dabei betrug
die maximal gemessene Lumineszenz in B. cellulosilyticus 24697 + 3860 RLU/OD1 (Abb. 50 A)
und in B. xylanisolvens 11430 + 549 RLU/OD1. Im Vergleich zu P. vulgatus wo eine maximale
RLU/OD1 von 116559 + 4460 detektiert wurde (Kapitel 3.1.3., Abb. 22 A), war die gemessene
Lumineszenz etwa zehn-mal geringer. Dies bedeutete, dass sowohl in B. cellulosilyticus (Abb.
50 A) als auch in B. xylanisolvens (Abb. 50 B) die Expression des Nanoluc-Gens lber den
Rhamnose-induzierbaren Promotor gesteuert werden konnte, die Effizienz, der auf P. vulgatus

optimierten Methode, allerdings in den hier untersuchten Organismen etwas geringer war.

A B. cellufosilyticus B B. xylanisolvens
30000+ 14000 -
10500
«— 20000+ -
o o
= = 7000+
—_ —_
&z 10000 (14
3500
0 — 0 S —
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Abbildung 50: NanoLuc-Aktivitdt unter Kontrolle des Rhamnose-induzierbaren Promotors in
B. cellulosilyticus pMMG656_tetQ_nanoluc (A) und B. xylanisolvens pMM656_tetQ_nanoluc (B).
Nach der Inkubation mit unterschiedlichen Rhamnose-Konzentrationen wurden die Zellen lysiert. Das
Zelllysat wurde gemafl den Herstellerangaben des NanolLuc®-Luciferase Assay behandelt. Die
freigesetzte Biolumineszenz (Emax=460 nm) wurde mit einem Infinite 200 PRO NanoQuant
Mikroplatten-Lesegerét (Tecan, Mannedorf, Schweiz) gemessen. Die gemessene Werte wurden auf OD
1 normalisiert und mit der eingesetzten Rhamnose-Konzentration korreliert. Die Experimente wurden
in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. ® = Stamm mit pMM656_tetQ_nanoluc, m = Wildtyp-Stamm,
RLU: Relative light units.
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Bis hierher konnte gezeigt werden, dass sich das pMM®656 System aus B. thetaiotaomicron
(Mimee et al., 2015), welches bereits fir P. vulgatus optimiert wurde (Llick, 2023) auch auf die

Spezies B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens der Gattung Bacteroides libertragen lieR.

In einem nachsten Schritt stellte sich die Frage, ob das fir P. vulgatus entwickelte SacB-
Deletionssystem ebenfalls auf B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens Ubertragbar ist. Bei
diesem System katalysiert das plasmidkodierte sacB, wahrend des Wachstums auf Saccharose-
haltigen Gegenselektionsplatten die Bildung von polymerem Levan innerhalb der Zelle. Da
P. vulgatus das produzierte Levan nicht abbauen kann, fiihrt dies zum Tod der Zellen. Somit
kdnnen nur diejenigen Zellen auf den Agar-Platten anwachsen, welche das Plasmid lber eine
zweite homologe Rekombination verloren haben (Neff et al., 2023). Zur Nutzung des Systems,
darf der entsprechende Organismus folglich kein Levan abbauen kénnen. Es gibt bereits
Hinweise darauf, dass die Organismen nur Levan oder Inulin, nicht aber beides verwerten
kdnnen (Sonnenburg et al., 2010; Neff et al., 2023). Fiir B. xylanisolvens wurde bereits in einer
friheren Studie gezeigt, dass es in der Lage ist Inulin zu verstoffwechseln, auf Levan aber kein
Wachstum moglich ist (Wienberg, 2023). Somit sind in B. xylanisolvens alle notwendigen
Kriterien fiir die Anwendung des sacB-Systems erflillt. Da diesbezliglich zu B. cellulosilyticus
noch keine Daten vorlagen, wurde die Verstoffwechslung von Levan und Inulin im
nachfolgenden untersucht. Dazu wurde B. cellulosilyticus auf DMM mit Levan und Inulin
inkubiert. Als Wachstumskontrolle diente ein Ansatz mit Glucose (15 mM) als Substrat. Nach
16 h Inkubation war sowohl auf Glukose als auch auf Levan ein eindeutiges Wachstum zu
erkennen (Abb. 51). In beiden Ansatzen wurde eine vergleichbare maximale OD von 1,1
(Levan) und 1,2 (Glucose) erreicht. Mit Inulin als Substrat konnte allerdings kein Wachstum
festgestellt werden (Abb. 51). Da B. cellulosilyticus Levan als Substrat nutzen konnte, und somit
das sacB-System in diesem Organismus moglicherweise nicht als Deletions-System geeignet

war, lag das Augenmerk in den folgenden Versuchen auf B. xylanisolvens.
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Abbildung 51: Wachstum von B. cellulosilyticus auf Levan und Inulin. Das Wachstum erfolgte in einer
48-Well Platte bei 37°C unter anaeroben Bedingungen. Als Substrat wurden jeweils 15 mM
Kohlenstoffquelle (bezogen auf die enthaltenen Monomer-Einheiten) aus Glukose, Inulin aus Chicorée
(Megazyme Inc.), und bakteriellem Levan (Pohlentz et al. 2022) eingesetzt. Die OD wurde mittels
Plattenlesegerdt (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenldnge von 600 nm
gemessen und mit der entsprechenden Inkubationszeit korreliert. Die Experimente erfolgten in
dreifacher Ausfiihrung.

3.2.2 Deletion der Methyl-Malonyl-CoA-Mutase (BXY_12020, BXY_12030) in
B. xylanisolvens

Von den drei urspriinglich untersuchten Xylan-Verwertern erfillte nur B. xylanisolvens alle
Kriterien fiir die Anwendung der Gendeletion durch das sacB-Systems. Im Folgenden wurde
getestet, ob das System auch in der Umsetzung auf den Organismus anwendbar ist. Als proof
of concept sollte die Methyl-MalonyCoA Mutase ausgeschaltet werden. Wie in P. vulgatus ist
dieses Enzym Teil des respiratorischen Astes im Stoffwechselweg von B. xylanisolvens. Hier
katalysiert das Protein die Umsetzung von Succinyl-CoA zu Methyl-MalonylCoA (Abb. 52) und
spielt damit eine Schliusselrolle in der Verstoffwechslung von Succinat zu Propionat. Das Enzym
besteht aus zwei Untereinheiten welche von den Genen bxy 12020 und bxy 12030 kodiert

werden.
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Abbildung 52: Schematische Darstellung des zentralen Kohlenstoffflusses (A) und des Propionatwegs
(B) in B. xylanisolevns. Nach der Glykolyse beziehungsweise dem PPW, teilt sich der Stoffwechselweg
in den fermentativen (- - -) und respiratorischen (- - -) Ast auf. Nach Carboxylierung und anschlieRender
Reduktion von PEP zu Succinat kann dieses weiter zu Propionat umgewandelt werden (B). Die
freigesetzten Endprodukte sind umrahmt. Die beiden Untereinheiten der Methylmalonyl-CoA-Mutase
(BXY_12020 und BXY_12030) sowie deren Reaktionsweg sind in rot dargestellt. PEP= Phosphoenol-
Pyruvat; PPW = Pentose-Phosphat-Weg; Succ-CoA= Succinyl-Coenzym A; MM-CoA= Methyl-Malonyl-
Coenzym A; Prop-CoA = Propionyl-Coenzym A.

Um den Stoffwechselweg von Propionat auszuschalten, sollten folglich diese beiden Gene
deletiert werden. Dazu wurden 1000 bp stromaufwarts von bxy 12020 und 1025 bp
stromabwarts von bxy 12030 als up-und downstream-Regionen gewahlt, (iber welche spater
die homologe Rekombination zwischen dem Genom von B. xylanisolvens und dem Plasmid
stattfinden sollte. Die entsprechenden Nukleotidsequenzen wurden mit Hilfe der Primer
bxy 12020 up_fw/rev und bxy 12030 down fw/rev aus der genomischen DNA von
B. xylanisolvens amplifiziert. Die Vervielfaltigung des Plamsidriickgrats von pMM®656_sacB
erfolgte unter Verwendung der Primer pMM656_Ko BB_fw/rev. Die einzelnen Fragmente
wurden anschlieRend mittels NEB® Assembly Master Mix assembliert. Das Fertige Konstrukt
pMM656 A12020-12030 (Abb. 53 A) wurde mittels Elektroporation in E.coli B2155

transferiert.
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Abbildung 53: Konstruktion des Plasmids pMM656_A12020-12030. (A) Plasmidkarte des
konstruierten Vektors pMM656_A12020-12030 zur Deletion der Gene bxy 12020 und bxy 12030 in
B. xylanisolvens. Auf dem Plasmid befinden sich die 1000 bp upstream-Region von bxy_ 12020 sowie
die 1025 bp downstream-Region von bxy 12030 fiir die homologe Rekombination. Auerdem befindet
sich auf dem Plasmid der Promotor des Gens bvu_2499 (p2499). Dieser initiiert die Transkription des
sacB-Gens, welches als Gegenselektionsmarker dient. Die Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) dient
der Selektion von E. coli und die Erythromycin-Resistenzkassette (ermG) der Selektion von Bacteroides-
Spezies. OriT = Origin of transfer; Ori = Origin of replication fiir E. coli. (B) Agarosegel nach Kolonie-PCR
zum Nachweis der korrekten Asssemblierung der up- und downstream-Region von bxy_12020-12030
in pPMM656_sacB. Die verwendeten Primerpaare scr-pmm656_up_fw und scr-pmm656_down_rev
binden jeweils in dem Plasmidriickgrat und flankieren die Gensequenz der up- und downsream-Region.
M =1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Der korrekte Zusammenbau des erstellten Vektors wurde mittels Kolonie-PCR und
Sequenzierung unter Verwendung der Primer scr-pmm656 up fw und  scr-
pmm656_down_rev geprift. Auf dem Agarosegel wurde ein erwartetes Fragment von 2505 bp
detektiert (Abb. 53 B) und somit die korrekte Assemblierung von pMM656_A12020-12030

bestatigt.

Darauf folgte das Einbringen des generierten Konstruktes in B. xylanisolvens mittels
biparentaler Konjugation mit E. coli 2155 als Donor-Stamm. Uber eine Kolonie-PCR sollte erst
die Integration des Plasmids in das Genom des Zielorganismus (Abb. 54 A) und anschliefend
die Deletion von bxy 12020-12030 (Abb. 54 B) bestatigt werden. Zum Nachweis der ersten

homologen Rekombinante, wurden die Primer pMM656sacB seq_fw/rev verwendet. Diese
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binden im Plasmidriickgrat und flankieren die fir sacB kodierende Sequenz. Nach der
Konjugation konnte das entsprechende Fragment von 1965 bp amplifiziert werden (Abb. 54A.
Spur 1). Somit wurde die Integration des Plasmids in die genomische DNA des Organismus
bestatigt. Nach der Initialisierung der zweiten homologen Rekombination wurde mit Hilfe der
Primer scr_Bxy 12020 up_rev und scr-Bxy_12030 down_fw Uberprift, ob eine Deletion
stattgefunden hat. Da die Primer in der up- und downstream-Region von bxy_ 12020
beziehungsweise bxy 12030 binden und somit die Nukleotidsequenz beider Gene flankieren,
ergeben diese ein Fragment von 4637 bp was auch im WT amplifiziert wurde (Abb. 54 B, Spur
1). In dem Untersuchten Klon ergab die Kolonie-PCR nur ein Fragment von 587 bp (Abb. 54 B,
Spur 2). Somit wurde die Generierung von B. xylanisolvens A12020-12030 bestatigt.

A
3000 bp - B — - 5000bp
2000 bp - - 3000 bp
1500 bp - - 2000 bp
- 1500 bp
1000 bp -
- 1000 bp
500 bp -
- 500 bp

Abbildung 54: Nachweis der ersten homologen Rekombination von pMM656_A12020-12030 in
B. xylanisolvens und Nachweis der Deletion von bxy_12020-12030 in B. xylanisolvens. (A) Agarosegel
nach Kolonie-PCR zum Nachweis der Integration von pMM656_A12020-12030 in das Genom von
B. xylanisolvens. Die Primer gPCR_16SBac_fw/rev binden spezifisch im Genom von Bacteroides-Spezies
(Spur 2). (B) Kolonie-PCR zur Untersuchung der zweiten homologen Rekombinanten. Die Primer
scr_Bxy 12020 up_rev und scr-Bxy_12030 down_fw binden in der up- bzw downstream-Region von
bxy_ 12020 und bxy_12030 im WT (Spur 1) und in B. xylanisolevns A0523-0524 (Spur 2). M = 1 kb DNA-
Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Um die phanotypische Auswirkung der Deletion der fir die MM-CoA-Mutase kodierenden

Gene bxy_12020 und bxy_12030 bewerten zu konnen, wurde das Wachstumsverhalten der

generierten Mutante B. xylanisolvens A12020/30 mit dem Wildtypstamm verglichen (Abb. 55).
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Hierflr wurden beide Stamme auf DMMX (18 mM) unter anaeroben Bedingungen bei 37°C
inkubiert. In Abbildung 55 ist zu erkennen, dass der WT im Vergleich zur Deletionsmutante
eine langere Lag-Phase hatte. Das darauffolgende Wachstum beider Stamme war allerdings
vergleichbar. Der WT erreichte eine maximale OD von 0,9, wahrend der neu generierte Stamm
eine OD von 1,02 erreichte. Auch die Verdopplungszeiten waren mit 1,27 + 0,1 (WT) und
1,39 £ 0,14 (A12020/30) vergleichbar. Dementsprechend hatte die Deletion von bxy_ 12020
und bxy_12030 keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von B. xylanisolvens A12020/30.
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Abbildung 55: Wachstum von B. xylanisolvens Wildtyp und B. xylanisolvens A12020/30 in DMMX-
Medium. Die Kultivierung erfolgte in DMM-Medium mit 18 mM Xylose als Substrat. Die Kulturen
wurden 5 % [v/v] in einer 48-Well-Platte angeimpft und unter anaeroben Bedingungen bei 37°C
inkubiert. Die OD wurde mit Hilfe eines Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz)
bei einer Wellenldnge von 600 nm gemessen (ODgoonm) und gegen die Zeit aufgetragen. Die Kultivierung
erfolgte in technischen Triplikaten.

Auf die Untersuchung des Wachstumsverhaltens folgte eine Analyse der
Stoffwechselendprodukte in B. xylanisolvens A12020/30. Hierfir wurde dieser sowie der Wild-
typ-Stamm in Serumflaschen mit DMMX (18 mM) inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten

wurden die Zellen geerntet und die Uberstinde mittels HPLC analysiert (Abb. 56).
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Abbildung 56: HPLC-Chromatogramm der Endprodukte von B. xylanisolvens WT und
B. xylanisolvens 012020/30. Beide Stimme wurden in Minimal-Medium mit Xylose (DMMX, 18 mM)
unter anaeroben Bedingungen bei 37°C kultiviert. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
wurden die Kulturiiberstande mittels HPLC analysiert.

Wie im HPLC-Chromatogramm zusehen, wurden nur noch Succinat, Lactat, Formiat und Acetat
als Stoffwechselendprodukte detektiert (Abb. 56). Somit wurde nachgewiesen, dass der
Deletionsstamm nicht mehr zur Propionat-Produktion in der Lage war. Auffallig war aulSerdem,
der Anstieg in der Succinat-Produktion im neuen Deletionsstamm. Mit 9,3 + 2,0 mmol/g TG
produzierte B. xylanisolvens A12020-30 1,5-mal so viel Succinat wie der Wild-typ Stamm
(6,18 £ 0,75 mmol Succinat/g TG) (Abbildung 57 A und B). Die Acetatproduktion war mir
8,4+1,3 mmol/g TG (WT) und 8,6 + 2,4 mmol/g TG (A12020/30) in beiden Stammen
vergleichbar. In Bezug auf Lactat war die Konzentration mit 0,5 + 0,4 mmol/g TG im
Deletionsstamm etwas geringer als im Wild-typ-Stamm (0,8 + 0,2 mmol/g TG). Mit
2,3+ 1,1 mmol Formiat/g TG war die in B. xylanisolvens A12020/30 produzierte Menge
ebenfalls geringer als im WT (3,1 + 1,1 mmol/g TG). Allerdings waren die Unterschiede in der
Lactat- und Formiat- Bildung nicht signifikant. Auffallig war auBerdem, dass nach der Deletion
von bxy 12020 und bxy 12030 bereits ein 1:1 Verhaltnis zwischen der Succinat- und der
Acetat-Produktion vorlag (Abbildung 57 B).
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Abbildung 57: Bildung von Succinat (A) und weiteren Endprodukten (B) in B. xylanisolvens WT und
B. xylanisolvens A12020/30. 16 Kulturen der beiden Stimme wurden auf DMMX-Medium (18 mM)
kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der exponentiellen Phase geerntet. Der Uberstand der
Kultur wurde mittels HPLC analysiert. (A) Die Succinat-Konzentration wurde gegen das entsprechende
Trockengewicht der jeweiligen Kultur aufgetragen. Die Konzentration wurde aus der Steigung der
Regressionsgerade berechnet. (B) Die Konzentrationen aller Endprodukte wurde mit dem jeweiligen
Trockengewicht korreliert. Das Trockengewicht betrug 358 mg/L Kultur, bei einer OD von 1. Die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellit.

Aufgrund des Ausschaltens der Propionatsynthese in B. xylanisolvens durch die Deletion von
bxy 12020 und bxy_12030 konnte gezeigt werden, dass das sacB-Deletionssystem nicht nur in
P. vulgatus anwendbar ist, sondern auch auf B. xylanisolvens lbertragen werden konnte.
Zudem wurde mit diesem Organismus ein neuer potenzieller Kandidat zur biotechnologischen
Succinatproduktion entdeckt. Um dieses Potenzial genauer zu untersuchen, wurde getestet

welche nachwachsenden Rohstoffen B. xylanisolvens als Substrat nutzen kann.

Ein Beispiel an nachwachsenden Rohstoffen, welche bereits in der Industrie verwendet
werden sind Cellulosen und Hemicellulosen, wie Xylane (Qaseem et al., 2021). Die
Trockenmasse von Laubhozern (Angiospermen) besteht zu 15- 30 % aus Xylanen (Haltrich et
al., 1996). Aber auch in Getreiden wie Weizen, Reis oder Hafer machen Xylane bis zu 70 % der
Zellwand aus (lzydorczyk & Biliaderis, 1995). Obwohl die Xylane immer aus einem Riickgrat aus
Xylose-Einheiten aufgebaut sind, unterscheiden sie sich je nach Herkunft in ihrer
Zusammensetzung. So enthalten Getreide-Xylane beispielsweise einen hoheren Anteil an
Arabinose-Monomeren (Arabinoxylan), wahrend Xylane aus Holzern

4-0-Methylglucuronsaure Reste (Glucuronoxylans) tragen (Polizeli et al., 2005).
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Neben verschiedenen Xylanen wurden zusatzlich Pektin und Carboxymethylcellulose sowie
kurzkettige Xylooligosaccharide untersucht (Abb. 58). Hierfiir wurden B. xylanisolvens in der
Gegenwart der unterschiedlichen Substrate in DMM-Medium kultiviert. Um sicher zu gehen,
dass die Xylane keine kurzkettigen Oligosaccharide enthielten, welche das Wachstum

begiinstigen konnten, wurde diese vor Gebrauch mittels Ethanol-Fallung aufgereinigt (siehe

Kapitel 2.5.7).
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Abbildung 58: Wachstum von B. xylanisolvens Wildtyp auf komplexen, pflanzlichen Polysacchariden.
Die Kultivierung erfolgte in DMM-Medium mit 33 mM Xylose (®), 0,5 % Xylooligosachharide(e), 0,5 %
Pektin (®), 0,5 % Carboxymethylcellulose (), 0,5 % Arabinoxylan (o), 0,5 % Buchenxylan (m), 0,5 %
Birkenxylan (=) oder0,5 % Haferxylan(m) als Substrat. Die Kulturen wurden 5 % [v/v] in einer 48-Well-
Platteangeimpft und unter anaeroben Bedingungen bei 37°C inkubiert. Die OD wurde mit Hilfe eines
Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenldange von 600 nm
gemessen (ODgoonm) UNnd gegen die Zeit aufgetragen. Die Kultivierung erfolgte in Triplikaten.

Das Wachstum wurde mit Hilfe eines Plattenlesegerates festgehalten. Als Kontrolle wurde
Xylose als Substrat verwendet. Hier war ein Wachstum bis zu einer maximal OD von 2,1 zu
beobachten. Mit Xylooligosacchariden aus Maiskolben, war ein vergleichbares Wachstum bis
zu einer OD von 1,8 zu sehen (Abb. 58 A). Die Cyarboxymethylcellulose konnte hingegen von
B. xylanisolvens gar nicht als Wachstumssubstrat verwendet werden (Abb. 58 B). Auf Pektin
wurde anfangs ein leichtes Wachstum bis zu einer OD von 0,3 beobachtet, allerdings war hier
die stationdre Phase bereits nach 8 h erreicht (Abb. 58 B). Arabinoxylan konnte am besten
verwertet werden und B. xylanisolvens erreichte eine maximale OD von 1,7. Auch das Xylan
aus Buchenholz ermdglichte ein Wachstum bis zu einer OD von 0,95 (Abb. 58 C). Mit
maximalen ODs von 0,6 und 0,45 war das Wachstum auf Birken- beziehungsweise Haferxylan
deutlich schlechter (Abb. 58 C). Insgesamt ergaben die Untersuchungen, dass sich Xylane von
B. xylanisolvens als Substrat verwenden lassen, Pektin aus Apfeln und Carboxymethylcellulose

sich hingegen nicht als Substrate eignen.
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3.3 Wechselwirkung zwischen pharmazeutisch aktiven Wirkstoffen
und der menschlichen Darmmikrobiota

Der menschliche Dickdarm stellt mit 10" Zellen/ml| den am dichtesten von Prokaryoten
besiedelten Bereich des menschlichen Kérpers dar (Sender et al., 2016). Gleichzeitig weist die
Diversitat der intestinalen Mikrobiota mit schatzungsweise 1000 verschiedenen Arten eine
bemerkenswerte Vielfalt auf (Qin et al., 2010; Zhu et al., 2010). Die Zusammensetzung der
menschlichen Darmmikrobiota zeigt allerdings eine hohe Variabilitat in Abhangigkeit des Alters
oder der geographischen Herkunft (Yatsunenko et al., 2012). Dariiber hinaus kbnnen externe
Faktoren wie die Erndahrungsweise oder der Einsatz von Medikamenten und Antibiotika die
mikrobielle Diversitdt und Zusammensetzung beeinflussen (Dethlefsen & Relman, 2011;
Wexler & Goodman, 2017; Subramaniam et al.,, 2023). Die Interaktion zwischen der
Darmmikrobiota und dem menschlichen Organismus ist jedoch bidirektional: Der Stoffwechsel
der Mikroorganismen kann ebenfalls bedeutende Auswirkungen auf die Gesundheit des
Wirtsorganismus haben. Ein Beispiel hierfiir ist die Produktion von Butyrat. Diese kurzkettige
Fettsdure (SCFAs), welche von einer Vielzahl an Darmbakterien gebildet wird, dient als wichtige
Energiequelle der Kolonozyten (Louis & Flint, 2009). Durch die mikrobielle Verstoffwechslung
von Nahrungsbestandteilen im Darm koénnen allerdings auch reaktive Verbindungen
entstehen, welche die Gesundheit des Menschen negativ beeinflussen kénnen. Ein Beispiel
was zunehmend an Interesse gewinnt ist die Bildung von N-Nitroso-Verbindungen wie die
N-Nitrosamine. Hierbei handelt es sich um organische Verbindungen, die sich auf natdrliche
Weise aus sekunddren oder tertiaren Aminen durch Reaktionen mit Nitrosierungsmitteln wie
Nitrit (NO2’) oder unter oxidativen Bedingungen bilden kdnnen (Anselme, 1979) (siehe Abb. 2,
Kapitel 1.5). Zusatzlich gibt es einige Berichte Uber Bakterien, welche durch die Katalyse
bestimmter Reaktionen im Darm ebenfalls zur Bildung von N-Nitrosaminen beitragen (Suzuki
& Mitsuoka, 1984). Solche Reaktionen wurden beispielsweise in E. coli-Stammen sowie
weiteren Enterobakterien (Calmels et al., 1987; O’'Donnell et al., 1988), und einigen Vertretern
der Gattung Pseudomonas beobachtet (Calmels et al., 1987; Ralt et al., 1988; Suzuki &
Mitsuoka 1984). Wahrend diese Gruppe nur einen geringen Anteil der Darmmikrobiota
ausmacht (King et al., 2019), gibt es bisher noch keine Daten zur Nitrosierung durch weitere

Vertreter der Darmbakterien.
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Aufgrund dessen sollte in diesem Kapitel der Arbeit die Bildung von N-Nitrsoso-Verbindungen
ausgehend von aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (API) mit sekunddaren Amin-Gruppen
durch verschiedene Vertreter der Darmmikrobiota ndher untersucht werden. Diese
Untersuchungen waren Teil der Endogenous formation of nitrosamines from drug substances
(GITox) Studie der European medicines agency (EMA) und wurden in Zusammenarbeit mit dem
Frauenhofer Institut fir Toxikologie und Experimentelle Medizin (ITEM) und dem

Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) durchgefiihrt.

3.3.1 Auswirkung der APIs auf das Wachstumsverhalten verschiedener
Darmorganismen

Bei aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (API) handelt es sich um chemisch basierte
Wirkstoffe, welche eine pharmakologische Aktivitdt zeigen. Diese Wirkstoffe werden in
unterschiedlichen Bereichen zur Behandlung von Krankheiten angewandt (Kumar et al., 2022).
In den letzten Jahren sind immer haufiger Berichte (iber N-Nitroso kontaminierte APl wie
Valsartan und Vareniclin (EMA, 2020; Schmidtsdorff et al., 2022) aufgetaucht, was das

Interesse an der Untersuchung von N-Nitroso-AP| erhohte.

Die hier zu Untersuchenden Wirkstoffe (Tab. 27) wurden unter anderem aufgrund ihrer hohen
Verschreibungsrate, und dem Beinhalten von sekundaren Aminen auserwahlt. Bei Enalapril,
Propranolol und Metoprolol handelt es sich um Wirkstoffe, die gegen Bluthochdruck
eingesetzt werden, Gber welche allerdings auch schon Berichte iber Nitrosierungen vorliegen
(Robbiano et al., 1991; Schmidtsdorff et al., 2022). Auch Fluoxetin und Methylphenidat,
welche bei Patienten mit Depressionen beziehungsweise ADHS (Aufmerksamkeitsdefizit-
/Hyperaktivitats-Storung) verordnet werden, wurden bereits mit Nitrosierungsvorgange und

Mutagenitat in Verbindung gesetzt (Elzein et al., 2005; Schmidtsdorff et al., 2022).

Da nicht bekannt ist, wo genau im Verdauungstrakt die jeweiligen Medikamente absorbiert
werden und welche Menge tatsachlich im Dickdarm ankommt wurde in dieser Arbeit zur
Untersuchung einer moglichen Nitrosierung die einzunehmende Tageshdchstdosis,
verwendet. Das Magenvolumen eines erwachsenen Menschen betragt nach der
Essensaufnahme etwa 0,5 L (Schiller et al., 2005; Perlas et al., 2009; Kim et al., 2020). Aufgrund

dessen wurden die entsprechenden Tageshochstdosen der APl dupliziert, um die
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Konzentration fiir die Versuche zu berechnen. Die getesteten APl mit den jeweiligen

Konzentrationen sowie deren Wirkungsbereich sind in Tabelle 27 angegeben.

Tabelle 27: Verwendete APl und Konzentrationen im Versuchsansatz.

Name (API) Tageshochst- | Konzentrationim | Konzentration Quelle
dosis Versuchsansatz®) [mM]
[mg] [mg/L]
Nationale
Enalapril 20 40 0,08 Experteninformation
(EMA)
Altamura et al. (1994);
Fluoxetin 60 120 0,34 Nationale
Experteninformation
(EMA)
Kimko et al. (1999);
Methylphenidat 60 120 0,44 Nationale
Experteninformation
(EMA)
Nationale
Metoprolol 100 200 0,60 Experteninformation
(EMA)
Nationale
Propranolol 160 320 1,08 Experteninformation
(EMA)

a) Konzentration berechnet anhand der Tageshochstdosis und ausgehend von einem Magenvolumen nach
Nahrungsaufnahme von 0,5 L (Shiller et al. 2005; Perlas et al. 2009; Kim et al. 2020)

Um eine méglichst gute Ubersicht iber die Wechselwirkung zwischen den API und der
Darmmikrobiota zu bekommen, wurden in dieser Arbeit die nach King et al. (2019) elf
haufigsten Vertreter der intestinalen Flora untersucht. Die entsprechenden Organismen sind
mit ihrer durchschnittlichen Abundanz im menschlichen Darm in Tabelle 28 aufgelistet.
Zusatzlich wurde aus diesen Vertretern, unter Berlicksichtigung ihrer jeweiligen Haufigkeit,
eine synthetische Darmmikrobiota erstellt, um so die Wechselwirkung zwischen den einzelnen

Organismen ebenfalls zu beriicksichtigen.
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Tabelle 28: Verwendete Vertreter der Darmmikrobiota und ihr prozentuales Vorkommen
im menschlichen Darm.

Spezies Phylum Durchschnittliche? Abundanz [%]
Phocaeicola (P.) dorei Bacteroidota 17.4
Phocaeicola (P.) vulgatus Bacteroidota 15.0
Agathobacter (A.) rectalis Bacillota 6.2
Bacteroides (B.) xylanisolvens Bacteroidota 49
Faecalibacterium (F. ) prausnitzii Bacillota 35
Bacteroides (B.) cellulosilyticus Bacteroidota 3.4
Ruminococcus (R.) bicirculans Bacillota 2.5
Escherichia (E.) coli MC4100 Proteobacteria 1.9
Roseburia (R.) intestinalis Bacillota 1.1
Bifidobacterium (B.) longum Actinomycetota 0.7
Akkermansia (A.) muciniphila Verrucomicrobia 0.7

a) Durchschnittliche Haufigkeit im Dickdarm, berechnet anhand der Analyse von Stuhlproben von mehr als 200
gesunden Menschen (King et al. 2019)

Zur Untersuchung der moglichen Nitrosierung an APl durch Darmbakterien, wurden die
einzelnen Stamme jeweils in SHIME® (Van De Wiele et al., 2015) beziehungsweise BHI-
Medium bei 37 °C mit der entsprechenden Konzentration an API kultiviert. Hierbei fiel auf, dass
Fluoxetin und Propranolol auf alle Organismen einen Wachstumshemmenden Effekt hatten.
Dieses Phanomen ist in Abbildung 59 am Beispiel von P. dorei dargestellt. Wahrend die
Kulturen mit Methylphenidat, Enalapril und Metoprolol ein vergleichbares Wachstum zu den
Kulturen ohne API zeigten, konnte in der Anwesenheit von Fluoxetin und Propranolol kein

Wachstum beobachtet werden.
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Abbildung 59: Auswirkung verschiedener Medikamente auf das Wachstumsverhalten von P. dorei.
P. dorei wurde mit der entsprechenden maximalen Tagesdosis an Methylphenidate (®), Fluoxetin(®),
Enalapril (m), Metoprolol () und Propranolol (m) unter anaeroben Bedingungen bei 37°C in einer 48-
Well-Platte inkubiert. Als positiv Kontrolle diente eine Probe ohne API (0). Die optische Dichte wurde
mit Hilfe eines Plattenlesegerates (Tecan infinite 200Pro, Mannedorf, Schweiz) erfasst und gegen die
Zeit aufgetragen. Methylphe, = Methylphenidat.

Um  festzustellen, ob es sich bei dieser Wachstumshemmung um eine
konzentrationsabhangige Hemmung handelt, wurden die Organismen mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Fluoxetin und Propranolol inkubiert. In Abbildung 60 ist beispielhaft die
Auswirkung unterschiedlicher Propranolol-Konzentrationen auf das Wachstum von P. dorei
dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass die Wachstumskurve von P. dorei mit steigender
Konzentration an Propranolol abflachte und schliellich bei 1,1 mM Propranolol gar kein

Wachstum mehr gemessen wurde (Ab. 60 A).
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Abbildung 60: Konzentrationsabhdngige Wachstumshemmung von Propranolol auf P. dorei.
(A) P. dorei wurde mit Konzentrationen zwischen 0,1 und 1,1 mM Propranolol inkubiert. (B) Nach der
Inkubation von P. dorei in (A) wurden die maximal erreichten ODs in Prozent berechnet und gegen die
jeweiligen Propranolol Konzentrationen aufgetragen. Die maximale OD wurde hierbei auf die OD einer
Kultur ohne Propranolol (100 %) normiert. Mit Hilfe der Funktion non linear fit [Inhibitor] vs. response
von graph pad Prism wurde die mittlere inhibitorische Konzentration von Propranolol bestimmt. Alle
Experimente wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken
dargestellt.

Durch die Korrelation der maximal erreichten OD in Prozent gegen die angewandte
APl-Konzentration (Abb. 60 B) wurde der Zusammenhang zur Wachstumshemmung
verdeutlicht. Mit Hilfe der nicht linearen Regressionsgerade und der Funktion ,,Hemmstoff-
Antwort” in Graph-Pad Prism wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) bestimmt.
Diese wurde flr alle Organismen jeweils flir Fluoxetin und Propranolol in Tabelle 29 dargestellt.
Fiir Fluoxetin lag die IC50 der meisten Organismen mit 0,03 bis 0,07 mM bei etwa einem
Zehntel der erlaubten Tageshochsdosis. Als einzige Ausnahme war hier E. coli auffallig, fur
welchen eine IC50 von 0,35 mM festgestellt wurde. Fir Propranolol hingegen waren die
detektierten IC50-Werte fiir die einzelnen Organismen sehr unterschiedlich. A. muciniphila
wies mit einer IC50 von 0,28 £ 0,04 mM die groRte Sensitivitat gegeniiber Propranolol auf. Wie
auch bei Fluoxetin war es erneut E. coli welcher am geringsten von dem Wirkstoff gehemmt
wurde. Dennoch lag auch hier die IC50 mit 0,83 £ 0,1 mM unterhalb der maximal erlaubten
Tageshochstdosis von Propranolol (1,08 mM). Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass sowohl
Fluoxetin als auch Propranolol bereits in geringen Konzentrationen eine inhibitorische Wirkung
auf das Wachstum der getesteten Darmorganismen hatte.
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Tabelle 29: Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) von Fluoxetin und Propranolol in

verschiedenen Darmorganismen.

Organismus IC50 Fluoxetin [mM] IC50 Propranolol [mM]
P. dorei 0,05+0,01 0,76 £ 0,03
P. vulgatus 0,04 £0,01 0,37 £0,04
A. rectalis 0,04 +0,01 0,33+0,02
B. xylanisolvens 0,07 £0,01 0,45 £ 0,03
F. prausnitzii 0,03 £ 0,00 0,37 £0,02
B. cellulosilyticus 0,03 £0,01 0,65 + 0,08
H. aceti 0,03 £0,01 0,49 £ 0,09
E. coliMC4100 0,35+ 0,00 0,83+0,1
R. intestinalis 0,07 £0,01 0,39+0,05
B. longum 0,05 +0,01 0,53 +0,03
A. muciniphila 0,05 + 0,00 0,28 £ 0,04

3.3.2 Nitrosierung von APIs durch Darmbakterien

In den vorherigen Ergebnissen wurde gezeigt, dass die Anwendung der Tageshdchstdosis von
Fluoxetin und Propranolol das Wachstum der Organismen beeintrachtigte, wodurch die
Nitrosierung dieser API nicht mit Hilfe von wachsenden Kulturen untersucht werden konnte.
Da im menschlichen Darm allerdings zum Zeitpunkt der Einnahme der API bereits eine stabile
Gemeinschaft der jeweiligen Organismen vorhanden ist, wurden im Folgenden zur
Untersuchung der beiden Wirkstoffe Fluoxetin und Propranolol ausgewachsene Kulturen

verwendet.
3.3.2.1 Einfluss des pH-Wertes auf die chemische Nitrosierung von APIs

Bevor die biologische Nitrosierung durch Bakterien untersucht werden konnte, sollte zunachst
geklart werden, ob eine chemische Reaktion stattfindet. Hierfiir wurden die einzelnen
Wirkstoffe jeweils unter den gleichen Bedingungen wie die spateren Experimente inkubiert.
Wahrend im Darm ein pH-Wert von 7 herrscht, konnte diese Bedingung in den
Wachstumsexperimenten nicht eingehalten werden. Durch die Freisetzung von
Fermentationsprodukten kommt es bei der anaeroben Kultivierung der Darmbakterien zu

einem pH-Abfall. Demnach war es wichtig zu klaren, ob der pH-Wert einen Einfluss auf die
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chemische Nitrosierung der Wirkstoffe hatte. Hierfir wurden die APl unter anaeroben
Bedingungen mit 100 uM NO; und bei unterschiedlichen pH-Werten inkubiert. Nach 24 h
wurde die Reaktion mit Acetonitril abgestoppt. Die Proben wurden mittels LC-MS (BfArM,
Bonn, Deutschland) analysiert und die Peakflaiche der gemessenen N-Nitroso-Verbindungen

angegeben (Abb. 61).

Auffallig war gleich, dass fiir jede Substanz ein Peak fiir eine N-Nitroso-Verbindung detektiert
werden konnte. Dies deutete darauf hin, dass bei allen APl eine chemische Reaktion
stattgefunden hat. Diese kann unter anderem wahrend des Trocknungprozesses unter hohen
Temperaturen im Zuge der Probenvorbereitung fur die LC-MS-Analyse auftreten (persénliche
Mitteilung M. Vogel, BfArM). Wie in Abbildung 61 zu sehen, war die Peakfliche der
detektierten N-Nitroso-Verbindung fiir Propranolol, Methylphenidat und Metoprolol
innerhalb der getesteten pH-Bereiche immer vergleichbar hoch. Daraus lieR sich schlief3en,
dass bei diesen Wirkstoffen der pH-Wert keinen Einfluss auf die chemische Reaktion hatte. Fir
Enalapril hingegen nahm die Peakflache von 3,5 x 10% bei pH 7,2 in zunehmend saurem Milieu
zu und erreichte bei pH 5 eine fast 100-fache Peakflache von 1,1 x 108 (Abb. 61). Fiir Enalapril
konnte dementsprechend ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der chemischen Reaktion
und dem pH-Wert nachgewiesen werden. Auch fiir Fluoxetin konnte eine leichte pH-
Abhangigkeit der chemischen Reaktion beobachtet werden. Hier war die Fliche mit 1,1 x 10°

bei pH 5 etwa fiinf-Mal gréRer als bei pH 7,2 (2,5 x 10%) (Abb. 61).
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Abbildung 61: pH-Abhangigkeit der chemischen Nitrosierung von Enalapril, Fluoxetin, Propranolol,
Methylphenidat und Metoprolol. Die jeweiligen Substanzen wurden wahrend 24 h in Shime-Medium
mit unterschiedlichen pH-Werten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mittels Acetonitril
abgestoppt. Die Bildung von N-Nitroso-API wurde anschlieRend mittels LCMS ermittelt. Die gemessene
Peakflache wurden fiir die jeweiligen pH-Werte aufgetragen. Jeder Ansatz wurde mindestens in
Duplikaten inkubiert. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

3.3.2.2 Biologische Nitrosierung von APIs durch Darmorganismen

Um das Phdanomen der chemischen Reaktion in den folgenden Experimenten zu
berlicksichtigen, wurde basierend auf den Daten aus Abbildung 61 mit Hilfe des Programmes
SciDavis eine Funktionsgleichung erstellt. Diese wurde spater verwendet, um die Peakflachen
ab pH-Werten von unter 6,5 zu korrigieren. Nachdem das AusmaR der Hintergrundreaktion
ermittelt worden war, folgten die Untersuchungen zur biologischen Nitrosierung. Hierfiir
wurden alle APl in der Konzentration entsprechend ihrer Tageshochstdosis eingesetzt
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(Tab. 27). Die Verbindungen wurden in SHIME®- beziehungsweise BHI-Medium mit 100 puM
NO, sowie den jeweiligen Darmorganismen (Tab. 28) inkubiert. Fiir Fluoxetin und Propranolol
wurden aufgrund ihrer hemmenden Wirkung (siehe Kapitel 3.3.1) keine wachsenden Kulturen,
sondern Zellen in ihrer stationdren Phase verwendet. Nach einer 24-stlindigen Inkubation bei
37°C wurden die Reaktionen mit Acetonitril gestoppt und mittels LC-MS auf die Bildung von
N-Nitroso-API untersucht (BfArM, Bonn, Deutschland). Zusatzlich wurden fir alle Wirkstoffe
Standards zur chemischen Hintergrundreaktion ohne Bakterien inkubiert. Ansatze mit starker
Ansduerung wurden nachtraglich ber die zuvor bestimmte Funktionsgleichung korrigiert.
AbschlieRend wurde das Verhaltnis zwischen den Peakflachen der Proben und der Peakflachen
der chemischen Reaktion bestimmt (Abb. 62). Lag dieses Verhaltnis bei 1 so hat keine
biologische Nitrosierung stattgefunden. War das Verhiltnis Uber eins so war davon
auszugehen, dass zusatzlich zu der chemischen- auch eine biologische Nitrosierung

stattgefunden hat.

Wie aus Abbildung 62 hervorgeht, lag der Mittelwert des Verhaltnisses zwischen der gesamten
und der chemischen Reaktion bei den meisten Experimenten um 1 oder sogar tiefer. In
vereinzelten Versuchen wurde ein erhdhtes Verhaltnis beobachtet. Dies war beispielsweise
der Fall flr F. prausnitzii und A. muciniphila bei der Inkubation von Fluoxetin, wo Verhaltnisse
von 1,7 beziehungsweise 1,9 gemessen wurden. Allerdings waren diese Daten aufgrund der
starken Abweichungen zwischen den einzelnen Versuchen nicht oder nur schwach signifikant.
Der einzige Ansatz, welcher zu einer geringen (Verhaltnis gesamt/chemische Nitrosierung von
1,16) aber statistisch signifikanten Erh6hung der gesamten und somit der biologischen

Reaktion flihrte, war die Inkubation von A. muciniphila mit Methylphenidat (Abb.62).
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Abbildung 62: Biologische Nitrosierung von API durch Darmorganismen. Alle Inkubationen erfolgten
flr 24 h bei 37°C. Flr Fluoxetin und Propranolol wurden ausgewachsene Kulturen verwendet. Die
Inkubation von Propranolol, Metoprolol und Methylphenidat erfolgte mit wachsenden Zellen. Die
Reaktionen wurden jeweils mit Acetonitril abgestoppt. Die N-Nitroso-APl wurde mittels LCMS
detektiert (BfArM, Bonn, Deutschland). Dargestellt ist das Verhaltnis der Peakfliche der N-Nitrsoso-
Verbindungen aus der Reaktion mit Zellen (biologisch + chemisch) im Vergleich zu der chemischen
Reaktion ohne Zellen. Die einzelnen Experimente sind als Punkte dargestellt. Die Balken geben den
Mittelwert an. Liegt das Verhaltnis bei 1 (gestrichelte Linie) so entspricht die Gesamt-Reaktion der
chemischen Reaktion. Die Signifikanz der Daten wurde mit Hilfe von Graph-Pad Prism und einem One
sample t-test ermittelt. Die Sternchen zeigen einen P-Wert von <0,033 (*); <0,002 (**) und < 0,001
(***) an. Gut mix: synthetische menschliche Darmmikrobiota aus den elf haufigsten Vertretern.
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Der Einfluss einzelner Organismen auf verschiedene Stoffe wie beispielsweise Antibiotika kann
teilweise stark von ihrer Auswirkung in einer bakteriellen Gemeinschaft abweichen (Vega &
Gore, 2014; Zimmermann et al., 2021). Daher ist es wichtig neben der Untersuchung der
Auswirkung von einzelnen Bakterien auf die Nitrosierung von APIs, die Organismen als
gesamte Mikrobiota zu betrachten. Um die Zusammensetzung der humanen Kolon-Mikrobiota
zu imitieren, wurde in der vorliegenden Arbeit eine synthetische Darmmikrobiota (Gut Mix)
aus 11 verschiedenen Organismen (Tabelle 28) erstellt. Bei den ausgewdhlten Bakterien
handelte es sich um die nach King et al. (2019) am haufigsten vorkommende Vertreter der
menschlichen Darmmikrobiota. Die entsprechenden Gattungen deckten hierbei etwa 80 %
aller im menschlichen Darm vorkommenden Spezies ab. Aus den Inkubationen der
synthetischen Darmmikrobiota (Gut mix) mit den einzelnen API ging deutlich hervor, dass
keine Nitrsoierung stattgefunden hat, da sich alle Messwerte deutlich unter 1 befanden
(Abb. 62). Auffallig war auRerdem, dass einige Werte weit unter 1 lagen. Dies war zum Beispiel
bei der Inkubation von Fluoxetin mit P. vulgatus oder Methylphenidat mit E. coli der Fall. Ein
solches Verhaltnis kann nur zu Stande kommen, wenn die Gesamtreaktion geringer war als die
chemische Nitrosierung. Dieses Phanomen deutete darauf hin, dass die Organismen nicht zur
Nitrosierung beitragen. Im Gegenteil kdnnten die Stamme madglicherweise das Nitrit so schnell
reduzieren, dass es der chemischen Reaktion nicht mehr zu Verfligung steht. Eine weitere
mogliche Erklarung ware der Abbau der chemisch gebildeten N-Nitroso-API durch die
Bakterien, was zu einer Verschiebung des Verhaltnises unter 1 fihren wiirde (siehe Kapitel

4.3.2).

Neben der Bildung von N-Nitroso-Verbindungen, wurden die Reaktionsansatze nach der
Inkubation zusatzlich auf verbleibendes Nitrit untersucht. Mit Hilfe der Lunges-Reagenz-
Methode (Kapitel 2.6.5), wurde die NO2-Konzentration kolorimetrisch bestimmt und in

Abbildung 63 dargestellt.

Auffallig war hier das fiir alle Reaktionsansdtze mit E. coli nichts von den urspriinglichen
100 uM Nitrit wiedergefunden wurde. In den Ansatzen mit der synthetischen Darmmikrobiota
(Gut mix) waren ebenfalls nach Reaktionsende nur noch 20,3 + 4,6 uM dbrig. In den
Reaktionsansatzen von B. longum und A. muciniphila hingegen konnten fast die kompletten
100 uM auch am Ende noch gemessen werden, wahrend die Zahlen bei den anderen

Organismen ebenfalls auf eine Abnahme der Nitrit-Konzentration hindeuteten.
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Vergleicht man diese Daten mit den Nitrosierungsdaten aus Abbildung 62 so war festzustellen,
dass E. coli, welcher die 100 uM Nitrit abzubauen schien (Abb. 63), auch in den Nitroso-Api-
Messungen immer einen Quotienten von weit unter 1 zeigte (Abb. 62). Ein mdglicher
Zusammenhang konnte hier sein, dass durch die vorhanden Organismen und damit
verbundenen Abbau von NO; eine chemische Nitrosierung der APls gar nicht erst stattfinden
konnte und somit die eigentlichen Werte der chemischen Reaktion, welche in die Quotienten
mit eingeflossen sind, geringer waren als zu erwarten gewesen ware. Eine andere Moglichkeit
kénnte jedoch auch sein, dass die Organismen in der Lage sind die bereits gebildeten Nitroso-

Verbindungen abzubauen.
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Abbildung 63: Nitrit Abbau durch Darmorganismen. Gezeigt ist der gemessene Nitritgehalt nach der
Inkubation des API-Ansatzes mit den verschiedenen Darmorganismen. Der Reaktionsansatz wurde
jeweils mit 100 pM Nitrit versetzt. Am Ende der Inkubation wurde die verbliebende Nitrit-
Konzentration kolorimetrisch mit der Lungesreagenz-Methode ermittelt. Die Balken geben die
Mittelwerte aus 12 Experimenten an. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.

3.3.3 Abbau von NA-Enalapril und NA-Propranolol durch E. coli

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die ausgesuchten Vertreter der
Darmmikrobiota in der Lage sind N-Nitroso-APl abzubauen. Um diese Fragestellung genauer
zu untersuchen, wurden die vorherigen Reaktionsansatze wiederholt. Dabei wurden die APIs
gegen Nitroso-API ausgetauscht. Da die vorherigen Ergebnisse fiir E. coli am auffalligsten

waren, wurden die folgenden Experimente nur mit diesem Organismus durchgefiihrt. Um
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einen Abbau feststellen zu konnen, wurden E. coli Zellen in einer ODeoo von 10 mit
unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 uM; 2 pMund 5 pM) an NA-Enalapril und
NA-Propranolol versetzt. Nach 24 h Inkubation wurden die Reaktionsansatze mit Acetonitril
abgestoppt und die N-Nitroso-API-Konzentrationen mittels LC-MS (BfArM, Bonn, Deutschland)
gemessen (Abb. 64).

Fir beide Verbindungen wurde in Anwesenheit von E. coli eine geringere Konzentration im
Vergleich zu den Ansatzen ohne Zellen gemessen. In den Ansatzen mit 5 uM wurden nach 24 h
fir beide Verbindungen weniger als 4 uM gemessen (Abb. 64 A). Nach der Inkubation von
2uM NA-Enalapril mit E. coli wurden nur noch 0,4 uM + 0,06 uM detektiert. Von den
anfanglichen 0,5 uM wurde nach der Inkubation nur noch ein Zehntel (0,04 + 0,01 uM) der
Anfangskonzentration von NA-Enalapril wiedergefunden (Abb. 64 A). Auch die Konzentration
an NA-Propranolol war nach der Inkubation mit E. coli Zellen deutlich geringer. Hier wurden
ausgehend von 2 uM und 0,5 uM nach 24 h nur noch 0,04 £ 0,01 uM beziehungsweise
0,15 + 0,06 uM NA-Propranolol gemessen (Abb. 64 B). In den Ansatzen ohne E. coli hingegen,
gab es keine signifikanten Veranderungen der NA-API-Konzentration. Dies deutete darauf hin,

dass E. coli zum Abbau der Nitroso-Verbindungen beitrug.
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Abbildung 64: Abbau von NA-Enalapril (A) und NA-Propranolol (B) durch E. coli. Alle Inkubationen
erfolgten wahrend 24 h bei 37°C mit ausgewachsenen E. coli Zellen bei einer ODggponm von 10. Die
Reaktionen wurden jeweils mit Acetonitril abgestoppt. Die N-Nitroso-APl wurde mittels LCMS
detektiert (BfArM, Bonn, Deutschland). Zum Vergleich wurden Reaktionsansétze mitt und ohne Zellen
durchgefiihrt. Die Experimente wurden in drei technischen Replikaten durchgefiihrt. Die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt.
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Zusammenfassend verdeutlichten die Ergebnisse aus Kapitel 3.3, dass Fluoxetin und
Propranolol in ihren Tageshochstdosen eine hemmende Wirkung auf die getesteten
Darmorganismen haben. Zusatzlich wurde festgestellt, dass eine chemische Nitrosierung von
Enalapril stark pH-Wert abhangig ist. Die Untersuchung der Bildung von
N-Nitroso-Verbindungen zeigten, dass die ausgewahlten Darmorganismen keine Nitrosierung
durchfiuhrten. Im Gegenteil deuteten die Ergebnisse in Kapitel 3.3.3 daraufhin, dass E. coli

moglicherweise an einem Abbau von N-Nitroso-API beteiligt sein kdnnte.
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4. Diskussion

Der menschliche Intestinaltrakt gilt als der von Prokaryoten am dichtesten besiedelten Bereich
des menschlichen Korpers (Sender et al., 2016). Zusatzlich ragt dieses Organ durch eine hohe
Diversitat an Organismen hervor (Qin et al., 2010; Zhu et al., 2010). Die genaue
Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota ist von Mensch zu Mensch unterschiedlich und wird
sowohl durch genetische Faktoren des Wirtes (Ley et al., 2008) als auch durch duRere Faktoren
wie dessen geografischen Herkunft (Rehman et al., 2016) oder die Ernahrung (David et al.,
2014; Wexler & Goodman, 2017) beeinflusst. Trotz der hohen Variabilitdt gelten die Bacillota
und Bacteroidota als dominierende Phyla des menschlichen Dickdarms. Innerhalb der
Bacteroidota, welche unter anderem Gattungen wie Alistipes, Prevotella und Parabacteroides
umfasst (Wexler & Goodman, 2017), gehoren die Gattungen Bacteroides und Phocaeicola zu
den Hauptvertretern der menschlichen Darmmikrobiota (The Human Microbiome Project

Consortium, 2012; Forster et al., 2019; King et al., 2019) .

Bei etwa 400 verschiedenen Bakterien-Arten, die die Darmmikrobiota eines Menschen
umfasst ist ein gutes Zusammenspiel zwischen den einzelnen Organismen aber auch zwischen
den Bakterien und ihrem Wirtsorganismus erforderlich (Qin et al., 2010; Zhu et al., 2010). So
wurde in den letzten Jahren die Bedeutung der Darmbakterien fiir die menschliche Gesundheit
immer deutlicher. Diese Organismen spielen nicht nur eine Rolle in der Abwehr von
Pathogenen (Kamada et al., 2013) sowie in der Entwicklung des menschlichen Immunsystems
(Tanaka & Nakayama, 2017) sondern werden mittlerweile auch mit Krankheiten wie Darm-
Krebs oder dem Parkinson-Syndrom in Verbindung gebracht (Tilg et al., 2018; Ternes et al.,
2022; Duan et al., 2024).

Zusatzlich spielen die Darmorganismen eine wichtige Rolle im Abbau von fiir den Menschen
unverdaulichen Nahrungsmittelen, wie beispielsweise komplexen Kohlenhydrate (Dodd et al.,
2011). Durch deren Verstoffwechslung bilden die Organismen kurzkettige Fettsduren wie
Propionat, Succinat und Acetat, sowie in kleineren Mengen auch Butyrat, was wiederum als
Energiequelle fiir die menschlichen Kolonozyten dient (Louis & Flint, 2009; Den Besten et al.,
2013). In Bezug auf Kohlenhydrate, sind es besonders Spezies der Familie Bacteroidaceae,
welche Enzyme zum Abbau von komplexen Polysacchariden wie z.B. Hemicellulosen besitzen

(Chassard et al., 2007; Flint et al., 2012).
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4.1 Optimierung der Succinat-Produktion in P. vulgatus

Die Produktion von Fettsauren durch Mikroorganismen gewann in den letzten Jahren nicht nur
aufgrund von gesundheitlichen Aspekten an Aufmerksamkeit (Mirzaei et al., 2021; Ternes et
al., 2022; Duan et al., 2024), sondern auch das Interesse an deren Nutzung zur Produktion von
sogenannten Plattformchemikalien nimmt stetig zu (Varghese et al., 2022). Hierbei handelt es
sich um Ausgangstoffe, welche fiir die Produktion einer Vielzahl an Chemikalien benotigt
werden (Varghese et al., 2022; Kim et al., 2023). So wird Propionat beispielsweise fir die
Herstellung von Kosmetika und Pharmazeutika (Doring & Basen, 2024) verwendet. Succinat
zahlt ebenfalls zu einer der meistproduzierten Plattformchemikalien weltweit und spielt unter
anderem in der Kosmetik- und Lebensmittel-Industrie wie auch in der Pharmazie eine wichtige
Rolle (Nghiem et al., 2017; Dessie et al., 2018; Kumar et al., 2020; Kumar et al., 2022). Aufgrund
des steigenden Bedarfs an Plattformchemikalien und der begrenzten Verfiigbarkeit an fossilen
Rohstoffen, wachst das Interesse an biotechnologischen Herstellungsmethoden sowie eine auf
erneuerbaren Ressourcen basierende Produktion (Nghiem et al., 2017; Dessie et al., 2018;
Kumar et al., 2022; Kim et al., 2023). Besonders interessant sind fiir die biotechnologische
Produktion dementsprechend Mikroorganismen, welche kurzkettige Fettsauren durch den
Abbau von Pflanzenbestandteilen produzieren. Neben E. coli und M. succiniciproducens (Lee
et al., 2006; Thakker et al., 2012; Zhu et al., 2014) hat daher in den letzten Jahren auch das
Interesse an Spezies der Familie Bacteroidaceae als Produzenten von Plattformchemikalien
zugenommen (Isar et al., 2006; Liick & Deppenmeier, 2022; Liick, 2023; Clausen et al., 2024).
Ein Vertreter dieser Familie ist P. vulgatus (Eggerth & Gagnon, 1933; Garcia-Lépez et al., 2019).

Die Verstoffwechslung von Mono- und Di-Sacchariden lauft in P. vulgatus Gber die Glykolyse
und den Pentosephosphatweg (PPW) bis hin zur Bildung von Phosphoenol-Pyruvat (PEP) (Abb.
65 a). Hier spaltet sich der Stoffwechsel von PEP in den fermentativen (Abb 65 b) und den
respiratorischen (Abb. 65 c) Zweig. Fir die Succinat-Produktion spielt vor allem der reduktive
Teil des Citratzyklus eine ausschlaggebende Rolle. Hierbei katalysiert die PEP-Carboxykinase
(BVU_0983 und BVU_0976) in einem ersten Schritt unter dem Verbrauch von CO; und der
Freisetzung von ATP die Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat. Dieses Produkt wird wiederum
von der Malat-Dehydrogenase (BVU_0462) zu Malat und dann (iber die Fumarase (BVU_1859)

weiter zu Fumarat umgewandelt. Dieses Intermediat dient wiederum als terminaler
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Elektronenrezeptor in der Atmungskette von P. vulgatus. Eine membranstandige Fumarat-
Reduktase (BVU_1239-1241) katalysiert hierbei die Reduktion von Fumarat zu Succinat. Die
letztgenannte Verbindung akkumuliert zum Teil als Endprodukt, kann aber auch weiter zu
Propionat verstoffwechselt werden. Hierfliir wandelt erst eine CoA-Transferase (BVU_1163)
Succinat zu Succinyl-CoA um. AnschlieRend erfolgt die Bildung von Methylmalonyl-CoA Uber
die Methylmalonyl-CoA-Mutase (BVU_0309-0310). Nach einer Konfigurationsanderung von
(R)- zu (S)-Methylmalonyl-CoA durch die Methylmalonyl-CoA-Epimerase (BVU_2792) erfolgt
die Decarboxylierung zu Propionyl-CoA durch die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase
(BVU_1465, BVU_2491 und BVU_3102). AbschlieRend wird Propionyl-CoA zu Propionat
umgewandelt, wobei die CoA-Transferase (BVU_1163) CoA zur Bildung von Succinyl-CoA auf

Succinat transferiert.

Parallel zum respiratorischen Ast verlauft in P. vulgatus ausgehend von PEP der fermentative
Zweig. Dieser beginnt mit der Umwandlung von PEP zu Pyruvat. Dieser Schritt wird durch die
Pyruvat-Kinase (BVU_0876) katalysiert und flhrt zur Generierung von ATP. Pyruvat wir dann
einerseits durch eine Lactat-Dehydrogenase (BVU_2499) zu Lactat reduziert oder durch die
Pyruvat:Formiat-Lyase (BVU_2880) zu Formiat und Acetyl-CoA gespalten. Zusatzlich katalysiert
die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (BVU_3787) die Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-
CoA unter der Freisetzung von CO; und Reduktionsdquivalenten in Form von reduziertem
Ferredoxin (Fdred). Uber die Phosphotransacetylase (BVU_0523) und die Acetatkinase
(BVU_0524) wird Acetyl-CoA in zwei abschlieBenden Schritten zu Acetat umgewandelt. Diese

Reaktion flihrt zusatzlich zur Generierung von einem ATP.
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Abbildung 65: Schematische Darstellung des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus von P. vulgatus.
Dargestellt sind die Abbau-Wege von Monosacchariden zu PEP (a) sowie die Aufteilung des Kohlenstoff-
Flusses in den fermentativen (b) und reduktiven (c) Ast. Freigesetzte Endprodukte sind schwarz
umrahmt. Die jeweilig bendtigten Enzyme sind kursiv dargestellt. Die in P. vulgatus 3xKO (Ltck., 2023)
bereits ausgeschalteten Stoffwechselwege sind in rot markiert. Die blau markierten Enzyme stellen die
in dieser Arbeit gewahlten Angriffsziele dar. PPW: Pentose-Phosphat-Weg; PEP: Phosphoenol-Pyruvat;
DH: Dehydrogenase; MM: Methyl-Malonyl; CoA: Coenzym-A; Fd: Ferredoxin; ox: oxidiert; red:
reduziert; ATP: Adenosin-tro-Phosphat; NAD(H): Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid.
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4.1.1 Markerlose Deletion von Genen aus dem zentralen
Kohlenstoffmetabolismus von P. vulgatus zur Steigerung der Succinat-
Produktion

In Bezug auf die Succinat-Produktion in P. vulgatus konnten in den letzten Jahren schon einige
Erfolge verzeichnet werden. Vor allem durch die Etablierung eines markerlosen
Deletionssystems basierend auf dem sacB-System (Neff et al., 2023) wurden neue Tiren
geoffnet. Durch die Deletion der Methylmalonyl-CoA-Mutase konnte somit bereits die
Verstoffwechslung von Succinat zu Propionat unterbunden werden (Liick, 2023; Gindt et al.,
2024). Neben der Eliminierung von Propionat als unerwiinschtem Nebenprodukt wurde so
fast eine Verdopplung der Succinat-Produktion erreicht (Lick, 2023; Gindt et al., 2024).
Zusatzlich konnten die fir die Lactat-Dehydrogenase und Pyruvat-Formiat-Lyase kodierenden
Gene bereits aus dem Genom von P. vulgatus deletiert werden was zur Unterbindung der
Lactat- und Formiat-Synthese fiihrte (Llck, 2023; Gindt et al., 2024). Zu Beginn dieser Arbeit
lag somit bereits ein Stamm vor, welcher neben Succinat nur noch Acetat als Nebenprodukt

bildete (P. vulgatus 3xKO, Abb. 65).

Da aus industrieller Sicht die Entfernung von unerwiinschten Nebenprodukten erhebliche
Kosten mit sich bringt, ware ein Homo-Succinat-Produzent wiinschenswert. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit versucht auch die Bildung von Acetat als letztes Nebenprodukt zu

unterbinden.

4.1.1.1 Deletion der Pyruvat-Kinase in P. vulgatus

Da die Produktion von Acetat im fermentativen Ast (iber mehrere Schritte erfolgt, sollte in
einem ersten Ansatz das fiir die Pyruvat-Kinase kodierende Gen bvu_0876 deletiert werden
(siehe Kapitel 3.1.1). Ziel war hierbei die Unterbindung der Verstoffwechslung von PEP zu
Pyruvat. Dadurch sollte PEP komplett fiir den respiratorischen Ast und folglich fir die Succinat-

Produktion zur Verfligung stehen.

Obwohl die Deletion von bvu_0876 auf Genotyp-Ebene erfolgreich war (Abb. 5) produzierte
der resultierende Stamm P. vulgatus 3xKO A0876 weiterhin Acetat (Abb. 6).
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Wahrend die meisten zur Glykolyse befdhigten Bakterien die Pyruvat-Kinase (PK) zur
Umwandlung von PEP in Pyruvat nutzen, gibt es auch einige Organismen wie
Bacteroides symbiosus oder Asteroleplasma anaerobium denen dieses Enzym fehlt (Petzel et
al., 1989; Reeves, 1971). In diesen Bakterien wurde eine Pyruvat-Orthophoyphat-Dikinase
(PPDK) beschrieben, welche die Rolle der PK bei der Umwandlung von PEP zu Pyruvat
Ubernimmt (Reeves, 1968; Petzel et al., 1989). Hauptsachlich ist die PPDK allerdings fiir ihre
Rolle in der Gluconeogenese bekannt, wo das Enzym die Reaktion von Pyruvat zu PEP
katalysiert (Hutchins et al., 2001; Tjaden et al., 2006). Dennoch konnte der PPDK aus einigen
Organismen wie beispielsweise den Propionibakterien eine reversible Reaktion nachgewiesen

werden (Evans & Wood, 1968).

Basierend auf diesen Daten wurde bioinformatisch analysiert, ob P. vulgatus ebenfalls iber
eine PPDK verflgt. Tatsachlich wurde fiir den Organismus eine annotierte PPDK (BVU_3358)
gefunden. Uber eine Transkriptanalyse wurde gezeigt, dass das fiir die PPDK kodierende Gen
bvu_3358 unter normalen Wachstumsbedingungen in P. vulgatus 3xKO exprimiert wird (Abb.
7 a). Interessanterweise war die Expression von bvu_3358 in P. vulgatus 3xKO A0876 sogar um
50 % erhoht (Abb. 7 b), was darauf hindeuten kénnte, dass die PPDK auch in P. vulgatus in der
Lage ist die Aufgabe der PK zu Gbernehmen. Um diese Fragestellung naher zu untersuchen,
wurde in dieser Arbeit erstmals BVU_3358 in E. coli produziert, aufgereinigt und die
Enzymaktivitat Gber einen diskontinuierlichen, kolorimetrischen Assay bestimmt. Die Messung
der Enzymreaktion nach Putnins und Yamada (1975) basierte hierbei auf der Freisetzung

beziehungsweise dem Verbrauch von PPi (Abb.9).

In dieser Arbeit konnte eine spezifische Aktivitat der PPDK von 3 U/mg Protein in Richtung PEP
und 157,6 U/mg Protein in Richtung Pyruvat festgestellt werden, woraus abgeleitet werden
konnte, dass das Enzym in beide Richtungen aktiv ist. Dies ist ebenso der Fall in
Acetobacter aceti bei dem eine hohere spezifische Aktivitdt der PPDK in Richtung Pyruvat
(5,8 U/mg Protein) als in Richtung PEP (1,8 U/mg Protein) festgestellt wurde (Schwitzguebel
& Ettlinger, 1979). Obwohl die Bildung von Pyruvat durch die PK thermodynamisch gilinstiger
ist (Thauer et al., 1977) und somit meistens bevorzugt genutzt wird, gibt es also Organismen,
in denen die PPDK statt der PK vorliegt oder aber beide Enzyme aktiv sind. In

Caldicellulosiruptor saccharolyticus beispielsweise sind sowohl die PPDK als auch die PK in der
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Glykolyse aktiv. Die Regulation der beiden Enzyme erfolgt iber die Préasenz von PPi, AMP und
ADP (Bielen et al., 2010).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.1.3 sowie die Literaturrecherche also
darauf hin, dass BVU_3358 durchaus die Generierung von Pyruvat in der Deletionsmutante
P. vulgatus 3xKO A0876 lGbernehmen kann und deshalb kein Unterschied in der Produktion

von Acetat festgestellt wurde.

Dass die Aufgabe der PK (ibernommen wird, deutet darauf hin, dass die Pyruvat-Synthese fiir
das Uberleben von P. vulgatus von essenzieller Bedeutung ist. Dies liegt méglicherweise daran,
dass Pyruvat ein wichtiger Baustein zur Herstellung von Aminosduren wie beispielsweise
Alanin darstellt (Fairhurst et al., 1956; Catlett et al., 2020). Zuséatzlich werden im fermentativen
Ast von P. vulgatus ausgehend von Pyruvat weitere wichtige Produkte wie Acetyl-CoA, CO;
aber auch Reduktionsaquivalente gebildet (Abb. 65). Dementsprechend war es wichtig die fur
den Organismus lebensnotwendigen Zwischen- oder Neben-Produkt der Acetat-Bildung zu
detektieren, und dessen Produktion aufrecht zu erhalten. Hierfiir sollten die Gene des

fermentativen Astes sukzessiv deletieren werden.

4.1.1.2 Deletionsversuch der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (BVU_3787),
Phosphotransacetylase (BVU_0523) und der Acetatkinase (BVU_0524) in P. vulgatus

Da die Deletion der PK nicht zum gewlinschten Phanotyp gefihrt hat sollte das im Stoffwechsel
folgende Enzym Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase (PFOR) inaktiviert werden. Dieses Enzym
ist fir die Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA verantwortlich ist. Die gestorte Produktion
von Acetyl-CoA sollte somit zur Unterbindung der nachfolgenden Acetyl-Phosphat- und
Acetat-Generierung fihren. Allerdings war die Deletion des fiir die PFOR kodierenden Gens
bvu_3787 in dieser Arbeit nicht erfolgreich (Kapitel 3.1.2.1). Die PFOR scheint somit eine
zentrale Rolle im Stoffwechsel von P. vulgatus zu spielen. Ahnliche Beobachtungen wurden in
Thermoanaerobacterium saccharolyticum gemacht (Zhou et al., 2015). Die Deletion des fir die
PFOR  kodierenden Gens fihrte in diesem  Organismus zu erheblichen
Wachstumseinschrankungen. Zudem wurde beobachtet, dass die Inaktivierung der PFOR zu
einer erhohten Expression der Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL) sowie einer einhergehenden

Steigerung der Formiat-Freisetzung flihrten (Zhou et al., 2015). Die Autoren gingen davon aus,
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dass die Verstoffwechslung von Pyruvat zu Acetyl-CoA in der PFOR-Deletionsmutante tber die
PFL umgeleitet wurde. Da in dem hier genutzten Stamm P. vulgatus 3xKO das Gen der PFL
bereits in einer friheren Studie deletiert wurde (Llick, 2023 ) (Abb. 65) hat dieser Organismus
keine weitere Moglichkeit Pyruvat zu Acetyl-CoA zu verstoffwechseln. Acetyl-CoA ist allerding
ein essentielles Zwischenprodukt far die Bildung von ATP durch
Substratkettenphosphorylierung (Schiitze et al., 2020) und wird zudem in der
Fettsdurebiosynthese (Fujita et al., 2007) sowie in der Herstellung von Aminosauren (Zhu et
al., 2022) bendtigt. Moglicherweise ist der letale Effekt der Deletion von bvu_3787 also auf die

fehlende Produktion von Acetyl-CoA zuriickzufihren.

Um die Acetat-Bildung zu verringern und gleichzeitig die Produktion von Acetyl-CoA zu
gewahrleisten, sollten in einem nachsten Schritt die Gene der Phospho-Trans-Acetylase (PTA;
BVU_0523) und der Acetatkinase (ACK; BVU_0524) deletiert werden. Dies sollte der
Unterbindung der Verstoffwechslung von Acetyl-CoA zu Acetyl-Phosphat und weiter zu Acetat
dienen (Kapitel 3.1.2.2). Allerdings schienen auch diese Mutationen fir P. vulgatus 3xKO letal
zu sein da aus der zweiten homologen Rekombination zur Deletion nur Wild-Typ-Revertanten
hervorgingen. Fir E. coli konnte gezeigt werden, dass eine Deletion der Gene pta und ack das
Wachstum unter anaeroben Bedingungen hemmt, wahrend das aerobe Wachstum nicht
beeinflusst wird (Hasona et al., 2004). Eine dhnliche Beobachtung wurde von Murray et al.
(1983) in Clostridium saccharolyticum gemacht, wo die Deletion von ack eine verringerte
Wachstumsrate zur Folge hatte. Die Autoren erklarten das Phianomen Uber die fehlende
Umwandlung von Acetyl-Phosphat, wodurch ein Teil der ATP-Produktion als Energietrager
unterbrochen wird (Murray et al., 1983; Hasona et al., 2004). Da P. vulgatus allerdings weitere
Moglichkeiten zur ATP-Produktion hat, musste hier ein anderes Phanomen Grund fiir die letale

Auswirkung sein.

Moglicherweise ldsst sich der letale Effekt mit dem Zusammenbruch des Stoffwechsels der
jeweiligen Deletionsmutanten in P. vulgatus erklaren. Durch die Deletion des Gene ack und pta
kommt es zu einem Riickstau der zuvor im Stoffwechselweg gebildeten Produkte Acetyl-
Phosphat und Acetyl-CoA. Das folglich vorliegende Ungleichgewicht aus Edukt und Produkt
fihrt zur Hemmung der Funktionalitdt der PFOR und demnach zu einer Anhaufung von
Pyruvat. Um einen weiteren Riickstau der Metabolite zu verhindern, miissten somit Lactat und

Pyruvat ausgeschieden werden. Dieses Phanomen wurde beispielsweise in
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Clostridium beijerinckii nach der Inaktivierung der PTA beobachtet (Wang et al., 2013). Auch
in Corynebakterium glutamicum fiihrte die Deletion der Gene fiir die Acetat-Produktion sowie

der LDH zu einer erhéhten Pyruvat-Freisetzung (Litsanov et al., 2012).

In dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm P vulgatus 3xKO wurde das Gen zur LDH
Produktion deletiert und somit musste das Uberschiissige Pyruvat direkt freigesetzt werden.
Der hier beobachtete letale Effekt der Deletion, der Gene ack und pta, deuten demnach darauf
hin, dass das Bakterium Uber keine Moglichkeit der Pyruvat-Freisetzung verfiigt. Folglich
kénnte der Stoffwechsel des Organismus durch einen Uberschuss an Pyruvat und einen

weiteren Rickstau der Metabolite zusammenbrechen.

4.1.1.3 Regulation der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase

Da die Deletion der einzelnen Gene des fermentativen Astes von P. vulgatus nicht moglich war
(Kapitel 4.1.1.2) sollte die Acetat-Produktion reguliert werden. Ziel hierbei war die
Generierung eines Stammes, welcher bei minimaler Acetat-Bildung ausreichende Mengen

Acetyl-CoA zur Biosynthese generiert.

Hierzu sollte das durch Rhamnose induzierbare System von Mimee et al (2015) angepasst
werden. Dieses System der positiven Regulation wurde innerhalb der Bacteroidota erstmals in
B. thetaiotaomicron verwendet. Der Aktivator RhaK aktiviert hierbei in Anwesenheit von
Rhamnose den Promotor Prhakipao des Rhamnulo-Kinase Gens (bt 3763) und somit die
Transkription der fir die Verstoffwechslung von Rhamnose notwendigen Gene (Patel et al.,
2008; Mimee et al., 2015). Durch die Nachschaltung eines Nanoluc Gens, welches fiir eine
Nanoluc-Luciferase kodiert, konnte gezeigt werden, dass das System eine regulierte Expression
eines Zielgens in B. thetaiotaomicron erlaubte (Mimee et al., 2015). Auch in P. vulgatus konnte
gezeigt werden, dass die Nanoluc Aktivitdt mit zunehmender Rhamnose-Konzentration steigt
und dass das System somit zur Regulation der Genexpression geeignet ist (Lick &
Deppenmeier, 2022). Allerdings kann P. vulgatus, wie B. tehtaiotaomicron, Rhamnose auch als
Kohlenstoff-Quelle verwerten (Pudlo et al., 2022). Fiir B. tehtaiotaomicron wurde sogar eine
erhohte Acetat-Produktion durch die Nutzung von Rhamnose als C-Quelle beschrieben (Xie et
al., 2024). Da das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit die Verringerung der Acetat-Produktion

Uber die Promotorregulation war, musste erst die Verwertung von Rhamnose in P. vulgatus
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unterbunden werden. Zusatzlich wurde lGberpriift, ob dies zu einer Optimierung des Nanoluc-

Systems in P. vulgatus fiihrt.

Bioinformatische Analysen ergaben, dass in P. vulgatus der L-Rhamnose-H*-Symporter (RS,
BVU_0597) fiur die spezifische Aufnahme von Rhamnose zustdandig ist. Die L-Rhamnose-
Isomerase (RI, BVU_0596) wandelt das Substrat zu Rhamnulose um. Diese wird dann lber die
Rhamnulokinase (RK, BVU_0595) zu L-Rhamnulose-1-Phosphat phosphoryliert, bevor das

Intermediat von der Rhamnulose-1-phosphat-Aldolase weiter verstoffwechselt wird.

Die fiir die Enzyme kodierenden Gene liegen in P. vulgatus in der gleichen Anordnung wie bei
B. thetaiotaomicron vor. Hier befinden sich rhakK (Rhamnulokinase), rhal (L-Rhamnose-
Isomerase), rhaP (L-Rhamnose-H*-Symporter), rhaA (rhamnulose-1-phosphat-Aldolase) und
rhaO (lactaldehyd reductase) innerhalb eines Operons (Patel et al., 2008). Aufgrund der Nahe
der einzelnen Gene zueinander, wurde davon ausgegangen, dass auch in P. vulgatus diese
Gene in einem Operon vorliegen. Im Gegensatz zu B. thetaiotaomicron liegt in P. vulgatus kein
homologes Gen zu rhaO in unmittelbarer Nahe des Rhamnose-Operons. Der Promotorbereich
der katabolischen Enzyme liegt in B. thetaiotaomicron stromaufwarts von rhakK und wird durch
den Aktivator RhaR aktiviert (Patel et al, 2008). RhaR wird hierbei von einem eigenstdndigen
Promotor transkribiert (Patel et al., 2008). Mittels Blast-Analyse konnte fir P. vulgatus ein
homologes Gen (bvu_0604) zu rhaR (bt_3768) ermittelt werden, welches als Transkriptions-
Regulator annotiert ist. Aufgrund der Distanz von 11648 bp zum Rhamnose-Operon, war davon
auszugehen, dass auch in P. vulgatus die Regulation des Aktivators (iber einen eigenstdandigen

Promotor stattfindet.

Um also zu testen, ob eine Optimierung der Regulation Giber den Prhakipao in P. vulgatus moglich
ist, wurden der Symporter (BVU_0597), die Rhmanulokinase (BVU_0595) und die L-Rhamnose-
Isomerase (BVU_0596) deletiert. In einem parallelen Ansatz wurden nur die Kinase und
Isomerase deletiert (Kapitel 3.1.3.1). In beiden Fillen zeigten die generierten Stamme
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 und P. vulgatus 3xKO A0595-0597 mit Rhamnose als Substrat
kein Wachstum mehr (Abb. 18). P. vulgatus besitzt somit keinen alternativen Weg zur

Verstoffwechslung von Rhamnose.

Als nachstes wurde die Regulierbarkeit der Genexpression (iber den Promotor Prhakipao der
Stamme mit Hilfe des Nanoluc-Reporter-Gens getestet und mit der Aktivitat in P. vulgatus 3xKO

verglichen (Abb. 22). Hierbei stellte sich heraus, dass die maximale Aktivitdt der Nanoluc-
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Luciferase und somit die maximale Expression des nanoluc Gens in P. vulgatus 3xKO A0595-
0597 deutlich geringer war als in den anderen beiden Stammen, welche noch Uber den
Rhamnose-Symporter verfiigten. Da es trotz fehlendem Symporter zu einer Aktivitat kam lasst
sich vermuten, dass Rhamnose in geringen Mengen unspezifisch in die Zelle gelang. Dennoch
war wrartungsgemal fiir eine optimale Aufnahme und Regulation der Symporter von
entsprechender Bedeutung. Zusatzlich zeigten die Daten, dass gerade bei geringen
Konzentrationen an Rhamnose die Regulation in P vulgatus 3xKO A0595-0596 sensitiver
reagierte und die Nanoluc Aktivitat hoher war als in dem Ausgangsstamm, welcher Rhamnose
verstoffwechseln konnte. Eine Untersuchung der verbleibenden Rhamnose im Medium zeigte,
dass in P. vulgatus 3xKO erst ab einer Konzentration von 0,6 mM zum Zeitpunkt des Nanoluc
Assay noch Rhamnose im Uberstand vorhanden war. Diese Daten passten zu der Nanoluc-
Aktivitdat, wo ab der gleichen Konzentration die Aktivitdit dieses Stammes mit der von
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 vergleichbar war (Abb. 22). Aus diesen Daten lieR sich ableiten,
dass die Induktion des Promotors durch die schnelle Verstoffwechslung von Rhamnose in

P. vulgatus 3xKO verringert wurde.

Eine dhnliche Beobachtung wurde bereits in E. coli gemacht (Wilms et al., 2001). Hier wurde
durch die Deletion des fiir die Rhamnulo-Kinase kodierenden Gens rhaB ebenfalls die
Verstoffwechslung von Rhamnose verhindert, was zu einer besseren Regulation des
Rhamnose-induzierbaren Promotors Prasap flihrte  (Wilms et al., 2001). Durch die
Unterbrechung der Rhamnose-Verstoffwechslung in E. coli war die Aktivitdit Enzyms
Carbamoylase, welches durch den Promotor Pragap reguliert wurde, bei geringen Rhamnose
Konzentrationen etwa 10-mal hoéher als in dem Stamm, welcher Rhamnose als
Wachstumssubstrat nutzen konnte (Wilms et al., 2001). Auch in dem hier generierten Stamm
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 unterschied sich die Aktivitat der Nanoluc zu P. vulgatus 3xKO

um den Faktor 10.

Zusammenfassend flihrte die Deletion der Gene zur Verstoffwechslung von Rhamnose zu einer
sensitiveren Regulation des Promotors. Der Rhamnose-Symporter hingegen erwies sich als als
unverzichtbar flr die ausreichende Aufnahme von Rhamnose und somit fiir ein sensitives
Regulationssystem. Da die Regulation des Rhamnose-Promotors mit dem neu generiertem
Stamm P. vulgatus 3xKO A0595-0596 also am sensitivsten war, wurde dieser fiir den weiteren

Verlauf der Arbeit genutzt.
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Als nachstes wurde eine Kopie des fir die PFOR kodierenden Gens in
P. vulgatus 3xKO A0595-0596 unter der Kontrolle des Promotors Prankipao Uber das
Integrations-Plasmid pMMG656 in P. vulgatus eingebracht. Mit Hilfe einer Transkriptanalyse
konnte gezeigt werden, dass die Induktion des Promotors mit 4 mM Rhamnose zu einer
erhohten Transkriptmenge von bvu_3787 fiihrte (Abb. 26). Dies war der Nachweis, dafiir, dass

das Regulationssystem ebenfalls fiir das Gen der PFOR funktional war.

Da durch die Induktion von Rhamnose nun die Expression von bvu_3787 und somit die
Produktion von Acetyl-CoA, ATP und Acetat regulierbar war, konnte in einem nachsten Schritt
die chromosomale Kopie von bvu_ 3787 deletiert werden (Abb. 28). Entgegen den
Erwartungen zeigte der generierte Stamm P vulgatus 3xKO A0595-0596 03787
pMM656_RP_3787 allerdings auch ohne die Induktion von bvu_3787 Wachstum und auch die
Acetat-Produktion wurde nicht gehemmt. Da die Expression von bvu_3787 in dem neu
generierten Stamm nur Uber den Promotor Prhakieao induziert werden konnte, muss hier die

Erklarung fir das beobachtete Phanomen liegen.

Negativ regulierte Expressionssysteme wie beispielsweise IPTG regulierte Promotoren sind
bekannt dafir, dass sie leaky sein kdnnen und dies auch in Abwesenheit des Induktors zu einer
basalen Expression des Zielgens flihrt (Bhavsar et al., 2001; Fieseler et al., 2012; Parker &
Smith, 2012). Da es sich bei Prhakipao Um einen positiv regulierten Promotor handelt, ist hier
ein bessere Regulierbarkeit gegeben. Wahrend in E. coli keine Carbamoylase Aktivitat in
Abwesenheit von Rhamnose beschrieben wurde (Wilms et al., 2001), konnte in
B. thetaiotaomicorn auch ohne die Anwesenheit von Rhamnose eine leichte Aktivitat des
Aktivators RhaR sowie ein erhohtes Expressionslevel der Gene des Rhamnose-Stoffwechsels
beobachtet werden (Patel et al.,, 2009). Zusatzlich wurde kiirzlich gezeigt, dass
B. thetaiotaomicron auch ohne den Aktivator RhaR in der Lage ist, Rhamnose zu
verstoffwechseln (Xie et al., 2024), was darauf hindeutet, dass die Aktivierung von Prhakipao
nicht vollstandig vom Aktivator RhaR abhédngig ist. Dies ist moglicherweise eine Erklarung fiir
das Wachstum von P. vulgatus 3xKO A0595-0596 A3787 pMM656 _RP_3787 auch ohne die
Induktion durch Rhamnose. Allerdings konnte sowohl in friheren Studien (Lick &
Deppenmeier, 2022) sowie in der vorliegenden Arbeit, ohne Induktion keine Aktivitdt der
Nanoluc-Luciferase detektiert werden, was demnach fiir die Funktionalitdt des Systems

spricht.
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Eine weitere Moglichkeit ware, dass auf dem Plasmid eine basale Expression von bvu 3787
vorliegt. Dieses Phanomen wurde in Cyanobakterien beobachtet (Kelly et al., 2018). Hier
wurde unabhangig von dem Vorhandensein des Rhamnosepromotors eine leichte
plasmidkodierte YFP-Fluoreszenz detektiert (Kelly et al., 2018). Die Autoren schlossen daraus,
dass die Integration des Plasmids in das Chromosom von Synechocystis sp. zu einem
chromosomalen read-through und somit zu einer basalen Expression des YFP-Gens fiihrte

(Kelly et al., 2018).

Um zu ermitteln, wie die Acetat-Produktion in dem vorliegenden Stamm doch ermdoglicht wird,
missten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werde. Zum einen kdnnte das fir den
Aktivator kodierende Gen (bvu_0604) sequenziert werden, um mogliche Mutationen, welche
zu einer stetigen Aktivierung fiihren kdnnten, auszuschliefen. Die Ergebnisse des Nanoluc-
Luciferase Assay deuteten nicht darauf hin, dass der Promotor leaky ist, da die gemessene
Lumineszenz in den Stammen mit dem pMM®656_nanoluc nicht eindeutig von den Werten des
Stammes ohne nanoluc Gen abwichen. Ein Ansatz, um diese Moglichkeit zu Giberprifen ware
die fur die Methyl-Malonyl-CoA-Mutase kodierenden Gene (bvu_0309-0310) auf das Plasmid
hinter den Promotor Pghakipao zu klonieren und in P. vulgatus 3xKO einzubringen. Ware der

Promotor leaky so miisste hier die Propionat-Produktion wieder hergestellt werden.

Zusammenfassend wurden in Kapitel 4.1.1 mehrere Ansatze verfolgt, um die Acetat-
Produktion in P. vulgatus 3xKO zu unterbinden oder zu minimieren. Allerdings schien die
Deletion der fir die PFOR kodierenden Gene aufgrund der fehlenden Acetyl-CoA-Synthese
letal zu sein. Da in dem verwendeten Stamm auch das fur die PFL kodierende Gen bereits
deletiert war, hatte der Organismus keine Moglichkeit den fiir die Biosynthese notwendige
Baustein zu synthetisieren. Die Deletion der Gene pta und ack hatte ebenfalls einen letalen
Effekt auf P. vulgatus 3xKO, welcher wahrscheinlich auf den Zusammenbruch des
Stoffwechselweges durch die Akkumulation von Pyruvat zurlickzufiihren war.  Auch die
Reduktion der Acetat-Freisetzung Uber die Regulation von bvu_3787 war in der vorliegenden
Arbeit nicht erfolgreich. Allerdings konnte in Kapitel 4.1.1.3 das Regulationssystem {iber den
Rhamnose-induzierbaren-Promotor durch die Deletion der Rhamnose-lsomerase und
Rhamnose-Kinase optimiert werden. Neben der Verwendung der Nanoluc Luciferase konnte
zusatzlich Gber das Einbringen einer plasmidkodierten Kopie von bvu 3787 dessen Regulation

auf Transkriptebene Gber die Rhamnose-Induktion gezeigt werden. Zudem ermoglichte das
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Einbringen der plasmidkodierten Kopie von bvu_3787 die Deletion der chromosomalen Kopie
von bvu_3787. Auch wenn das hier entwickelte Regulationssystem noch nicht vollstiandig
einsetzbar ist und weitere Optimierungen notwendig sind, handelt es sich bei den hier
erzielten Ergebnissen um wichtige Erkenntnisse fiir die Entwicklung von genetischen Tools in

P. vulgatus.

4.1.2 Homologe Uberexpression der Gene aus dem PPW in der dreifach
Deletionsmutante P. vulgatus A0309-0310 02499 A2880

Wie sich in Kapitel 4.1.1 herausstellte, bringt die Generierung eines Homosuccinat-
Produzenten viele Herausforderungen mit sich, die bisher nicht alle bewaltigt werden konnten.
Dennoch birgt P. vulgatus als Spezies der Familie Bacteroidaceae gegentiber anderen Succinat-
Produzenten einen Vorteil zur Produktion von Succinat. Spezies dieser Familie sind fir ihre
Fahigkeit zum Abbau von pflanzlichen Stoffen wie Hemicellulosen bekannt (Chassard et al.,
2007; Flint et al., 2012) und bieten somit eine Moglichkeit zur nachhaltigen Produktion von

Plattformchemikalien aus erneuerbaren Rohstoffen.

Mit 20-40 % der gesamten Pflanzenbiomasse, sind die Hemicellulosen neben den Cellulosen
der zweithdufigste Bestandteil der pflanzlichen Zellwand (McKendry, 2002; Chassard et al.,
2007). Der haufigste Vertreter der Hemicellulosen ist hierbei das Xylan (Dodd & Cann, 2009;
Hespell & Whitehead, 1990). Hierbei handelt es sich um ein Heteropolymer mit einem
Riickgrat aus B-1,4-verbundenen Xylose-Einheiten. Uber eine Maschinerie an Enzymen (siehe
Kapitel 4.2) konnen die Seitenketten abgespalten und die langkettigen Xylane uber
Xylooligosaccharide bis hin zu den einzelnen Xylose- Monomeren abgebaut und anschlieRend

von den Mikroorganismen verstoffwechselt werden (Dodd & Cann, 2009).

Die Verstoffwechslung von Xylose und anderen Pentosen verlauft in den Bakterien
grundsatzlich tGber den Pentosephosphatweg (PPW). Dieser wird zur Umwandlung von
Hexosen zu Pentosen genutzt und dient als Quelle von Glykolyse- Zwischenprodukten wie
Fruktose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Eine weitere wichtige Aufgabe des

PPW ist die Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten in Form von [H].

Der PPW dient allerdings nicht nur als Energie- und Kohlenstoff-Quelle, sondern auch der

Bildung von wichtigen Vorlaufermolekiilen verschiedener Biosynthesewege. So wird Ribose-5-
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Phosphat beispielsweise fir die Nukeotid-Synthese bendtigt (Wood, 1986; Stincone et al.,
2015) wahrend Erythrose-4-phosphat zusammen mit Phosphoenolpyruvat in die Synthese von

aromatischen Aminosauren einflieSt (Wood, 1986; Shende et al., 2024).

Grundsatzlich wird der PPW in einen oxidativen und einen nicht oxidativen Teil aufgegliedert
(Abb. 66). Allerdings gibt es Organismen wie beispielsweise einige thermophile Clostridien
(Hungateiclostridiaceae) oder auch das dem Phylum Bacteroidota zugehoérigen Bakterium
Segatella copri, welche nicht alle Gene des oxidativen Abschnittes besitzen (Koendjbiharie et
al., 2020). Fur P. vulgatus konnte allerdings bereits gezeigt werden, dass alle Gene des PPW
vorhanden sind, und bei Wachstum auf Glukose und Xylose exprimiert werden (Franke, 2020;

Liick, 2023).

A G6P-DH 6PGLA 6PG-DH
(BVU_2796) (BVU_2797) BVU_2795)CO
Glucose-6- 6-Phospho- G-Phospho-( 7% "? Ribulose-5-
_— —
Phosphat gluconolacton gluconat Phosphat
T naD(P) NAD(P)*
NAD(P)H NAD(F’)V \
B Xl (BVU_3953 R5PI RP3E
G6PI S » D-Xylulose BVU 2317) \\(BVU_0050)
(BVU_4109) T
(BVU_3954)
Fructose-6-Phosphat " \/ » Xylulose-5-Phosphat Ribose-5-Phosphat
TKT (BVU_2318)
PFK TKT
f\fb’—ggﬁl}’ (BVU_2318) Glycerinaldehyd Sedoheptulose
- -3-Phosphat -7-Phosphat
TA (BVU_3333)
Glycerinaldehyde-3-Phosphat ~ +— /\ » Erythrose-4-Phosphat Fructose-6-Phosphat
Phosphoenol-Pyruvat

Abbildung: 66: Schematische Darstellung des oxidativen (A) und nicht oxidativen (B) Abschnittes des
Pentosephosphatwegs in P. vulgatus. Die in dieser Arbeit homolog exprimierten Enzyme sind in griin
dargestellt. G6P-DH: Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase; 6PGLA: 6-Phospho-Gluconolactonase; 6PG-
DH: 6-Phospho-Glukonat-Dehydrogenase; R5PI: Ribulose-5-Phosphat-Isomerase; RP3E: Ribulose-
Phosphat-3-Epimerase; TKT: Transketolase; TA: Transaldolase; G6PI: Glukose-6-Phosphat-Isomerase;
PFK: Phospho-Frukto-Kinase; XI: Xylose-lsomerase; XK: Xylose-Kinase
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Die Aufnahme von Xylose in die Zelle erfolgt Uber einen Xylose-Protonen-Symporter
(BVU_0751). Das Einbringen in den PPW erfolgt in zwei Schritten lber die Isomerisierung zu
D-Xylulose und die anschliefende Phosphorylierung zu Xylulose-5-Phosphat. Die einzelnen
Schritte werden jeweils von den Enzymen Xylose-lsomerase (XI, BVU_3953) beziehungsweise

Xylulosekinase (XK, BVU_3954) katalysiert.

Wird Glukose nach der Phosphorylierung zu Glukose-6-Phosphat in den PPW eingeschleust, so
durchlauft diese als erstes den oxidativen Teil des PPW (Abb. 66 A). In diesem Abschnitt wird
Glukose-6-Phosphat in zwei aufeinander folgenden, irreversiblen Reaktionen, und unter der
Freisetzung von CO; zu Ribulose-5-Phosphat umgewandelt. Diese beiden Schritte werden von
der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH, BVU _2796) und der 6-Phosphoglukonat-
Dehydrogenase (BVU_2795) katalysiert und gehen mit der Reduktion von NADP+/NAD+ zu
NADPH/NADH einher. Da die G6PDH fiir das Einschleusen von Glukose-6-Phosphat in den PPW
verantwortlich ist, gilt diese als geschwindigkeitslimitierendes Enzym fiir den oxidativen PPW
(Stanton, 2012; Stincone et al., 2015; Ge et al., 2020). Nach der Bildung von Ribulose-5-
Phosphat (Ru5P) geht es weiter mit dem nicht oxidativen PPW. Hierbei wird die reversible
Umwandlung von Ru5P zu Xylulose-5-Phosphat (Xu5P) und Ribose-5-Phosphat (R5P) von den
Enzymen Ribulose-5-Phosphat-lsomerase (R5PI, BVU_2317) und Ribulose-5-Phosphat-
Epimerase (R5PE, BVU_0050) katalysiert (Ge et al., 2020; Stincone et al., 2015). Ausgehend
von Xu5P und R5P katalysieren die Enzyme Transketolase (TKT, BVU_2318) und Transaldolase
(TA, BVU_3333) die reversible Umlagerung von C-Atomen zwischen C3, C5, C6 und C7 Zuckern.
Hierbei ist die TKT gleich fir zwei unterschiedliche Reaktionen im PPW verantwortlich
(Stincone et al., 2015). Das Enzym verwendet den C5 Zucker Xu5P als Ketose-Donor und S7P
oder Erythrose-4-Phosphat (E4P) als Aldose-Akzeptor. Dies fiihrt zur Bildung von
Sedoheptulose-5-Phosphat (S7P) oder Fruktose-6-Phosphat (F6P) sowie Glycerinaldehyd-3-
Phosphat (GA3P) (Schenk et al., 1998; Stincone et al., 2015). Die Transaldolase katalysiert die
Umlagerung von C3-Einheiten zwischen S7P und GA3P zu E4P und F6P (Stincone et al., 2015).
An diesem Punkt kénnen F6P und GA3P in den EMP-Weg eingeschleust werden. Uber die
Bereitstellung von F6P und GA3P spielen die TKT und die Transaldolase also eine Schliisselrolle
in der Regulation des C-Fluxes zwischen dem nicht oxidativen PPW und der Glykolyse sowie

Gluconeogenese (Wood, 1986; Stanton, 2012; Stincone et al., 2015; Ge et al., 2020).
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Uber die G6P-Isomerase (BVU_4109), welche eine reversible Umlagerung von F6P zu G6P
katalysiert, kann G6P erneut in den oxidativen PPW eingeschleust werden (Acharit et al.,

1981), was zu einer weiteren NADH-Bildung fliihren wiirde.

Da NADH eine Schliisselkomponente fiir die Succinat-Produktion durch den reduktiven Teil des
Citratzyklus darstellt, ist davon auszugehen, dass eine Erhohung der Bildung von
Reduktionsdquivalenten durch die Optimierung des PPW die Succinat-Produktion positiv
beeinflussen kdnnte. Tatsidchlich wurde in E. coli gezeigt, dass eine Uberproduktion der
Transketolase den Succinat-Ertrag um 13 % erhoht (Zhu et al., 2014). Auch in P. vulgatus wurde
bereits gezeigt, dass eine homologe Expression der Transketolase (BVU_2318) lber den
Shuttle-Vektor pG106 die Succinat-Produktion um 35 % erhohte (Llck, 2023). In der
vorliegenden Arbeit wurde daher die Uberexpression des fiir die TKT kodierenden Gens in der
dreifach-Deletionsmutante durchgefiihrt. Wie im Wildtyp-Stamm fihrte auch hier die

homologe Expression zu einer erhéhten Transkriptmenge (Abb. 31 B).

In Bezug auf Succinat wurde, durch die Uberproduktion der TKT, in
P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 tkt ein Ertrag von 10,9 mmol Succinat/g TG erzielt (Abb. 33).
Dies entsprach im Vergleich zu P. vulgatus 3xKO (8,1 mmol Succinat/g Tg) einer Steigerung von
35 %. Somit wurde gezeigt, dass die homologe Expression des tkt-Gens in P. vulgatus,
unabhangig zu den Deletionen im fermentativen Ast und im Propionat-Stoffwechsel, die
Succinat-Produktion erhéhte. Ahnlich wie im Wildtyp-Stamm (Liick, 2023), konnte auch hier
durch die Uberexpression der TKT eine geringe Erhdhung des Substrat-Verbrauchs festgestellt
werden. Dies deutet darauf hin, dass die erhohte Aktivitat des PPW zu einem verbesserten
Flux der Xylose in Richtung des Kohlenstoffmetabolismus fiihrte. Interessanterweise wurde in
dieser Arbeit fur tkt die geringste Transkriptmenge gemessen (Abb. 32), was darauf hindeutet,
dass die Transketolase-Abundanz in P. vulgatus tatsachlich limitierend fiir den Flux im PPW

sein konnte.

Zhu et al. (2014) begriindeten die hdhere Succinat-Ausbeute durch die tkt-Uberexpression mit
der Aktivierung des oxidativen PPW, und der damit einhergehenden NADH-Produktion, welche
eine Schlisselrolle in der Succinat-Produktion spielt. Als Schliisselenzym des oxidativen PPW
gelten allerdings, wie bereits erwahnt, die Enzyme G6PDH und 6PGDH, da diese zur Bildung
von NADPH und NADH beitragen (Stanton, 2012; Stincone et al., 2015; Ge et al., 2020).

Zusatzlich wurde in einer friiheren Studie gezeigt, dass die Transkriptabundanz von G6PDH und
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6PGDH in P. vulgatus bei Wachstum auf Xylose im Vergleich zu Wachstum auf Glukose erhoht
ist (Lick, 2023). Da die G6PDH zusatzlich die Einschleusung von G6P in den oxidativen PPW
bestimmt, bietet dieses Enzym einen vielversprechenden Angriffspunkt zur Regulation des
PPW, und somit zur NADH und folglich der Succinat-Produktion in P. vulgatus. Aus diesem
Grund wurde die G6PDH (BVU_2796) fiir eine homologe Produktion in P. vulgatus 3xKO

gewahlt.

Die Uberexpression von g6pdh konnte bereits durch die Bereitstellung groBerer Mengen an
NADPH in Corynebacterium glutamicum ssp. lactofermentum die L-Isoleucin Synthese (Shi et
al., 2013) und in Bacillus licheniformis die Aminosaure-Sysnthese (Zhu et al., 2019) verstarken.
Auch fir die Succinat-Produktion wurde die Strategie der G6PDH-Uberexpression bereits
eingesetzt (Kim et al., 2017). In Mannheimia (M.) succinoproducens fiihrte die parallele
Uberexpression des fiir die GGPDH kodierenden Gens (zwf) und der Malatdehydrogenase zu
einer erhoéhten Succinat-Produktion. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte der Succinat-
Ertrag durch die Uberexpression von g6pdh in P. vulgatus 3xKO von 8,1 mmol/gTG auf 11,8
mmol/gTG erhéht werden, was einer Steigerung um 45 % entsprach (Abb. 37 A). Somit war die
Ausbeute nochmal 10 % gréRer als bei der tkt-Uberexpression. Der Substrat-Verbrauch von P,
vulgatus 3xKO pG106_p2499_g6pdh war wie in P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 _tkt ebenfalls
leicht erh6ht was auf einen gesteigerten Kohlenstoff-Flux schlieRen lasst. Zusatzlich zeigte eine
Transkriptanalyse, dass die homologe Expression von g6pdh nicht nur zu einer erhohten
Transkriptabundanz von bvu_2796, sondern auch von bvu_2795 (6pgdh) fiihrte (Abb. 36). Dies
ist ein weiterer Hinweis, welcher auf einen vermehrten Flux Giber den oxidativen Teil des PPW
hindeutet. In M. succinoproducens konnte mit Hilfe von [1-'3C] markierter Glucose
nachgewiesen werden, dass der Kohlenstoff-Flux iber oxidativen PPW tatsachlich durch die

Uberexpression von zwf gesteigert wurde (Kim et al., 2017).

Da sowohl die Uberexpression des Schliisselenzyms im oxidativen wie auch die des zentralen
Enzyms im nicht oxidativen PPW zu einer erh6hten Succinat-Produktion in P. vulgatus 3xKO
flihrten, wurden die Gene der G6PDH und der TKT in einem nachsten Schritt parallel
Uberexprimiert. Die homologe Expression beider Gene erfolgte auf einem Plasmid jedoch war
jedem Gen ein eigenstandiger Promotor (p2499) vorgeschaltet. Die Transkriptanalyse zeigte,
dass die parallele Expression erfolgreich war, da die mRNA-Abundanz beider Enzyme

hochreguliert wurde (Abb. 40). Die Transkriptabundanz der weiteren Gene des PPW wurden
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hierdurch nicht beeinflusst. Die mit dem Stamm P. vulgatus 3xKo pG106_tkt g6pdh erzielte
Succinat-Ausbeute lag bei 11,9 mmol/gTG (Abb. 41 A) was keine signifikante Verbesserung zum
Stamm P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh darstellte (Abb. 37). Auch der Xylose-Verbrauch
wurde durch die doppelte Uberexpression nicht mehr erhéht als durch die einzelnen
Uberexpressionen. Da die gemessenen Stoffwechselendprodukte sowie der Substrat-
Verbrauch zwischen P. vulgatus 3xKo pG106_p2499 g6pdh und P. vulgatus 3xKo
pG106_tkt_g6pdh vergleichbar waren und beide Stamme die hdchste Succinat-Ausbeute
zeigten, konnte davon ausgegangen werden, dass die G6PDH das Schliisselenzym fiir den PPW-

Flux und die NAD(P)H Produktion in P. vulgatus ist.

Interessanterweise wurde in den Stammen P. vulgatus 3xKo pG106_p2499 tkt und P. vulgatus
3xKo pG106_tkt_gbpdh im Vergleich zu P. vulgatus 3xKO nicht nur eine erhdhte Succinat- und
Acetat-Produktion detektiert, sondern es wurde ebenfalls eine erhohte H,-Freisetzung
gemessen (Abb. 44). Da dieser Anstieg der H, Produktion allerdings bereits in P. vulgatus 3xKO
im Vergleich zum WT-Stamm beobachtet wurde (Abb. 44), ist davon auszugehen, dass dieses

Phinomen nicht direkt durch die Uberproduktion der tkt beeinflusst wird.

Die Korrelation zwischen der gesteigerten Acetat- und Hx-Produktion lasst sich wahrscheinlich
dadurch erklaren, dass eine vermehrte Acetat-Produktion zu einer Anhaufung an reduziertem
Ferredoxin (Fdredq) fUhrt (Nath & Das, 2004). Wahrende der Oxidation von Pyruvat zu
Acetyl-CoA durch die PFOR entsteht reduziertes Ferredoxin (Fdreq). Wahrend Acetyl-CoA weiter
zu Acetat umgewandelt wird, kann das (iberschissige Fdreq durch eine Hydrogenase unter der

Freisetzung von H; recycelt werden (Abb. 67) (Hallenbeck & Benemann, 2002; Nath & Das,

2004).
co, ATP
PTA AcK
PEP ———» Pyruvat %Acetyl-cm £y pcetylp 22 Acetat
Fd,, Fd

ox

red

2H*

[Fe]-Hydrogenase
(bvu_0347)

Abbildung 67: Schematische Darstellung der Re-Oxidation von Ferredoxin unter der Bildung von
Wasserstoff in P. vulgatus 3xKO. Die freigesetzten Produkte sind umrandet. PK: Pyruvatkinase; PFOR:
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase; PTA: Phospho-Trans-Acetylase; AcK: Acetat-Kinase; Fe: Eisen
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Die genauen physiologischen Aufgaben der Hydrogenasen im Phylum der Bacteroidota sind

hierbei aber noch nicht vollstandig geklart (Wolf et al., 2016).

In P. vulgatus 3xKO lasst sich der Anstieg der Acetat- und Hy-Freisetzung demnach (iber die
gesteigerte Aktivitat der PFOR erklaren. Wahrend in einer friiheren Studie keine vermehrte H,-
Produktion durch die Deletion der PFL festgestellt wurde (Lick, 2023), wurde in der
vorliegenden Arbeit in P. vulgatus 3xKO sowohl ein Anstieg in der Acetat-Freisetzung (Abb. 42)
als auch in der Ha-Produktion (Abb. 44) detektiert. In diesem Stamm sind die fir die PFL und
LDH kodierenden Gene deletiert. Dadurch kann Pyruvat nicht Gber die Freisetzung von
Reduktionsequivalenten in Form von Formiat umgesetzt werden, was wiederum zu einer
vermehrten Aktivitat der PFOR fiihrt. Folglich wird die Produktion von Acetyl-CoA und dadurch

Acetat sowie die Freisetzung von Fgreqd erhoht, was zu einer gesteigerten Ha-Produktion fiihrt.

Da ein weiterer Anstieg beider Produkte nur in den Stammen mit homologer Expression von
tkt, nicht aber in den Stammen mit einer Gberexprimierten gépdh zu beobachten war, muss
die TKT einen Einfluss auf die Acetat-Produktion haben. Durch die Uberexpression von tkt
wurde zusatzlich zum Anstieg der Endprodukte ein gesteigerter Verbrauch an Substrat
festgestellt. Wahrend rund 3 mmol/gTG Xylose zusatzlich verbraucht worden sind, wurde
sowohl die Succinat als auch die Acetatproduktion um 2 mmol/gTG gesteigert (Abb. 33).
Hieraus lasst sich schlieBen, dass die tkt-Uberexpression ausschlieRlich die Geschwindigkeit
des nicht oxidativen PPW gesteigert hat in dem dieser Ast prioritar ablauft. Dies flihrte zu einer
erhohten Produktion von Acetat und Succinat, nicht aber zu einem vermehrten
Kohlenstofffluss in den respiratorischen Ast. Zusatzlich hat die vermehrte Acetat- und somit
Fdrea-Produktion zu einem Anstieg der H,-Bildung gefiihrt. Durch die Uberproduktion der
G6PDH hingegen wurde zwar auch ein leicht erhodhter Substrat-Verbrauch festgestellt
allerdings war aber nur die Succinat-Ausbeute erhdht, wahrend die Acetatproduktion und
somit die H-Freisetzung nicht beeinflusst wurden. Hieraus lasst sich vermuten, dass die
Uberexpression von g6pdh also nicht nur die Geschwindigkeit des Flux erhéht hat, sondern
hierdurch auch der C-Fluss durch den oxidativen PPW gesteigert wurde. Folglich wurde die
Freisetzung von Reduktionsdaquivalenten und CO; erh6ht. Somit standen diese Produkte dem
respiratorischen Ast vermehrt zur Verfligung, was eine Verschiebung des Kohlenstoffflusses in

Richtung Succinat erméglichte.
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Wie bereits erwahnt werden die Reduktionsdquivalente NADH/NADPH im oxidativen PPW von
den Enzymen G6PDH und 6PGDH generiert (Abb 66). Wahrend diese beiden Enzyme in den
meisten Organismen spezifisch fiir NADP* als Co-Enzym sind (Tonouchi et al., 2003), wurde fir
die Enzyme in P. vulgatus eine doppelte Coenzym-Spezifitdt gezeigt, wobei sowohl NAD* als
auch NADP* genutzt werden kdnnen (Lick, 2023). Untersuchungen ergaben allerdings, dass
die Spezifitat der GGPDH fiir NADP* und die von 6PGDH fiir NAD* jeweils am hochsten ist (Liick,
2023). Da in P. vulgatus keine Transhydrogenase zur Umwandlung von NADPH in NADH
(Jackson et al., 1999) vorliegt, ist davon auszugehen, dass NADH im oxidativen PPW nur von
der 6PGDH generiert wird, wahrend die G6PDH fiir die Bildung von NADPH verantwortlich ist
(Ltck, 2023). Die Daten der Transkriptanalyse des PPW in der vorliegenden Arbeit zeigten,
dass die homologe Expression von g6pdh in P. vulgatus 3xKO ebenfalls zu einer erhdhten
Transkriptabundanz von 6pgdh fiihrten. Demnach wire es méglich, dass die Uberexpression
der gbpdh zwar F6P in den oxidativen PPW einspeist, die erhéhte Succinat-Produktion durch
die Vermehrte Produktion von NADH allerdings auf die gesteigerte Aktivitat der 6PDDH
zuriickzufihren ist. Demnach ware eine zuséatzliche heterologe Expression einer
Transhydrogenase, welche das von der G6PDH generierte NADPH in zusatzliches NADH
umwandeln wiirde, ein vielversprechender Ansatz fiir eine zusatzliche Steigerung der Succinat-
Produktion in P. vulgatus. In E. coli wurde bereits gezeigt, dass eine homologe Expression der
Transhydrogenase zu einer verbesserten Succinat-Produktion beitrug (Zhu et al., 2014) und
auch in Corynebacterium glutamicum konnte der Succinat-Ertrag durch die heterologe
Expression der Transhydrogenase PntAB aus E. coli gesteigert werden (Yamauchi et al., 2014).
Alternativ kdnnte die heterologe Expression einer NADPH abhangigen Malatdehydrogenase
die Succinat-Produktion in P. vulgatus moglicherweise verbessern. In M. succinogenes wurde
so bereits die Succinat-Produktion durch die heterologe Expression eines fir die
NADPH-abhangige Malatdehydrogenase kodierenden Gens aus A. thaliana erhoht (Kim et al.,
2017).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Uberexpression des Gens der
Transketolase zwar durch einen priorisierten Flux der Xylose durch den nicht oxidativen PPW
die Succinat-Produktion verbessert, das Verhaltnis zwischen den Produkten Acetat und
Succinat allerdings unverdndert bleibt. Die homologe Expression des Gens g6pdh hingegen
ermoglichte einen gesteigerten Flux des oxidativen PPW und somit eine erhdhte Verfligbarkeit
an NADH und CO;, welche fiir die Succinat-Produktion erforderlich sind. Somit wurde der
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C-Flux vermehrt in den respiratorischen Ast von P. vulgatus gelenkt und durch den Anstieg der
Succinat-Produktion, nicht aber von Acetat, erstmals ein 1:1 Verhaltnis beider Produkte in
P. vulgatus erreicht. Demnach ist die G6PDH das vielversprechendere Enzym zur Verbesserung

der Succinat-Ausbeute in P. vulgatus.

In Kapitel 3.1.4 konnte die Succinat-Produktion durch die homologe Expression der Gene tkt
und g6pdh beeinflusst werden. Wahrend P. vulgatus 3xKO 0,24 g Succinat/g Xylose
produzierte, lag die Produktion von P. vulgatus 3xKO pG106_tkt und P. vulgatus 3xKO
pG106_g6pdh bei 0,3 g Succinat/g Xylose bzw. 0,33 g Succinat/g Xylose. Fir letzteren Stamm
wurde somit ein Titer von 0,9 g Succinat/L Kultur erreicht. Hiermit lag die Succinat-Produktion
von P vulgatus allerdings noch unter den bisher beschrieben Ertragen anderer Succinat-
Produzenten wie beispielsweise M. succiniproducens, A. succinogenes oder C. glutamicum
(McKinlay et al., 2007). Um den Succinat-Ertrag zu Steigern wurde daher eine Fed-batch-
Fermentation im anaeroben Kleinfermenter durchgefihrt. Die kontinuierliche Neutralisierung
des durch die Endprodukte angesduerten Mediums sowie die Zugabe von Substrat erlaubte
einen Anstieg des Ertrags auf 0,52 g Succinat/ g Xylose. Diese Werte sind mit denen von
weiteren Succinat-Produzenten vergleichbar. Wang et al. (2011) haben beispielsweise fir
E. coli mit Xylose als Substrat einen Ertrag von 0,56 g Succinat/ g Xylose erzielt. In
Basfia succiniciproducens und Actinobacillus succinogenes wurden ebenfalls vergleichbare
Werte von 0,76 bzw. 0,69 g Succinat/g Glukose beschrieben (Pateraki et al., 2016). Der in dieser
Arbeit mittels Fermentation erreichte Titer von 10 g Succinat/L Kultur ist auch mit den von
M. succiniproducens und Aanaerobiospirillum succinoproducens minimal erzielten Werten
vergleichbar (Lee et al. , 2002; Lee et al., 2010). Allerdings muss hierbei beriicksichtigt werden,
dass die meisten Autoren zur Succinat-Produktion Glukose, und nicht wie in der vorliegenden
Arbeit Xylose, als Substrat verwenden. Dabei konnte bereits fiir E. coli gezeigt werden, dass die
Nutzung von Glukose als Substrat zu hoheren Succinat-Ertragen und Titer fliihrte als Xlyose

(Andersson et al., 2007; Wang et al., 2011).

Dennoch konnten  durch die Optimierung von  Stoffwechselwegen und
Kultivierungsbedingungen in anderen Organismen bereits viel hohere Succinat-Titer erreicht
werden. Diese reichen von 52 bis 77 g/L in M. succinogenes (Lee et al., 2006; Kim et al., 2017)
uber 60 g/L in Vibrio natriegens (Thoma et al., 2022) bis hin zu 70-80 g/L in Actinobacillus
succinogeneses (Guettler et al., 1999; McKinlay et al., 2007) und fast 100 g/L in E. coli (McKinlay
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et al., 2007). Obwohl diese Ausbeuten viel héher als der in dieser Arbeit erzielte Succinat-Titer
sind, muss beachtet werden, dass es sich bei der hier durchgefiihrte fed-batch Fermentation
um eine erste Durchfihrung handelte und somit Prozess-Optimierungen durchaus den
Succinat-Ertrag und Titer verbessern wirden. Zusatzlich ist es wichtig zu erwdhnen, dass fir
die in der Literatur beschriebenen hohen Succinat-Titer haufig sehr hohe, unphysiologische
Mengen an Zellbiomasse von bis zu 30 g Zellen/L Kultur verwendet wurden (McKinlay et al.,
2007). Diese hohen Zelldichten sind oftmals in der industriellen GroBproduktion nicht

anwendbar. Demnach sind die hohen Ausbeuten eher als artifiziell zu betrachten.

Interessanterweise wurde in der vorliegenden Arbeit nur wahrend den ersten 30 h Wachstum
der Zellen bis zu einer ODeoonm vON 5,2 beobachtet (Abb. 45). Der spatere Substratverbrauch
muss demnach vollstandig in den Katabolismus eingeflossen sein. Auffallig war hierbei, dass
ab dem Zeitpunkt des Erreichens der maximalen ODesoonm €ine Verschiebung des Verhaltnisses
der Endprodukte zu beobachten war. Wahrend die Succinat- und Acetat-Produktion zuvor in
einem 1:1 Verhaltnis vorlag, verschob diese sich spater auf ein Verhiltnis von 1,6:1
(Succinat:Acetat). Auch in Segatella (S.) copri wurde im fed-batch Verfahren bereits eine
vergleichbare Beobachtung gemacht (Franke, 2020). Ahnlich wie bei P. vulgatus in der
vorliegenden Arbeit wurde auch fir S. copri trotz einer Wachstumshemmung nach 24 h ein
weiterer Verbrauch von Substrat beschrieben. Hierbei kam es ebenfalls zu einer Verschiebung

der Endprodukt-Verhaltnisse in Richtung Succinat (Franke, 2020).

Die Verschiebung des C-Flux ist hierbei auf den Redoxgrad von Substrat und Zellbiomasse
zurlickzufliihren. Eine Elementaranalyse von S. copri sowie die Analyse weiterer Bakterien
ergaben als kleinste chemische Einheit, aus der die Biomasse von Bakterien aufgebaut ist, die
Formel C1H1,700,4No,2 (Popovic, 2019; Franke, 2020). Die Biomasse liegt somit im Vergleich zum
Substrat Xylose (C1H201) in einem reduzierten Zustand vor. Dementsprechend werden zum
Aufbau der Zellbiomasse Reduktionsaquivalente benotigt. Neben der Generierung von NADH
wahrend des Katabolismus von Xylose werden zusatzliche Reduktionsdquivalente in Form von
reduziertem Ferredoxin (Fdred) im Zuge der Acetat Produktion freigesetzt, wahrend im
respiratorischen Ast zur Succinat-Produktion Reduktionsdquivalente verbraucht werden.
Dementsprechend spielt der fermentative Ast zur Acetat-Produktion eine wichtige Rolle
wahrend der Wachstumsphase der Bakterien. Gehen die Zellen in einen ruhenden Zustand

Uber, so werden keine zusatzlichen Reduktionsdquivalente mehr fir den Anabolismus
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bendtigt. Die Acetat-Produktion kann folglich verringert werden und der Kohlenstoff somit

vermehrt in den reduktiven Ast flieen, was zu einer gesteigerten Succinat-Produktion fihrt.

Die beobachtete Wachstumshemmung ist moglicherweise auf die Akkumulierung der
Endprodukte zurickzufihren. Flr A. succinogenes wurde beispielsweise bereits eine
inhibitorische Wirkung von 10-40 g/L Acetat und 60 g/L Succinat gezeigt (Li et al., 2010;
Pateraki et al., 2016). Diese inhibitorische Wirkung auf das Zellwachstum und die Succinat-
Produktion wurden ebenfalls fir E. coli BL21 (Li et al., 2010) und B. succiniproducens (Pateraki
et al., 2016) beschrieben. Auch fur Corynebacterium glutamicum wurde eine Verringerung des
Succinat-Titers sowie des Substrat-Verbrauchs bereits ab einer Konzentration von 62,5 mM
Succinat beobachtet (Chung et al., 2017). In der Gegenwart von 250 mM Succinat, wurde
dessen Produktion sogar um 98 % gehemmt (Chung et al., 2017). Ndahere Untersuchungen
ergaben hierbei, dass Succinat die Expression verschiedener Gene, unter anderem der
Transkriptions-Regulation, DNA-Reparatur und des Aminosaure-Aufbaus, runterregulierte.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass NCgl0275, ein Homolog der negativen Regulatoren der WhiB
Proteinfamilie, ebenfalls durch Succinat negativ beeinflusst wurde. Durch die Uberexpression
dieses Gens konnte der Substratverbrauch sowie die Succinat-Produktion allerdings auch in
Gegenwart von Succinat gewahrleistet werden und somit der Succinat-Titer um 37,7 % erhoht
werden (Chung et al., 2017). Diesen Ergebnissen zufolge ware der Entzug der Endprodukte aus
dem Medium ein wichtiger Schritt zur Optimierung der Succinat-Produktion. In
M. succinogenes wurde beispielsweise die Produktionsrate von Succinat in einem
kontinuierlichen Fermentationsverfahren und unter Verwendung eines Membranssystems
was die Rickgewinnung der Zellen erlaubt signifikant erhoht (Lee et al., 2016). Auch in
A. succinogenes fiihrte die Nutzung eines Membran-Bioreaktors und die kontinuierliche
Abfuhr der Endprodukte sowie die Rickfiihrung des Fettsauren-freien Mediums in den Reaktor

zu einem flinf-Fach héheren Succinat-Titer (Meynial-Salles et al., 2008).

Zusammenfassend kann fiir dieses Kapitel festgehalten werden, dass die bisherigen
genetischen Optimierungen in P. vulgatus sowie ein erstes Fermentationsverfahren den
Succinat-Titer bereits um mehr als das 10-fache steigerten. Obwohl der Titer mit
10 g Succinat/L wirtschaftlich noch nicht konkurrenzfahig ist, birgt der Stamm durch weitere
Produktionsoptimierungen wie beispielsweise kontinuierliche Fermentation Potenzial fiir eine

umweltfreundliche und nachhaltige Succinat-Produktion.
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4.2 Weitere Xylan-verwertende Succinat-Produzenten

4.2.1 Xylan-Verwertung in Spezies der Ordnung Bacteroidales

Wie bereits erwahnt wurde die Nutzung und der Abbau von Xylanen bisher hauptsachlich fir
Vertreter des Phylums Bacteroidota beschrieben (Chassard et al., 2007; Flint et al., 2012).
Hierbei stechen vor allem die im Rinder-Pansen und im menschlichen Kolon vorkommenden
Vertreter der Gattungen Prevotella und Bacteroides hervor. Durch das Vorkommen von
Xylanen unter anderem in Grasern und Getreiden, macht das Substrat sowohl fir Rinder als
auch fur den Menschen einen groBen Anteil der Nahrung aus. Schatzungen gehen davon aus,
dass jeden Tag etwa 10 bis 25 g pflanzliche Zellwand-Polysaccharide den menschlichen Darm
erreichen (Egert et al., 2006). Wahrend diese im Dinndarm nicht resorbiert werden kénnen,
haben sich einige Bakterien auf den Abbau des Substrates spezialisiert. Schatzungen zu Folge
werden so 51 -72 % des aufgenommenen Xylans durch die Darmmikrobiota abgebaut (Slavin

etal., 1981; Dodd et al., 2011).

Bei einigen Vertretern machen Gene zur Verwertung von komplexen Polysacchariden einen
Anteil von bis zu 20 % des Gesamtgenoms aus (Xu et al., 2003; McNulty et al., 2013; Schwalm
& Groisman, 2017). Diese spezialisierten Gene befinden sich in sogenannten Polysaccharide
utilization loci (PULs) (Martens et al., 2011). Wahrend die spezifischen Aufgaben der PULs sich
unterscheiden, sind die Grundbausteine dennoch die gleichen. Die DNA-Bereiche enthalten
Gene, welche fir Proteine zur Bindung von Polysachariden kodieren sowie fiir CAZymes
(carboydrate active enzymes) und Transkriptionsregulatoren (Martens et al., 2009; Zhang et
al., 2014). Zu den CAZymes zahlen Glykosid-Hydrolasen (GHs), Polysaccharid-Lyasen (PLs) und
Carbohydrate-Esterasen (CEs), welche beim Xylan-Abbau eine Rolle spielen (Martens et al.,

2011; Zhao et al., 2023).

Wahrend der konkrete Mechanismus der Xylan-Aufnahme und des Abbaus noch nicht
vollstandig aufgeklart ist, gibt es bereits einige Modelle, (iber den mutmaRlichen Ablauf des
Xylan-Abbaus (Dodd et al., 2011; Zhang et al., 2022). Diese Modelle basieren sowohl auf den
Erkenntnissen zur Verwertung von Starke in B. thetaiotaomicron als auf Beobachtungen zur
Xylan-Verwertung in Prevotella byrantii (Dodd et al., 2011). In B. thetaiotamocron wurde das

sogenannte Starch utilization system (Sus) beschrieben, welches die wichtigsten Proteine zur
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Verwertung von Starke zusammenfasst (Martens et al., 2009). Hieran angelehnt werden an der
Aufnahme, Transport und Abbau von Xylanen beteiligte Proteine als Xylan utilization system
(Xus) bezeichnet (Dodd et al., 2011). In Abbildung 68 ist die Xylan-Verwertung in Bacteroides-
Spezies basierend auf bereits entwickelten Modellen (Dodd et al., 2011; Schwalm & Groisman,

2017; Zhang et al., 2022) schematisch dargestellt.

Umgebung
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Abbildung 68: Modell zur Aufnahme und Verwertung von Xylan in Spezies der Gattung Bacteroides
(angepasst nach Schwalm & Croisman, 2017; Zhang et al., 2022). Die Xylose-Monomere sind als
braune Pentagone dargestellt. Lange Ketten aus Xylose stellen das Xylan und kirzere Ketten
Xylooligosaccharide dar. Zur Vereinfachung wurden die substituierten Seitenketten der Xylane nicht
dargestellt. Xus: Xylan utilization system; GH: Glykosid-Hydrogenase; Xyn10C: membranstdndige
Endoxylanase

Die Bindung von Xylan findet héchstwahrscheinlich (iber in der Membran verankerte XusE-
Proteine statt. Ein ebenfalls in der dueren Membran verankertes Protein Xyn10C ist ein
Homolog zu SusG und wirkt als membranstandige Endoxylanse, welche mitten im Riickgrat von
Xylan schneidet und somit die Freisetzung von kurzkettigen Xylooligosacchariden
bewerkstelligt (Dodd et al., 2011; Schwalm & Groisman, 2017). Diese werden schliellich iber
die membrangebundenen XusB/D Proteine zu XusA/C geleitet. Bei Letzteren handelt es sich
um TonB-abhédngige Rezeptoren, welche fir den Transport der Xyloologosaccharide (iber die

dullere Membran ins Periplamsa verantwortlich sind (Dodd et al., 2011). Im Periplasma
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befinden sich eine Vielzahl an verschiedenen Glykosid-Hydrolasen (GH), welche fiir den
weiteren Abbau der Xylooligosaccharide bis hin zu den Monomer-Einheiten zustandig sind
(Schwalm & Groisman, 2017; Zhang et al., 2022). Die so generierten Monomere werden
schlieBlich Uber die Cytoplasmamembran ins Cytosol transportiert und hier weiter
verstoffwechselt. Zusatzlich befindet sich in der inneren Membran ein Regulator, welcher die
Synthese Gene zum Xylan-Abbau reguliert. Wie diese Regulation ablauft, ist allerdings bisher

noch nicht aufgeklart (Dodd et al., 2011).

Neben P. vulgatus (Crittenden et al., 2002) wurde das Wachstum auf Xylan unter anderem
bereits flir B. cellulosilyticus (Robert et al., 2007), B. xylanisolvens (Chassard et al., 2008; Zhao
et al., 2023) B. intestinalis (Bakir, 2006) und B. graminisolvens (Nishiyama et al., 2009)
beschrieben. Aullerdem wurden in P. dorei etwa 200 GHs und PULs detektiert (Kaoutari et al.,
2013). Da diese Vertreter alle Succinat beziehungsweise Propionat als End-Produkt freisetzen
(Chassard et al., 2008; Robert et al., 2007; Nishiyama et al., 2009; Hatamoto et al., 2014),
stellten sie mogliche Kandidaten fiir eine genetische Optimierung zur biotechnologischen
Herstellung von Succinat dar. Dementsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob die bisher fiir P. vulgatus etablierten genetischen Werkzeuge auf weitere Spezies de Familie
Bacteroidaceae Ubertragbar sind (Kapitel 3.2) Um eine bestmogliche, auf nachwachsenden
Rohstoffen basierte, Produktion zu ermdéglichen, wurde als erstes das Wachstumsverhalten auf

Xylan der genannten fiinf Stamme untersucht (Abb. 46).

Obwohl das Genom von P. vulgatus fiir geschatzte 200 GHs und PLs beziehungsweise etwa 300
CAZymes kodiert (Flint et al., 2012; Kaoutari et al., 2013) zeigten die Daten der vorliegenden
Arbeit fur P. vulgatus ein nur schwaches Wachstum auf Xylan im Vergleich zum Wachstum auf
Glukose. Dieses Ergebnis deckt sich allerdings mit den Untersuchungen von Crittenden et
al (2002), welcher ein moderates Wachstum sowie ein unvollstandiger Abbau von Xylan durch
P. vulgatus beschrieben hat. Vergleichbar geringes Wachstum wurde in dieser Arbeit fir
P. dorei beobachtet. Wahrend fiir diesen Stamm zuvor das Wachstum auf Xylan beschrieben
wurde (Chassard et al., 2007) konnte allerdings keine Xylanase Aktivitdt detektiert werden. Die
Autoren erklarten diese Beobachtung mit der Vermutung, dass P. dorei entweder nur iber eine
Exoxylanase-Aktivitat verfliigt oder aber die geringe Expression der Endoxylanase nicht
messbar war (Chassard et al.,, 2007). Fur B. xylansisolvens und B. intestinalis wurde

erwartungsgemall sehr starkes Wachstum unter Verwendung von Xylan als Substrat
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beobachtet. Diese beiden Stamme besitzen nicht nur etwa 300 Gene welche fur PULs und GHs
kodieren, sondern zeigen zusatzlich eine grofRere Vielfalt in zu den CAZymes gehorenden
Genen als beispielsweise P. dorei (Kaoutari et al., 2013). Zusatzlich konnte flr B. intestinalis
bereits eine Endoxylanase-Aktivitat in Gegenwart von Hafer- und Birken-Xylan nachgewiesen
werden (Chassard et al., 2007). Entgegen den Erwartungen und friiheren Studien (Nishiyama
et al., 2009) konnte B. graminisolvens in der vorliegenden Arbeit Xylan nicht als
Wachstumssubstrat verwenden. Dabei muss allerdings beachtet werden, dass das zuvor
beschriebene Wachstum von B. graminisolvens auf Birkenxylan und nicht auf Buchenxylan
beschrieben wurde. Zusammengefasst konnten Uber die Wachstumsversuche drei neue
potenzielle Kandidaten (B. cellulosilyticus, B. intestinalis und B. xylanisolvens) zur Succinat-

Produktion basierend auf nachwachsenden Rohstoffen identifiziert werden.

4.2.2 Ubertragung der genetischen Werkzeuge aus P. vulgatus auf weitere
Spezies der Familie Bacteroidaceae

Zur weiteren Ermittlung der Ubertragbarkeit der genetischen Werkzeuge aus P. vulgatus in
B. cellulosilyticus, B. intestinalis und B. xylanisolvens wurde die Verwendung der zur Selektion
bendtigten Resistenzkassetten geprift. Ein Antibiogramm hat jedoch ergeben, dass
B. intestinalis im Gegensatz zu P. vulgatus, B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens sowohl gegen
Tetrazyklin als auch gegen Erythromycin resistent war (Tab. 26). Bei den untersuchten
Antibiotika handelt es sich um Wirkstoffe aus unterschiedlichen Klassen. Tetrazykline hemmen
die Proteinbiosynthese in dem sie an die 30S Untereinheit der Ribosomen binden und somit
die Anlagerung der tRNA verhindern (Nguyen et al., 2014). Als Resistenzmechanismen sind
sowohl Efflux-Pumpen als auch Proteine, welche die Ribosomen vor einer Bindung mit
Tetrazyklin schitzen, bekannt (Nikolich et al., 1992). Fiur letzteres wurde auch in B.
thetaiotaomicron ein entsprechendes Gen (tet(Q)) beschrieben (Nikolich et al., 1992). Eine
bioinformatische Analyse hat ergeben, dass der in dieser Arbeit verwendete Stamm
B. intestinalis DSM 17393 ein Protein mit 97 %-iger Ubereinstimmung zu dem tetQ-Protein aus
B. thetaiotaomicron besitzt (https://img.jgi.doe.gov), was die beobachtete Unwirksamkeit von
Tetrazyklin gegeniiber diesem Stamm untermauert. Auch mit Erythromycin konnte kein
deutlicher Hemmhof bei B. intestinalis gemessen werden. Erythromycin gehort zu den

Makrolid-Antibiotika und verhindert durch die Bindung an die 50S Untereinheit der
178


https://img.jgi.doe.gov/

4. Diskussion

bakteriellen Ribosomen die Translokation der tRNA und somit die Proteinsynthese (Champney
& Burdine, 1995). Auch wenn bisher kein Erythromycin-Resistenzgen (erm) in B. intestinalis
beschrieben wurde, ist bekannt, dass die erm-Gene oft zusammen mit tet-Genen Ubertragen
werden (Shoemaker et al., 1989; Jean et al., 2022). Gentamycin gehort zu der Gruppe der
Aminoglykosid-Antibiotika und fiihrt durch seine Bindung an die ribosomale 30S Untereinheit
zum falschen Ablesen der mRNA und somit zur Hemmung der Proteinbiosynthese (Tangy et
al., 1985). Der Transport von Gentamycin in die Bakterien-Zelle ist allerdings ein Energie-
abhangiger Prozess fiir welchen Sauerstoff benoétigt wird (Bryan et al., 1979; Rasmussen et al.,
1993). Dementsprechend kann das Antibiotikum nicht in anaerobe Spezies gelangen, was
unter anderem den Spezies der Gattung Bacteroides eine natiirliche Resistenz dem
Antibiotikum gegeniiber verschafft (Rassmussen et al.,, 1993). Erwartungsgemall wurde das
Wachstum der in dieser Arbeit getesteten Organismen nicht signifikant durch die Verwendung
von Gentamycin beeintrachtigt. Bei Carbenicillin hingegen handelt es sich um ein Antibiotikum
aus der Gruppe der Penicilline (Wright, 1999). Durch ihre Bindung an Penicillin-Binde-Proteine,
storen Penicilline die Quervernetzung von Peptidoglycan und hemmen somit die
Zellwandbiosynthese (Wright, 1999). In der vorliegenden Arbeit zeigte das Antibiotikum gegen
alle vier getesteten Staimme eine hemmende Wirkung (Tab. 26). Da sowohl Erythromycin als
auch Tetrazyklin Teil der etablierten genetischen Werkzeuge fiir P. vulgatus sind, und in
B. intestinalis Resistenzgene gegen diese Antibiotika vorlagen, musste der Organismus, dem zu
Folge, fir weitere Untersuchungen ausgeschlossen werden. B. cellulosilyticus und
B. xylanisolvens hingegen erwiesen sich aufgrund ihrer Sensitivitdt gegeniliber Erythromycin
und Tetrazyklin auch weiterhin als potenzielle Kandidaten zur Anwendung von genetischen

Werkzeugen mit Hinblick auf eine optimierte Succinat-Produktion.

Eines der genetischen Werkzeuge, welches sich zur Regulation des Stoffwechselweges von

P. vulgatus eignet ist der genomintegrative Vektor pMM656 (Mimee et al., 2015; Liick, 2023).

Wie oben beschrieben, wurde dieser Vektor in der vorliegenden Arbeit zur Expression der
PFOR in P.vulgatus Gber den Rhamnose-induzierbaren Promotor verwendet (Kapitel 3.1.3).
Das System wurde erstmals in B. thetaiotaomicron angewendet (Mimee et al., 2015), doch
seine Funktionalitdt zur homologen Expression in P. vulgatus konnte bereits in friheren
Studien bestatigt werden (Lick & Deppenmeier, 2022). Die Integration des Plasmids in das

Genom des Zielorganismus wird hierbei durch eine auf dem Vektorriickgrad kodierte NBU2-
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Integrase in das 3‘-Ende der fiir die tRNA%®" kodierenden Gene vermittelt (Mimee et al., 2015).
Voraussetzung hierfir ist das Vorhandensein einer sogenannten attN-site in diesen Bereichen,
welche eine Sequenz-spezifische Rekombination mit der auf dem Plasmid vorhandenen
attN2-site ermoglicht. Untersuchungen zufolge sind besonders eine spezifische Sequenz von
13 bp und ein stromaufwartsliegenden 6 bp lange Sequenz (Kapitel 3.1.2.3, Abb. 48) fiir die
Rekombination notwendig (Wang et al., 2000). Diese Sequenzen wurden urspringlich in
B. thetaiotaomicron (bt_t70 und bt t71) identifiziert (Mimee et al.,, 2015) und auch in
P. vulgatus (bvu_2451 und bvu_2094) nachgewiesen (Liick., 2023). In der vorliegenden Arbeit
konnten die notwendigen Sequenzen ebenfalls in den fiir tRNAser kodierenden Genen von
B. cellulosilyticus (bcellWH2_04704 und bcell WH2_04746) und B. xylanisolvens (bxy_T_49030)
identifiziert werden. Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des nanoluc-
Reportergens die Regulierbarkeit der Genexpression lber den Expressionsvektor pMMG656 in
B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens nachgewiesen. Wahrend das nanoluc-Gen bereits unter
einem Anhydrotetracyclin-induzierbaren tet-Promotor als erfolgreiches Reportersystem fir
die beiden Stamme bestatigt werden konnte (Lim et al., 2017), wurde hier erstmals die
Funktionalitdit des Rhamnose-abhangigen Promotor Prhakipao sowie die Anwendbarkeit des

Integrations-Plasmids pMM656 in B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens gezeigt.

Neben der homologen und heterologen Expression stellt die Gen-Deletion ein weiteres
wichtiges genetisches Tool dar. Wahrend bereits einige Strategien zur markerlosen Deletion
flr Spezies der Ordnung Bacteroidales wie B. ovatus (Garcia-Bayona & Comstock, 2019),
B. thetaiotaomicron (Koropatkin et al., 2008; Bencivenga-Barry et al., 2020), P. dorei (Sakanaka
et al., 2018) und P. vulgatus (Bencivenga-Barry et al., 2020; Neff et al., 2023) bekannt sind, war
die Generierung einer markerlosen Deletion in B. cellulosilyticus und B. xylanisolvens bisher

erfolglos (Despres et al., 2016 b).

Um dies zu andern, sollte das fir P. vulgatus optimierte SacB-System (Neff et al., 2023)
verwendet werden. Dieses System wurde bereits mehrfach in gram negativen Organismen wie
beispielsweise E. coli (Blomfield et al., 1991), Pseudomonas aeruginosa (Schweizer, 1992),
Myxococcus xanthus (Wu & Kaiser, 1996) oder Rhizobium leguminosarum (Quandt & Hynes,
1993) verwendet. Es basiert auf der Gegenselektion iber das sacB-Gen unter Nutzung des
Substrats Saccharose. Das sacB-Gen stammt urspriinglich aus B. subtilis und kodiert fir eine

Levansuccrase, welche Succrose in ein hochgradig polymeres Levan umwandelt (Gay et al.,
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1985; Pelicic et al., 1996). Der genaue Mechanismus der Toxizitat von Levan ist bisher nicht
komplett aufgeklart, allerdings wird vermutet, dass die ibermaRige Levan-Synthese zu einer
Akkumulation des Polymers im Periplasma fiihrt und somit den Zelltod von plasmid-
enthaltenen Bakterien mit sacB hervorruft (Steinmetz et al., 1983; Jager et al., 1992; Pelicic et
al., 1996). Neben der Anwendung der SacB-basierten Gegenselektion in Gram-negativen
Bakterien, wurde die erfolgreiche Anwendung des Systems allerdings auch in einigen gram-
positiven Organismen wie Corynebacterium glutamicum (Jager et al., 1992) und Spezies der
Gattungen Mycobacteria (Pelicic et al., 1996) und Rhodococcus (Jager et al., 1992)
beschrieben. Hier wurde davon ausgegangen, dass die Wirkung von sacB trotz fehlender
duBRerer Membran auf das Vorhandenseins von Mykolsdure in diesen Organismen
zurlickzuflihren ist. Die Mykolsadure bildet dabei dhnlich zur duReren Membran der gram-
negativen Bakterien eine hydrophobe Schicht wodurch ein dem Periplasma &ahnliches

Kompartiment entsteht, in welchem das Levan akkumuliert (Pelicic et al., 1996).

Gegenliber anderen Methoden zur markerlosen Deletion bietet das SacB-System den Vorteil,
dass keine toxischen Substanzen zu Gegenselektion verwendet werden miissen (Neff et al.,
2023). Zur Nutzung des pheS Deletions-Systems wird beispielsweise das Substrat p-Chloro-
Phenylalanine bendtigt, was auf eine auf einige Mikroorganismen Wachstumshemmend wirkt
(Kino et al., 2016). Ein weiterer Vorteil des sacB-Systems liegt darin, dass im Gegensatz zu den
etablierten Systemen unter Nutzung des Thymidin-Kinase (tdk) oder Thymidilat-Synthetase
(thyA) Gens (Sakanake et al.,2018), keine genetisch veranderten Ausgangstimme benotigt
werden (Neff et al., 2023). Wie bereits erwdahnt wurde das sacB System fiir P. vulgatus
optimiert (Neff et al., 2023) und auch in dieser Arbeit zur Generierung von Deletionsmutanten
verwendet (Kapitel 3.1). Basierend auf den Optimierungen fir P. vulgatus, sollte das System in

dieser Arbeit nun auch in Spezies der Gattung Bacteroides Gbertragen werden.

Interessanterweise zeigten frihere Studien, dass das SacB-Sytsem in B. fragilis nicht
angewandt werden konnte, da das sacB Gen in diesem Organismus keinen letalen Effekt zeigte
(Kino et al., 2016). Dies ist vermutlich auf das Vorkommen eines homologen Proteins zu
BT1760 aus B. thetaiotaomicron zuriickzufuhren (Neff et al., 2023). B. thetaiotaomicron besitzt
88 verschiedene polysaccharide utilization loci (PUL) darunter auch ein PUL zur Verwertung
von Fructanen (Sonnenburg et al., 2010). Zu diesem Fructan-PUL gehort unteranderem das

Gen bt1760, welches fiir eine Zell-Oberflaichen gebundene Glykosid Hydrolase der Familie 32
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gehort. Dieses Enzym wurde als B-2-6-spezifische Endo-Fructanase detektiert, dessen Deletion
die Levan-Verwertung durch B. thetaiotaomicron verhindert (Sonnenburg et al., 2010).
Zusatzlich verfligt B. thetaiotaomicron Uiber eine periplasmatische exo-Fructosidase welche
neben Levan auch das B-2-1-verknipfte Fructan-polymer Inulin abbaut (Sonnenburg et al.,
2010). Allerdings wird auch durch dieses Enzym das B-2-6 verkniipfte Levan stark bevorzugt,
was dazu fluhrt dass B. thetaiotaomicron Levan aber nicht Inulin als Substrat nutzen kann
(Sonnenburg et al., 2010). Da beide Proteine mit hoher Homologie in B. fragilis vorhanden
sind, ist davon auszugehen, dass dies die Erklarung fir das Scheitern des sacB-
Gegenselektions-Systems ist (Neff et al., 2023). In P. vulgatus liegt ebenfalls eine im Periplasma
aktive Exo-B-Fructosidase (BVU_1663) vor, deren Deletion sowohl den Abbau von Inulin und
Inulin-Fruktooligosacchariden (FOS) sowie Levan-FOS verhindert (Neff et al., 2023). Hier muss
allerdings darauf hingewiesen werden, dass P. vulgatus im Gegensatz zu anderen Spezies der
Gattung Bacteroides, trotz BVU_1663, weder auf hochmolekularem Levan noch auf Inulin
gutes Wachstum zeigt (Bolam & Sonnenburg, 2011; Neff et al., 2023). Im Gegensatz zu
B. thetaiotaomicron verfiigen B. uniformis und weitere Bacteroides-Stamme Uber einen PUL
welcher zum Abbau von B2-1 polymerem Inulin befédhigt, das B2-6 Fructan-Polymer, Levan,
jedoch nicht abbauen kann (Sonnenburg et al., 2010; Schwalm & Groisman, 2017). Auch
B. ovatus, welches Enzyme mit groRer Homologie zu BT_1760 besitzt, (Neff et al., 2023) ist auf
den Abbau von Inulin und nicht Levan spezialisiert (Sonnenburg et al., 2010). Basierend auf
diesen Erkenntnissen ware es, wie von den Autoren Neff et al. (2023) bereits erwahnt,
denkbar, dass die vorhanden PULs in den einzelnen Organismen jeweils nur auf eines der
beiden Polymeren spezialisiert sind. Wenn dem so ware, kdnnte eine Wachstums-Analyse mit
den Substraten Levan und Inulin bereits klarstellen, ob das sacB-System fiir den jeweiligen
Organismus anwendbar ist. Aus diesem Grund wurde versucht B. cellulosilyticus sowohl auf
Inulin als auch auf Levan zu kultivieren (Abb. 51). Dabei stellte sich heraus, dass dieser
Organismus Levan verstoffwechseln und als Wachstumssubstrat verwerten kann. Auf Inulin
hingegen konnte fiir B. cellulosilyticus kein Wachstum beobachtet werden. Aus einer friiheren
Studie (Wienberg, 2023) war bereits bekannt, dass B. xylanisolvens anders als B. cellulosilyticus
Inulin als Wachstumssubstrat verwerten konnte, allerdings kein Wachstum auf Levan
beobachtet wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Organismus B. xylanisolvens fiir den

weiteren Verlauf der Arbeit und die die Ubertragung des genetischen SacB-Sytsems gewihlt.
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4.2.2.1 B. xylanisolvens, ein vielversprechender Kandidat zur umweltfreundlichen Succinat-
Produktion

Der zentrale Kohlenstoffwechsel von B. xylanisolvens ist grundsatzlich mit dem von P. vulgatus
(Abb. 65) vergleichbar. Nach der Glykolyse spaltet sich auch in diesem Organismus der Weg
ausgehend von Phosphoenol-Pyruvat in einen fermentativen und einen respiratorischen Ast.
Im Laufe der Fermentation von PEP zum Endprodukt Acetat entstehen hierbei, wie in P.
vulgatus, Formiat und Lactat als weitere Endprodukte. Ebenfalls vergleichbar zu P. vulgatus
setzt B. xylanisolvens im reduktiven Zweig Succinat als Endprodukt frei. Zusatzlich wird dieses
teilweise zu Propionat weiter verstoffwechselt. Diese Umwandlung erfolgt in mehreren
Schritten. Ausgehend von Succinat entsteht durch die Ubertragung eines CoA-Restes durch die
CoA-Transferase (BXY_23310) Succinyl-CoA. Eine Umlagerung der C-Atome durch die
Methylmalonyl (MM)-CoA-Mutase (BXY_12020 und BXY_12030) fihrt zur Bildung von (R)-
MM-CoA. AnschlieBend folgen eine durch die MM-CoA-Epimerase (BXY_46850) katalysierte
Konfigurationsanderung und nachfolgend eine Decarboxylierung zu Propionyl-CoA durch die
Enzyme BXY_14020 und BXY_44570. In einem letzten Schritt Ubertragt die bereits erwahnte

CoA-Transferase den CoA-Rest auf Succinat, wodurch Propionat freigesetzt wird.

In P. vulgatus hatte die Deletion der fiir die MM-CoA-Mutase kodierenden Gene eine
Unterbrechung der Propionat Produktion zu Folge (Liick, 2023; Gindt et al., 2024). Dies fihrte
nicht nur zur Eliminierung von Propionat als Neben-Produkt, sondern zusatzlich zu einer
Verdopplung der Succinat-Ausbeute (Liick, 2023; Gindt et al., 2024). In B. xylanisolvens liegen
die zu bvu_0309 und bvu_0310 homologen Gene bxy 12020 und bxy_12030 vor, welche fir
die groRe (bxy_12020) beziehungsweise kleine (bxy_12030) Untereinheit der Methylmalonyl-
CoA Mutase kodieren. Aufgrund dessen boten die Gene bxy_ 12020 und bxy_ 12030 ein
vielversprechendes Ziel, um nicht nur die Funktionsweise des sacB-Deletions-System in
B. xylanisolvens zu untersuchen, sondern zusatzlich die Succinat-Produktion in diesem
Organismus zu erhohen. Nachdem gezeigt wurde, dass B. xylanisolvens Levan nicht
verstoffwechselt, wurde also das sacB-Sytstem zur Deletion der fiir die MM-CoA-Mutase
kodierenden Gene angewendet. Mit Hilfe einer PCR und anschlieBender Gelelektrophprese
konnte gezeigt werden, dass das Deletions-Plasmid pMM656 A12020-12030 erst in das
Genom von B. xylanisolvens integriert (Abb. 54 A) und anschlieRend wieder entfernt
(Abb. 54 B) wurde. In anschlieBenden HPLC-Chromatogrammen von Wachstumskulturen

wurde im Gegensatz zum WT-Stamm fiir die generierte Deletionsmutante
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B. xylanisolvens A12020-12030 erwartungsgemald kein Propionat detektiert (Abb. 56). Soweit
bekannt, wurde somit in dieser Arbeit zum ersten Mal eine markerlose Deletion in

B. xylanisolvens durchgefiihrt.

Die Autoren Despres et al. (2016 b) beschrieben, dass eine markerlose-Deletionsmethode fiir
B. thetaiotaomicron, welcher eine Thymidin-Kinase-Deletionsmutante zugrunde liegt
(Koropatkin et al., 2008) nicht auf B. xylanisolvens Ubertragbar war, weswegen auf eine
Insertions-Mutation zurilickgegriffen wurde (Despres et al 2016 b). Die Autoren begriindeten
das Fehlschlagen der Deletion mit einer schlechten Konjugationseffizienz von B. xylanisolvens
(Despres et al., 2016 b). Dieses Problem wurde in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet.
Allerdings erfolgte die Konjugation hier unter Nutzung von E. coli 2155, welcher eine
Konjugation unter anaeroben Bedingungen ermdoglicht, wahrend vorherige Versuche mit dem
E. coli Stamm WM3064 aerob erfolgten (Despre et al., 2016 b). Ein weiterer Vorteil des sacB-
Deletionssystems ist wie in Kapitel 4.2.2 bereits erwahnt, dass im Gegensatz zu der von
Koropaktin et al., (2008) beschrieben Methode keine Deletions-Mutanten als Ausgangsstamm
notwendig sind (Neff et al.,, 2023). Neben der Ubertragung des sacB-Systems in
B. xylanisolvens, wurde zusatzlich die Produktion von Propionat in dem Organismus
unterbrochen und die Succinat-Produktion erhoht (Abb. 57). Wahrend der WT-Stamm
6,1+ 0,8 mmol Succinat/gTG produzierte, waren es flir B. xylanisolvens A12020-12030
9,3 + 1,9 mmol Succinat/gTG. Dies entsprach einem Anstieg der Succinat-Ausbeute um 50 %.
Da Succinat in dem neu generierten Stamm nicht mehr weiter zu Propionat verstoffwechselt
wird ware zu erwarten, dass die nun gebildete Menge an Succinat der Summe aus Succinat
und Propionat des WT-Stammes entsprechen wiirde. Da dieser 2,3 + 0,6 mmol Propionat/gTG
bildet ware fiur B. xylanisolvens A12020-12030 eine Succinat-Produktion von 8,4 + 0,8 mmol
Succinat/g TG zu erwarten gewesen. Der erwartete Wert war somit mit dem tatsachlich
gemessenen Wert von 9,3 + 1,9 mmol Succinat/gTG vergleichbar. Auf die Produktion der
restlichen Nebenprodukte, Formiat, Lactat und Acetat, hatte die Deletion der Gene bxy 12020
und bxy_12030 erwartungsgemall und wie bereits in P. vulgatus beschrieben (Liick, 2023;
Gindt et al., 2024) keine Auswirkung (Abb. 57). Auch das Wachstum von B. xylansisolvens
wurde durch die Deletion von bxy 12020 und bxy_12030 nicht beeintrachtigt (Abb. 55).

Vergleicht man die Mengen der gebildeten Endprodukte von B. xylanisolvens mit denen von

P. vulgatus nach Wachstum auf Minimalmedium mit Xylose als Substrat, so wird deutlich, dass
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der Wildtyp-Stamm von B. xylanisolvens etwa die Doppelte Menge an Succinat/gTG produziert
als der Wildtyp-Stamm von P. vulgatus (Tab. 30). Dies sind gute Ausgangsbedingungen fir

B. xylanisolvens als Succinat-Produzent.

Tabelle 30: Vergleich der gebildeten Endprodukte (g/TG) im Wildtyp- und im Deletions-Stamm fiir
die MM-CoA-Mutase in P. vulgatus und in B. xylanisolvens

P. vulgatus B. xylanisolvens
Endprodukte WT A0309/10% WT A12020/30
[mmol/gTG]

Succinat 3,96 £0,14 7,6 £0,13 6,12+0,8 9,3+2,0
Acetat 9,73+0,40 9,96 £ 0,19 8,40+1,3 8,6+25
Lactat 0,15+ 0,04 0,030,13 0,78+0,2 0,5+0,4

Formiat 2,90+0,34 1,75+0,13 3,10+1,1 23+11

Propionat 2,10+0,10 0+0 2,30+0,6 0+0

A Luck, 2023 und Gindt et al., 2024

Auch die Nebenprodukte Lactat und Formiat werden von B. xylanisolvens in etwas grofleren
Mengen gebildet (Tab. 30). Da in P. vulgatus die Produktion von Lactat und Formiat bereits
unterbunden werden konnte (Liick, 2023; Gindt et al., 2024) und das gleiche Deletions-System
in dieser Arbeit auf B. xylanisolvens (ibertragbar war, ist es sehr wahrscheinlich, dass die
genannten Stoffwechselwege auch in diesem Organismus ausgeschaltet werden kénnten.
Somit wiirde neben Succinat nur noch Acetat als weiteres Endprodukt verbleiben. Allerdings
ist die Produktion hiervon in B. xylanisolvens mit 8,4 mmol/gTG im Vergleich zu P. vulgatus
(9,7 mmol/gTG) etwas geringer, was bereits im WT-Stamm zu einem besseren Succinat:Acetat
Verhaltnis fuhrt. Betrachtet man das Succinat:Acetat Verhaltnis etwas genauer so betragt
dieses fiir P. vulgatus A0309-0310 1:1,3 und 1:0,9 fiir B. xylanisolvens A12020-12030 (Tab. 30).
Dieser Vergleich zeigt, dass B. xylanisolvens im Gegensatz zu P. vulgatus ein besseres
Ausgangsverhatnis zwischen den beiden Produkten hat. Ein 1:1 Verhaltnis zwischen Succinat
und Acetat konnte im Vergleich in P. vulgatus erst nach der Uberexpression der G6PDH in der

Dreifach-Deletions-Mutante erreicht werden (Siehe Kapitle 3.1.4.3).

Da das Vorhandensein von Nebenprodukten die industrielle Aufreinigung von Succinat

erschwert (Lee et al., 2001; Cheng et al., 2012) bietet B. xylanisolvens somit neben der
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allgemein héheren Ausbeute von Succinat einen weiteren Vorteil gegeniiber P. vulgatus als
Succinat-Produzent. In P. vulgatus konnte die Succinat-Ausbeute durch die Uberexpression der
G6PDH zusatzlich um 45 % gesteigert werden (siehe Kapitel 3.1.4.2) was dieses Gen ebenfalls
zu einem interessanten Kandidaten fiir eine homologe Expression in B. xylanisolvens macht.
Wire der Effekt hier gleich, so wire durch die Uberexpression bereits ein Ertrag von 13,5 mmol

Succinat/ gTG maoglich.

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass B. xylanisolvens ebenfalls genetisch
zuganglich und, wie in diesem Kapitel gezeigt wurde, das sacB-Deletions-System anwendbar
ist. Dies erlaubte zum ersten Mal eine markerlose Deletion in dem Organismus erlaubt hat.
Zudem bietet B. xylanisolvens aufgrund des besseren Succinat: Acetat Verhdltnisses im
Vergleich zu P vulgatus sowie der Fahigkeit zur Verwertung von Xylanen verschiedener
Herkunft (siehe Kapitel 4.2.2.2) gute Rahmenbedingungen fir eine biobasierten,

biotechnologische Produktion von Succinat.

4.2.2.2 Die Xylan-Verwertung in B. xylanisolvens

Ein weiterer Punkt, welcher B. xylanisolvens zu einem interessanten Kandidaten als Succinat-
Produzent macht, ist wie oben beschrieben seine Fahigkeit zum Abbau von pflanzlichen

Bestandteilen wie zum Beispiel Xylanen.

Wie bereits erwahnt gehoren die Xylane zu den Hemicellulosen und besitzen ein Riickgrat aus
Xylose-Monomeren. Je nach Vorkommen ist dieses Riickgrat allerdings mit unterschiedlichen
Seitenketten verkniupft (Dodd & Cann, 2009). Homoxylane beispielsweise tragen keine
Seitenketten und sind auch nur selten in héheren Pflanzen zu finden (Ebringerova & Heinze,
2000). Arabinoxylane (AX), der Hauptbestandteil aus Getreidekdrnern, hingegen beinhaltet
neben dem Xylose-Riickgrat eine Vielzahl an verknilipften Arabinose-Einheiten (Ebringerova &
Heinze, 2000) . Selbst innerhalb der Geholze gibt es Unterschiede. Zwar sind sowohl Xylane
aus Hart- als auch Weich-Hoélzern mit 4-O-Methylglucuronsdure (MeGA) Einheiten verknipft
(Glucurono-Xylan (GX), allerdings enthédlt Xylan aus Weichholz zusatzliche Arabinose-
Verknipfungen und wird daher als Arabino-Glucurono-Xylan (AGX) bezeichnet (Ebringerova &
Heinze, 2000). Hinzu kommt ein groRerer Anteil an Acetyl-Gruppen in Weichhodlzern (alle 5-6

Xylose-Einheiten) im Vergleich zum Xylan aus Hartholz (alle 9-12 Xylose-Einheiten) (Bastawde,
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1992). Zusatzlich ist der Polymerisierungsgrad zwischen den Xylanen sehr variabel und kann

Berichten zufolge zwischen 110 und 220 liegen (Teleman et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Xylane als mogliches Substrat fir
B. xylanisolvens getestet (Kapitel 3.2.2). Das beste Wachstum neben Xylose zeigte
B. xylanisolvens unter Nutzung von Xylooligosacchariden (XOS) (Ab. 58 A). Die in dieser Arbeit
verwendeten XOS wurden aus Maiskolben isoliert. XOS aus Maiskolben enthalten
typischerweise Arabinose und Glucuronsaure als Seitenketten (Buruiana et al., 2017).
Zusatzlich findet man in XOS aus Maiskolben Ester-Verknipfungen mit Essig- und Ferulasaure
(Buruiana et al., 2017; Van Dongen et al., 2011). Allerdings besitzen XOS ein deutlich geringen
Polymerisierungsgrad (6 und 29 Xylose-Einheiten) (Buruiana et al., 2017) als Xylane, was eine
leichtere Verstoffwechslung durch B. xylanisolvens erklart. Aufgrund der Beschreibung einer
Aktivitat der Endoxylanase Xyn10A aus B. xylanisolvens mit Carboxymethyl-Cellulose (Mirande
et al., 2010) wurde dieses Substrat in der vorliegenden Arbeit ebenfalls untersucht. Allerdings

konnte hier kein Wachstum des Organismus festgestellt werden (Ab. 58,A).

Innerhalb der getesteten Xylane wurde das beste Wachstum auf Arabinoxylan gemessen.
Dieses Ergebnis passt zu der Beobachtung der Autoren Centanni et al., (2017), welche
ebenfalls fir den Organismus ein besseres Wachstum auf Arabinoxylan im Vergleich zu Xylan
aus Buchenholz festgestellt haben. In dieser Arbeit wurde eine vergleichbare maximale OD
von B. xylanisolvens auf Arabinoxylan zum Wachstum auf XOS erreicht (Abb. 58, B). Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass die verkniipften Arabinose-Einheiten aus dem Arabinoxylan
im Gegensatz zu den MeGA-Verknilpfungen ebenfalls als C-Quelle genutzt werden kénnen. In
einer friiheren Studie wurde jedoch gezeigt, dass B. xylanisolvens im Gegensatz zu anderen
Spezies der Gattung Bacteroides ebenfalls in der Lage ist, Glucuronsaure zu verstoffwechseln
(Centanni et al., 2017). Neben dem Unterschied im Wachstum auf Arabino- und Buchen-Xylan,
wurden auch Unterschiede zwischen Buchen-und Birken-Xylan beobachtet (Abb. 58, B).
Obwohl es sich in beiden Fillen um Glucurono-Xylan handelt, wurden dennoch in der
Vergangenheit Unterschiede beschrieben. Die Autoren Nieto-Dominguez et al. (2012)
detektierten beispielsweise mit Hilfe einer NMR-Methode eine mehr als doppelt so grofSes
Molekulargewicht fiir Xylan aus Birkenholz im Vergleich zum Xylan aus Buchenholz (Nieto-
Dominguez et al., 2019). Zusatzlich wurde beobachtet, dass die Gewinnung von

Abbauprodukten durch eine Endoxylanase und eine B-Xylosidase ausgehend vom Buchenxylan
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eine hohere Ausbeute ermaoglichte (Nieto-Dominguez et al., 2019). Im Gegensatz hierzu wurde
in einer anderen Studie sehr dhnliche Molekulargewichte und Polymerisierungsgrade flr beide
Xylane festgestellt (Teleman et al., 2002; Littunen et al., 2015). Dementsprechend scheinen die
Unterschiede in den Xylan-Strukturen noch nicht vollstandig geklart zu sein. Die in dieser
Arbeit erreichte maximale OD von B. xylanisolvens mit Haferxylan als Substrat war mit dem
auf Birkenxylan vergleichbar (Abb. 58). Diese Daten passen zu denen zuvor beschrieben
Xylanase-Aktivitaten, welche fiir Xylan aus Birkenholz und Hafer vergleichbar waren (Chassard

et al., 2007).

Neben Xylanen unterschiedlicher Herkunft wurde zusatzlich das Wachstum von
B. xylanisolvens auf Pektin, einem weiteren pflanzlichen Bestandteil getestet. Pektin ist ein
Polysaccharid was ebenfalls in Pflanzen-Zellwanden vorkommt (Despres et al., 2016 b). Das
hoch komplexe Molekiil besteht aus bis zu 17 verschiedenen Monosacchariden und kann bis
zu 20 verschiedene Verknilipfungen beinhalten (Bonnin et al., 2014; Despres et al., 2016 b). Die
drei Hauptpolysaccharide von Pektin, Homogalacturonan, Rhamnogalacturonan| und
Rhamnogalacturonan I, enthalten hauptsadchlich Galacturonsaure (Bonnin et al., 2014;
Despres et al., 2016 b). In der vorliegenden Arbeit wurde Pektin aus Apfeln verwendet und
konnte von B. xylanisolvens verstoffwechselt werden (Abb. 58, A). Die maximal erreichte OD
war hierbei mit den Werten des Wachstums auf Xylan vergleichbar. Die Verstoffwechslung von
Pektin durch B. xylanisolvens wurde auch in friiheren Studien bereits beschrieben (Despres et

al., 2016 b; Xu et al., 2024).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass B. xylanisolvens nicht nur Xylane verschiedener
Herkunft, sondern auch weitere pflanzliche Bestandteile wie Pektin verstoffwechseln kann.
Dies ist wahrscheinlich auf die Vielzahl an glykolytisch aktiven Enzymen in B. xylanisolvens

zurtckzufthren.

Wie oben beschrieben sind Gene zur Verwertung von komplexen Polysacchariden in
sogenannten PULs lokalisiert (Martens et al., 2011). Diese Gene kodieren hauptsachlich fur
Glykosid-Hydrolasen, (GHs), Polysaccharid-Lyasen (PLs) und Carbohydrate-Esterasen (CEs)
(Despres et al., 2016 a; Martens et al., 2011). In B. xylanisolvens wurden 74 entsprechende
PULs detektiert (Terrapon et al., 2015). Insgesamt kodiert das Genom von B. xylanisolvens fir

261 GHs, 21 PLs und 19 CEs (Despres, et al., 2016 a). Eine Transkriptom-Analyse hat jedoch
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ergeben, dass wahrend des Wachstums auf Xylan hauptsdchlich PUL43 und PUL70

hochreguliert werden (Despres, et al. 2016 a).

PUL43

PUL70

Hochregulierte Gene bei
Wachstum auf Xylan

Abbildung 69: Aufbau der Polysaccharide utilization loci (PUL) 43 und 70 aus B. xylanisolvens.
Schematische Darstellung der Anordnung der fiir den Abbau von Xylan kodierenden Gene in den PULs
43 und 70 von B. xylanisolvens (nach Despres et al., 2016 a und Zhao et al., 2023). Beide PULs
beinhalten susC- und susD-dhnliche Gene (dunkel und hellblau). Zudem beinhalten beide PULs Gene,
welche fir Glykosid-Hydrolasen (griin) und Regulatoren (orange) kodieren. In PUL43 ist zusatzlich ein
flr Esterasen kodierendes Gen (schwarz) vorhanden. Weitere Gene die wahrscheinlich den PULs
angehoren sind in grau markiert.

PUL43 beinhaltet 21 verschiedene Gene (Abb. 69) wovon 13 bereits mit dem Abbau von
Xylanen in Verbindung gebracht wurden (Despres et al.,, 2016 a). Neben einigen bisher
unbekannten Genen, kodieren die in PUL43 vorliegenden Sequenzen fiir Proteine zur
Aufnahme, Regulation und Abbau von Xylanen. Hierzu zahlen neben denen zu susC und susD
homologen Gene auch solche die flir CEs und GHs aus unterschiedlichen Familien kodieren
(Despres et al., 2016 a). Zudem befindet sich in PUL43 das Gen bxy 29300, welches fiir das
Enzym Xyn10B kodiert. Hierbei handelt es sich um eine Endo-Xylanase, welche zur Familie der
GH10 gehort und durch den Abbau von Xylan zu Xylose, Xylobiose, Xylotriose und Xylopentose
eine wichtige Rolle in der Xylan-Verwertung einnimmt (Despres et al., 2016 a; Zhao et al.,
2023). Neben der Fahigkeit zum Abbau von Xylan besitzt das Enzym aufgrund der
Unterbrechung durch zwei Kohlenhydrat bindende Module CBM4 (Carbohydrate-Binding

Modules) eine erhohte Binde-Kapazitat an das Substrat (Despres et al., 2016 a).
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PUL70 beinhaltet im Vergleich zu PUL43 nur 11 Gene (Abb. 69). Diese kodieren ebenfalls fiir
SusC/D ahnliche Proteine zur Bindung von Xylan, fliir GHs aus unterschiedlichen Familien,
regulatorische Proteine sowie vermutlich Transporter-Proteine (Despres et al., 2016 a).
Wahrend bei Wachstum von B. xylanisolvens auf Xylan der kompletten PUL43 hochreguliert
wird, sind in PUL70 nur 4 Gene betroffen (Despres et al., 2016 a). Xyn10A, ein weiteres Enzym
der GH10 Familie mit einer wichtigen Endoxylanase-Aktivitat (Mirande et al., 2010) ist in PUL70
lokalisiert (Abb. 69) (Despres et al., 2016).

In Kapitel 4.2 dieser Arbeit konnte somit die genetische Zuganglichkeit des Expressionsvektors
pMM656 sowie die Verwendung des sacB-Deletionssystems zur Generierung von markerlosen
Deletions-Mutanten in B. xylanisolvens gezeigt werden. Zudem wurde die Verwertung
unterschiedlicher Xylane durch den Organismus nachgewiesen. Die Verstoffwechslung
erneuerbarer Ressourcen, zusammen mit denen im Vergleich zu P. vulgatus héheren Succinat-
Ausbeuten, machen aus B. xylanisolvens einen vielversprechenden Kandidaten fir zuklnftige

biotechnologische und nachhaltige Produktionen von Platformchemikalien wie Succinat.

4.3 Wechselwirkung zwischen pharmazeutisch aktiven Wirkstoffen
und der menschlichen Darmmikrobiota

Die Darmmikrobiota stellt mit einer Zelldichte von etwa 10'? Zellen/ml (Sender et al., 2016)
sowie einer hohen Diversitdt von schatzungsweise 1000 verschiedenen Arten (Qin et al., 2010;
Zhu et al., 2010) einen wichtigen Teil des menschlichen Kérpers dar. In den letzten Jahren gab
es immer mehr Hinweise auf die bidirektionale Wechselwirkung zwischen der Darmmikrobiota
und ihrem Wirt (Tremaroli & Backhed, 2012; Vernocchi et al., 2020; Montagnani et al., 2023).
Immer Ofter konnte ein Zusammenhang zwischen denen von Bakterien produzierten
kurzkettigen Fettsduren wie Butyrat, Formiat, Acetat und Propionat, und der Gesundheit des
menschlichen Korpers festgestellt werden. Wahrend Butyrat beispielsweise als wichtige
Energiequelle fir Kolonozyten dient (Louis & Flint, 2009) , wurde die Produktion von Formiat
mit der Entstehung von Kolon-Krebs (Ternes et al., 2022) in Verbindung gebracht. Die
Wechselwirkung beschrankt sich allerdings nicht nur auf den menschlichen Darm, sondern
auch fir das Nervensystem und Krankheiten wie Parkinson wurde der Einfluss der

menschlichen Darmmikrobiota bereits beschrieben (Montagnani et al., 2023; Duan et al.,
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2024). Wahrend die Darmmikrobiota also eine Rolle in der Gesundheit ihres Wirtes spielt, kann
dieser wiederum die Zusammensetzung der Mikroorganismen beeinflussen. Neben
geografischen (Yatsunenko et al., 2012; Rehman et al., 2016) und genetischen Einfliissen (Ley
etal.,2008), spielen hierbei externe Faktoren wie die Erndahrungsweise eine groRe Rolle (David
et al., 2014; Wexler & Goodman, 2017). Zusatzlich beeinflusst die Einnahme von Antibiotika
und anderen Medikamenten die Zusammensetzung der Darmmikrobiota (Dethlefsen &
Relman, 2011; Vich-Vila et al., 2020). So wurde beispielsweise gezeigt, dass die Einnahme des
Antibiotikum Ciprofloxacin zu einer Verschiebung in der bakteriellen Zusammensetzung fihrt
und auch Monate spater der initiale Zustand nicht komplett zuriickkehrt (Dethlefsen &
Relman, 2011). Aber auch fir nicht antibiotische Substanzen wie beispielsweise Metformin,
ein gegen Typ Il Diabetes eingesetztes Medikament wurden metabolische Veranderungen der
Darmmikrobiota beschrieben (Vich-Vila et al., 2020). Trotz der hohen Diversitat gibt es einige
Organismen, welche ubiquitdar im Menschen vorkommen. Hierzu zahlen hauptsachlich Spezies
der Phyla Bacillota und Bacteroidota, wobei die Gattungen Bacteroides und Phocaeicola den
groRten Anteil der Darmmbakterien ausmachen (Wexler & Goodman, 2017; King et al., 2019;
Blanco-Miguez et al., 2023).

4.3.1 Auswirkung der APIs auf das Wachstumsverhalten verschiedener
Darmorganismen

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von funf aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (API)
auf das Wachstum verschiedener Vertreter der Darmmikrobiota untersucht. Bei APl handelt
es sich um chemisch basierte Wirkstoffe mit pharmakologischer Aktivitat (Kumar et al., 2022).
Die hier untersuchten APIs Enalapril, Propranolol und Metoprolol sind Medikamente, welche
zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt werden (Prichard & Gillam, 1969; Regardh &
Johnsson, 1980; Davies et al., 1984). Fluoxetin wirkt als Anti-Depressivum (Altamura et al.,
1994) und Methylphenidat wird vor allem bei Kindern mit einer Aufmerksamkeittsdefizit-

Hyperaktivitatsstorung (ADHS) verordnet (Kimko et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir Fluoxetin und Propranolol eine konzentrationsabhangige
inhibitorische Wirkung auf die 11 haufigsten Vertreter der Darmmikrobiota (King et al., 2019)

festgestellt (Abb. 60). Bisher wurde nur in einigen wenigen Studien eine Verdanderung der
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Darmmikrobiota nach Verabreichung von Propranolol untersucht, wobei diese sich auf
spezifische Krankheitsfélle bezogen (Lin et al., 2021; Munley et al., 2025). Im Gegensatz zu
Propranolol wurde Fluoxetin in friheren Studien bereits besser untersucht. Hier wurde eine
anti-bakterielle Wirkung des Medikamentes auf einige Bakterien wie E. coli, S. aureus und
P. aeuriguinosa beobachtet (Karine De Sousa et al., 2018; Munoz-Bellido et al., 2000). Dabei
wurden fiir E. coli je nach Stamm sowohl eine Minimale Hemmkonzentration zwischen 32
ug/ml und 102 pg/ml (Karine De Sousa et al., 2018; Foletto et al., 2020) wie auch IC50 Werte
von 64ug/ml (Munoz-Bellido et al., 2000) beschrieben. Diese Werte entsprechen
Konzentrationen zwischen 0,1 und 0,32 mM. In dieser Arbeit wurden fiir E. coli vergleichbare
Werte von 0,35 mM Fluoxetin als IC50 gemessen (Tab.29). Damit war die anti-bakterielle
Wirkung des Anti-Depressivums allerdings fiir E. coli deutlich geringer als fiir die anderen
Substanzen. Die Auswertung der jeweiligen Wachstumsdaten ergaben, dass fiir Fluoxetin
bereits Konzentrationen zwischen 30 und 70 uM ausreichend waren, um das Wachstum der
Organismen um 50 % zu inhibieren (IC50, Tab. 29). Die in dieser Arbeit bestimmten IC50 Werte
von 0,03 — 0,07 mM fir Spezies der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola sind mit dem
ermittelten Wert flir B. fragilis von 0,05 mM Fluoxetin (Munoz-Bellido et al., 2000)
vergleichbar. Die Auswirkung von Fluoxetin wurde bisher nicht auf einzelne Organismen der
Darmmikrobiota untersucht. Allerdings wurde eine Veranderung der Zusammensetzung der
Intestinalflora in Ratten durch die Einnahme von Fluoxetin beobachtet (Zhang et al., 2021).
Hier wurde eine Verschiebung von Spezies des Phylum Bacillota zu Bacteroidota festgestellt
(Zhang et al., 2021). In dieser Arbeit konnte kein Unterschied der antibakteriellen Wirkung auf
Vertreter des Phylum Bacillota (A. recatalis, F. prausnitzii, H. aceti und R. intestinalis) im
Vergleich zu Organismen des Phylum Bacteroidota (P. dorei, P. vulgatus, B. xylanisolvens,
B. cellulosilyticus) festgestellt werden (Tab. 29). Die in dieser Arbeit gemessenen IC50 Werte
entsprachen einem Zehntel der erlaubten Tageshochstdosis fir Fluoxetin und etwa der Halfte
der Tageshochstdosis von Propranolol (Vergleich Tab. 27 und Tab. 29). Allerdings muss hierbei
beachtet werden, dass ein GrofSteil der oral zugefiihrten Medikamente im Dinndarm
absorbiert wird, und somit die genauen Konzentrationen, welche tatsachlich im Kolon
ankommen, bisher nicht quantifizierbar sind (Zimmermann et al., 2021). Zudem spielen
Wechselwirkungen zwischen den Organismen eine wichtige Rolle, wodurch die Auswirkung
der untersuchten APl auf die einzelnen Organismen von der im tatsachlichen Lebensraum

abweichen kann (Zimmermann et al., 2021).
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4.3.2 Nitrosierung von APIs durch Darmbakterien

Wie bereits erwdhnt umfasst die menschliche Intestinalmikrobiota etwa 10! Zellen/g Kolon-
Inhalt (Sender et al., 2016). Damit beinhaltet die Darmflora etwa 150 mal mehr Gene als das
menschliche Genom (Zhu et al.,, 2010) und bringt eine entsprechend hohe metabolische
Aktivitat mit sich. Aufgrund dieser hohen Aktivitat wird die Darmmikrobiota auch manchmal
als eigenes Organ bezeichnet (O’Hara & Shanahan, 2006) und hat durch die bestehende
bidirektionalen Interaktion mit Ihrem Wirtsorganismus einen Einfluss auf die Gesundheit des

Menschen (Tremaroli & Backhed, 2012; Vernocchi et al., 2020; Montagnani et al., 2023).

Neben der Verstoffwechslung von Nahrungsbestandteilen ist mittlerweile auch die Beteiligung
der Mikroorganismen am Abbau von Medikamenten (Zimmermann et al., 2019; Lindell et al.,
2022) und anderen Xenobiotika, wie Pestiziden (Harishankar et al., 2013; Lindell et al., 2022)
bekannt. Durch diese Metabolisierung konnen allerdings auch reaktive Verbindungen
entstehen, welche fiir den Menschen gesundheitsgefahrdend sind. Ein Beispiel solcher
Verbindungen, welche in den letzten Jahren an Interesse gewonnen haben, sind
N-Nitrosamine, die schon langer mit der Bildung von Krebs in Verbindung stehen (Magee &
Barnes, 1956; Bogovski & Bogovski, 1981). Diese organischen N-Nitroso-Verbindungen
entstehen durch die Reaktion von sekundaren und tertiaren Aminen mit Nitrosierungsmitteln
wie Nitrit (NO2") (Anselme, 1979) oder werden unter oxidativen Bedingungen auf natirliche
Art und Weise gebildet (Anselme, 1979). Berichten zufolge sind allerdings auch
Mikroorganismen wie Enterobakterien an der Bildung von N-Nitrosaminen im Darm beteiligt

(Calmels et al., 1987; O’Donnell et al., 1988).

Da allerdings bisher Daten zu weiteren Vertretern der humanen Intestinalmikrobiota fehlten,
wurde in dieser Arbeit die Nitrosierung von finf verschiedenen APIs (Abb. 70) durch elf
Vertreter der menschlichen Darmmikrobiota analysiert (Abb. 62). Die untersuchten APls
verfligen alle Gber eine sekundare Amin-Gruppe und somit Gber einen Angriffspunkt fir die
Nitrosierung durch Nitrit (Abb. 70). Die Untersuchungen zur Nitrosierung erfolgten sowohl fir
jede Spezies einzeln als auch mit Hilfe einer synthetischen Darmmikrobiota (Tab. 28), einem
Gemisch der einzelnen Spezies nach deren Vorkommen im menschlichen Darm (King et al.,

2019).

193



4. Diskussion

/ CH3
O NH CH3 \ J\
\r 0 NH CH3
HaC ~ o CH3 /\l/\

CH3

Metoprolol Propranolol

E o]

f C
~CH3
CH3 E o]
H3Cv0 NHJ\’.(E H3C\NH . / HH
© f © HO o \
Enalapril Fluoxetin Methylphenidate

Abbildung 70: Strukturformeln der getesteten APIs. Die Pfeile markieren die Angriffsorte fur Nitrit zur
Bildung von N-Nitrosaminen.

Um die tatsachliche, durch die Bakterien hervorgerufene, Nitrosierung zu bestimmen, war es
wichtig die wahrend der Versuchsdurchfiihrung auftretende chemische Reaktion zu
berlicksichtigen. Hierflir wurde zur Ermittlung der biologischen Reaktion der Quotient aus

Gesamt- und chemischer-Nitrosierung gebildet (Kapitel 3.3.2.2).

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte nur bei vier aus 60 getesteten API-
Bakterien Kombinationen eine leichte biologische Nitrosierung (Quotient > 1) festgestellt
werden (Abb. 62), wobei nur die Nitrosierung von Methylphenidat durch A. muciniphila hoch
signifikant (p < 0,001) war. Allerdings ist es an dieser Stelle wichtig zu betonen, dass
A. muciniphila nur etwa 0,7 % der menschlichen Darmmikrobiota ausmacht. Zusatzlich ist es
wie bereits erwahnt wichtig, die Darmbakterien in ihrer Gemeinschaft zu betrachten. In denen
diesbezlglich untersuchten Ansadtzen der synthetischen Darmmikrobiota (gut mix) konnte
jedoch keine biologische Reaktion festgestellt werden (Abb. 62), was darauf hindeutet, dass
A. muciniphila in dem bakteriellen Gemisch keinen Einfluss auf die Nitrosierung hatte. Mit
Ausnahme von Fluoxetin lag der Wert der biologischen Reaktion durch A. muciniphila fiir die

weiteren untersuchten APIs sogar unter eins, was ebenfalls gegen eine Nitrosierung durch den
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Organismus spricht (Abb. 62). Auch fir E. coli wurde im Widerspruch zu &lteren Studien

(Calmels et al., 1987; O’Donnell et al., 1988) keine Nitrosierung der APIs gemessen.

Die in der Literatur beschriebenen Unterschiede sind auf die Versuchsbedingungen der alteren
Studien zurtickzufiihren. Wahrend die Inkubationen der Bakterien mit den APIs in der
vorliegenden Arbeit unter Bericksichtigung physiologischer Bedingungen erfolgte, war dies in
den friheren Studien nicht der Fall. So wurde die Inkubation in vorangegangen
Untersuchungen beispielsweise, entgegen der im Darm herrschenden anaeroben
Verhiltnisse, in einer sauerstoffreichen Umgebung durchgefiihrt (Calmels et al., 1988;
O’Donnell et al., 1988) . Zudem ist die Beriicksichtigung des pH-Wertes zur Untersuchung der
Nitrosierung durch Darmbakterien ein ausschlaggebender Punkt, welcher in dlteren Studien
nicht bericksichtigt wurde (Hashimoto et al.,, 1975). Die Produktion von kurzkettigen
Fettsduren durch die Bakterien fihrt zur Ansduerung des Mediums. Dabei ist bekannt, dass
der pH-Wert einen Einfluss auf die Nitrosierungen haben kann (Magee, 1971; Mirvish, 1975).
Diese pH-Abhangigkeit konnte in der vorliegenden Arbeit auch flr Enalapril und in geringerem
Mal fir Fluoxetin beobachtet werden (Abb. 61). Somit ist es essenziell den pH-Wert in den
Untersuchungen zu berticksichtigen. Hierflir wurde in den hier durchgefiihrten Versuchen von
Anfang an ein stark-gepuffertes Medium verwendet, um so die Absenkung des pH-Wertes
wahrend der Inkubation méglichst gering zu halten. Da der pH-Wert im menschlichen Kolon
mit pH 6,5 bis 7,5 in einem neutralen Bereich liegt, wurde in dieser Arbeit zudem die pH-
abhadngige chemische Reaktion fiir jeden Wirkstoff bestimmt und in den Berechnungen

berlicksichtigt.

Zusatzlich zur pH induzierten Nitrosierung der APl wurde auch eine chemische Reaktion bei
neutralem pH-Wert gemessen. Diese Reaktion ist moglicherweise auf die
Aufreinigungsmethode zurlickzufiihren, bei der die mit Acetonitril versetzten Proben unter
einem N3 Strom bei 60°C eingedampft wurden. Dies flihrte moglicherweise zu einer erhdhten
NO; Konzentration wahrend des Trocknungsprozesses und einer nachfolgenden Nitrosierung
der APIs (personliche Mitteilung Dr. M. Vogel, BfArM). Die gemessenen Peak-Flachen der
chemischen Reaktion variierten hierbei zwischen den Proben um den Faktor 40 (personliche
Mitteilung Dr. M. Vogel, BfArM). Um diese chemische Reaktion mit einzubeziehen, wurde fiir
jede Messung eine Kontrolle ohne Bakterienzellen mit inkubiert, gemessen und in die

Berechnung mit einbezogen (Verhaltnis Gesamtreaktion/chemische Reaktion, Abb. 62).
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Ein weiterer wichtiger Punkt, welcher in den alteren Studien nicht bericksichtigt wurde, sind
die physiologischen Nitrit-Bedingungen. Uber die Nahrung nimmt der Mensch jeden Tag etwa
50-180 mg Nitrat auf (Weitzberg & Lundberg, 2013). Dieses befindet sich beispielsweise im
Gemise wund Trinkwasser und wird aber auch als Konservierungsmittel oder
Geschmacksverstarker eingesetzt (Weitzberg & Lundberg, 2013). Bereits in der Mundhohle
wird ein Teil des Nitrats durch die Nitratreduktasen oraler fakultativ anaerober Bakterien zu
Nitrit (NO2") umgewandelt (Lundberg et al., 2008). Im Magen angekommen, wir das gebildete
Nitrit durch den vorherrschenden sauren pH und in Gegenwart von Ascorbinsaure und
Polyphenolen zum Teil zu Stickstoffmonoxid (NO) reduziert (Lundberg et al., 2008). Dieses wird
anschlieBend zusammen mit dem Ubergebliebenen Nitrat und Nitrit im oberen
Gastrointestinaltrakt resorbiert. Etwa 75 % des aufgenommenen Nitrats wird (iber die Nieren
im Urin ausgeschieden (Lundberg et al., 2008; Weitzberg & Lundberg, 2013). Der Rest des im
Blut zirkulierenden Nitrats wird Uber die Speicheldriisen aufgenommen und gelangt liber den
Speichel wieder in die Mundhohle, wo eine erneute Reduktion zu Nitrit stattfinden kann und
der Kreislauf von vorne beginnt (Lundberg et al., 2008; Weitzberg & Lundberg, 2013). Das im
Blut zirkulierende NO ist fir den Menschen ein wichtiges Signalmolekdl, das sowohl in der
Immunitat sowie auch fir das Cardiovasculdre- und das Zentrale Nerven-System eine
bedeutende Rolle spielt (Lundberg et al., 2015). Durch die schnelle Resorption von Nitrit sowie
dessen Zirkulation und Umwandlung im Korper, liegen im Vergleich zu denen durch die
Nahrung aufgenommenen 50-180 mg Nitrat nur geringe Konzentrationen im Darm vor.
Berichten zufolge liegt die Nitrit-Konzentration im Dickdarm zwischen 0,4 und 148 uM (Hughes
et al.,2001; Cross et al.,2003; Saul et al., 1981; Kalble et al., 1990). Dementsprechend wurden
in der vorliegenden Arbeit 100 uM als Arbeits-Konzentration ausgewahlt. In den Studien,
welche die Bildung von N-Nitrosaminen durch Bakterien beschrieben haben, wurden jedoch
mehr als 20-Mal héhere Konzentrationen zwischen 25 und 35 mM NO;  oder NO3" verwendet
(Calmels et al., 1987; O’'Donnell et al., 1988; Ralt et al., 1988) was deutlich Gber den bekannten
physiologischen Werten liegt. Da bereits gezeigt wurde, dass die Nitrit-Konzentration der
limitierende Faktor fiir die Reaktion der Nitrosierung ist (Hinuma et al., 1990), wurde in der
vorliegenden Arbeit daher neben der Nitrosierung auch die verbleibende Nitrit-Konzentration
untersucht (Abb. 63). Besonders auffallig war hierbei, dass in der Probe mit E. coli kein Nitrit
mehr nachgewiesen werden konnte, wahrend fliir A. muciniphila und B. longum keine

Abnahme der Nitrit-Konzentration festgestellt wurde. Diese Beobachtung passt zu den
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Ergebnissen einer Studie, in welcher der Nitrit-Abbau unterschiedlicher Darmorganismen
untersucht wurde (personlicher Mitteilung N. Hager). Demnach hat E. coli die hchste Aktivitat
der untersuchten Organismen und baut innerhalb einer Stunde 10960 pumol Nitrit/g TG ab. Im
Vergleich sind Spezies der Gattungen Bacteroides und Phocaeicola 100 bis 1000-Mal
langsamer und fir A. muciniphila und B. longum wurde ein Abbau von weniger als 1

umol/gTG*h berichtet (personliche Mitteilung N. Hager).

Eine entsprechend hohe Abbaugeschwindigkeit von Nitrit kénnte somit auch eine maogliche
Erklarung, fir die in dieser Arbeit beobachteten Verhaltnisse zwischen der biologischen und
chemischen Reaktion von unter eins erklaren (Abb. 62). Wie bereits erwdhnt fand im
Hintergrund jeder Probe jeweils eine chemische Reaktion statt, weshalb fiir jede Messung eine
interne Kontrolle ohne Bakterienzellen mitgefiihrt wurde. Eine Nitrit-Limitierung, durch den
Abbau von Bakterien, fihrt allerdings zur Verringerung der chemischen Umsetzung.
Dementsprechend ware die tatsachliche chemische Reaktion in den Proben teilweise geringer
als in der mitgefuihrten Kontrolle ohne Bakterien. Dies fihrt bei der Bildung des Quotienten

zur bestimmung der biologischen Nitrosierung zu einem Wert kleiner als eins.

Dieser Zusammenhang zwischen der Aktivitat der Nitritreduktase und Nitrosierungsvorgangen
wurde bereits von Calmels et al. (1988) beobachtet. Hier wurde beschrieben, dass unter
anaeroben Bedingungen die hochste Aktivitat der Nitritreduktase in E. coli beobachtet wurde

und gleichzeitig keine Nitrosierung stattgefunden hat (Calmels et al., 1988).

Weiterhin ist es wichtig auf die Unterschiede der Daten zwischen den einzelnen Organismen
und der synthetischen Darmmikrobiota hinzudeuten. Wahrend die Ergebnisse fiir die
einzelnen Proben variierten und die Werte fiir den gleichen Organismus in einzelnen Proben
auf eine Nitrosierung hindeuteten (Quotient Uber eins bei A. muciniphila mit Methylphenidat),
und in anderen nicht, lagen die Werte der biologischen Nitrosierung durch die synthetische
Darmmikrobiota (gut mix) einheitlich unter eins (Abb. 62). Auch fiir Methylphenidat lag der
Wert unter eins was gegen eine biologische Nitrosierung durch die Darmbakterien sprach
(Abb. 62). Somit hatte die mogliche Nitrosierung durch A. muciniphila in der Gegenwart
weiterer Organismen keine Auswirkung. Zusatzlich wurde ein Nitritverbrauch um 80 % durch
die synthetischen Darmmikrobiota festgestellt. Dieser Verbrauch war mit Ausnahme von E. coli
und A. rectalis deutlich héher als bei den restlichen Vertretern der synthetischen

Darmmikrobiota (Abb. 63). Diese Daten zeigten erneut, dass durch die Organismen als
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Gemeinschaft andere Ausgangsbedingungen vorliegen als in den einzelnen Kulturen. Da die
Nitrosierung nur in Gegenwart von Nitrit stattfinden kann, sprechen diese Ergebnisse ebenfalls

gegen eine biologische Nitrosierung.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit, aulRer der Nitrosierung von Methylphenidat durch
A. muciniphila, keine weiteren Bildungen von Nitroso-APIls durch die die elf haufigsten
Vertreter der menschlichen Darm-Mikrobiota festgestellt. Hierbei ist zu betonen, dass
A. muciniphila in der synthetischen Gemeinschaft ebenfalls keinen Einfluss auf die
Nitrosierung hatte. Die abweichenden Ergebnisse zu dlteren Studien lassen sich hierbei durch
die jeweiligen Versuchsbedingungen erklaren. Wahrend in vorangehenden Untersuchungen
nicht auf essenzielle Faktoren wie den pH-Wert, Nitrit-Konzentrationen und anaerobe
Bedingungen geachtet wurde, fanden die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente unter
Berlicksichtigung physiologischer Bedingungen statt. AuRerdem wurde hier die chemische
Hintergrundreaktion mit einberechnet. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse spiegeln somit
im Gegensatz zu dlteren Literaturquellen viel eher die tatsachlich im Darm stattfindenden
Reaktionen wider. Allerdings muss auch darauf hingewiesen werden, dass die hier
untersuchten APls von den bisherigen verwendeten Molekilen wie Morpholin (Calmels et al.,
1988; O’Donnell et al., 1988) und 2,3-Diaminonaphthalene (Ralt et al., 1988) abweichen.
Zusatzlich haben die Daten gezeigt, dass es Unterschiede zwischen den einzelnen Organismen,
und einer mikrobiellen Gemeinschaft gibt. Wie oben bereits erwadhnt ist es daher wichtig die

Darmmikrobiota als Ganzes zu betrachten.

4.3.3 Abbau von NA-Enalapril und NA-Propranolol durch E. coli

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir jedes getestete APl in Gegenwart von E. coli ein Quotient
der gesamt und chemischen Nitrosierung von unter 1 gemessen. Wie bereits erwahnt ist dies
moglicherweise auf den schnellen Nitrit Verbrauch und somit reduzierte chemische Reaktion
zuriickzufiihren (Kapitel 4.3.2). Eine andere Moglichkeit ware, dass E. coli in der Lage ist die
Nitroso-Verbindungen abzubauen. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits fiir Spezies der
Gattung Lactobacillus (L.) beschrieben (Rowland & Grasso, 1975; Duangjitcharoen &

Kantachote, 2014; Kim et al., 2017; Xiao et al., 2018). Fir L. pentosus liegen beispielsweise
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Berichte vor, dass der Organismus die Konzentration von N-Nitrosaminen in getrockneten,
fermentieren Wursten sowohl indirekt, durch den Abbau des Vorlaufer-Molekdils Nitrit, als
auch direkt, durch den Abbau der N-Nitrosaminen selbst, reduziert (Xiao et al., 2018). Auch
flr Trinkwasserproben wurde der Abbau von finf verschiedenen N-Nitrosaminen, darunter
N-Nitrosodimethylamine (NDMA) und N-Nitrosodiethylamine (NDEA), durch die Spezies
Rhodococcus cercidiphylli berichtet (Wang et al., 2015). Zusatzlich beschaftigte sich eine dltere
Studie mit dem Abbau von N-Nitrosaminen durch Darmbakterien (Rowland & Grasso, 1975)

und zeigte, dass der Abbau vor allem durch E. coli und Lactobacillus-Spezies erfolgte.

In dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass eine Inkubation der Nitroso-
Verbindungen N-Nitroso-Enalapril (NA-Enalapril) und N-Nitroso-Propranolol (NA-Propranolol)
in Gegenwart von E. coli Zellen innerhalb von 24 h zu einer Abnahme, der NA-Enalapril und
NA-Propranolol Konzentrationen fihrte (Abb. 64). So konnte beispielsweise nach 24 h
Inkubation ausgehend von 0,5 uM NA-Enalapril keine Nitroso-Verbindung mehr nachgewiesen
werden (Abb. 64, A). Auch die eingesetzten 2 UM NA-Propranolol wurden nach 24 h Inkubation
mit E. coli nicht mehr detektiert (Abb. 64, B). Diese Daten passen zu vorherigen Studien,
welche ebenfalls einen Abbau von NDMA und Diphenyl-Nitrosamin (DPN) bei geringeren
Konzentrationen von etwa 0,5 pM zeigten (Rowland & Grasso, 1975). Hier konnte durch
verschiedene E. coli Stamme ein Abbau von 20 — 50 % der Nitroso-Verbindung gemessen
werden (Rowland & Grasso, 1975). Insgesamt deuten die vorliegenden Daten sowie einige
wenige vorhandenen Studien darauf hin, dass ein Abbau von N-Nitrosaminen durch E. coli und
einige weitere Bakterien moglich ist. Um diese Aussage zu bestatigen sind jedoch einige

weitere Untersuchungen wie beispielsweise Umsetzungs-Kinetiken notwendig.

Zudem ware es interessant nicht nur die Bildung beziehungsweise den Abbau der Nitrosamine
durch Darmorganismen zu untersuchen, sondern gleichzeitig auch die Mutagenitat der
Nitrosoverbindungen zu ermitteln. Hierfiir wiirde sich beispielsweise der Ames-Test anbieten.
Bei diesem Test handelt es sich um einen reversen Mutantionstest, welcher zur Erkennung von
mutagenen Substanzen entwickelt wurde (Ames, 1971; Tejs, 2008; Thomas et al., 2024).
Grundlage fiir diesen Test bilden Stamme von Salmonella typhimurium, welche verschiedene
Mutationen in der Histidin-Produktion aufweisen aufgrund dessen sie ohne den Zusatz der
Aminosaure nicht wachsen kénnen (Tejs, 2008; Thomas et al., 2024). Durch Mutationen,

welche durch die Inkubation des Bakteriums mit mutagenen Chemikalien hervorgerufen
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werden, kann die fehlende Histidin-Produktion revertiert werden, was ein Wachstum des
Organismus ermoglicht (Tejs, 2008; Thomas et al., 2024). Diese Methode wird bereits weltweit
zur Untersuchung von potenziell mutagenen Substanzen oder zur Detektion von
Verunreinigungen in APl angewandt (Kenyon et al., 2007; Tejs, 2008; Thomas et al., 2024).
Wirde man solche Salmonella-Stamme sowohl einzeln als auch in einer synthetischen
Darmmikrobiota mit den verschiedenen NA-APIs inkubieren, oder aber die NA-APIs mit der
synthetischen Darmmikrobiota vor inkubieren, und anschlieBend die Bildung von Kolonien
beider Ansatze miteinander vergleichen, so kdnnte man mdglicherweise sehen, ob die
Mutagenitat der Test-Substanzen in der Gegenwart von Darmbakterien verringert wird, was

auf einen Abbau der Chemikalie durch die Darmorganismen hindeuten wiirde.

Zusammenfassend konnten in Kapitel 4.3 unterschiedliche Wechselwirkungen zwischen APls
und 11 Vertretern der Darmmikrobiota beobachtet werden. Zum einen wurde eine
antimikrobielle Wirkung von Fluoxetin und Propranolol auf die Organismen beobachtet. Zum
anderen konnte entgegen den Literaturwerten keine Nitrosierung der untersuchten APls
festgestellt werden. Im Gegenteil gab es Hinweise auf eine mogliche Inhibierung der
chemischen Nitrosierung, indirekt durch die Reduktion von Nitrit und einen moglichen
direkten Abbau von NA-API durch E. coli. Um diese Beobachtung zu bestatigen sind allerdings

noch weitere Untersuchungen notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich sowohl mit der Nutzung von Darmbakterien zur
biobasierten, biotechnologischen Succinat-Produktion als auch mit deren Rolle bei der Bildung

von kanzerogenen N-Nitrosaminen.

Mit Hinblick auf eine nachhaltige biotechnologische Produktion der Plattformchemikalie
Succinat, ermoglichte die Entwicklung verschiedener genetischer Systeme fir
Phocaeicola (P.) vulgatus bereits eine Verdopplung der Succinat-Produktion sowie die
Eliminierung der Nebenprodukte Propionat, Lactat und Formiat (P. vulgatus 3xKO). Ausgehend
von diesem Stamm wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Minimierung von
Acetat als Nebenprodukt sowie zur Steigerung der Succinat-Produktion durchgefiihrt.
Zusatzlich wurde die Suche nach geeigneten Spezies zur biobasierten Succinat-Produktion

innerhalb der Familie Bacteroidaceae erweitert.

1. In einem ersten Ansatz wurde versucht weitere Gene des fermentativen Astes von
P. vulgatus 3xKO auszuschalten. Die Deletionen der fiir die Pyruvat-Kinase (BVU_0876),
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR, BVU_3787), Phosphotransacetylase
(BVU_0523) und Acetatkinase (BVU_0524) kodierenden Gene zeigten allerdings nicht den
gewlinschten Phanotypen oder fiihrten zu einem letalen Effekt im Organismus. Daraufhin
folgten Untersuchungen zur Regulation der PFOR unter Verwendung des
Integrationsplasmids pMMG656. Nach der Optimierung des Regulationssystems wurde eine
an den Rhamnose-Promotor Prhakipao Nachgeschaltete Kopie von bvu_ 3787 in das Genom
von P. vulgatus 3xKO eingebracht. Dies ermdglichte schlielllich die Deletion des genomisch
kodierten Gens bvu_3787 was vorher letale Effekte hatte. Auch wenn das System noch
nicht vollends funktional ist, bietet es bereits jetzt eine vielversprechende Perspektive zur
Regulation des Stoffwechsels von P. vulgatus.

2. Friihere Studien zeigten, dass eine Uberproduktion der Transketolase (TKT) in P. vulgatus
zu einer gesteigerten Succinat-Produktion fiihrt. In dieser Arbeit wurde der Ertrag von
Succinat durch die Uberexpression der fiir die TKT beziehungsweise die Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) kodierenden Gene bvu_ 2318 und bvu_2796 unter
Verwendung des shuttle-Vektors pG106 in der dreifach Deletionsmutante P. vulgtaus 3xKO
um jeweils 35 % und 45 % erhéht. Die Uberproduktion der G6PDH fiihrte zusatzlich zu

einem verbesserten Succinat: Acetat Verhaltnis und wurde somit als Schllisselenzym des
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Pentosephosphatweg zur Erhdhung des Succinat-Ertrags identifiziert. Durch eine
anschlieBende Kultivierung von P. vulgatus 3xKO pG106_p2499 g6pdh im anaeroben
Kleinfermenter wurde erstmals eine Ausbeute von 10 g Succinat/L Kultur erzielt.

3. Mit Hilfe von Wachstumsversuchen wurden verschiedene Spezies der Gattungen
Phocaeicola und Bacteroides auf ihre Fahigkeit zur Xylan-Verwertung untersucht. Hierbei
konnte die Spezies B. xylanisolvens verschiedene kommerziell erhaltliche Xylane als
C-Quelle besonders gut nutzen. Zusatzlich wurde in dem Organismus die Funktionalitdt des
integrativen Regulations-Plasmids pMM®656 Uber die Expression der Nanoluc-Luciferase als
auch des SacB-Deletionssystems nachgewiesen. Unter Verwendung dieses Systems wurde
in B. xylanisolvens die fur die Methylmalonyl-CoA-Mutase kodierenden Gene bvu_12020
und bvu_12030 deletiert und somit die Propionat-Produktion unterbunden sowie die
Succinat-Ausbeute um 50 % erh6ht. Der im Vergleich zu P. vulgatus hohere Succinat-Ertrag,
das vorteilhaftere Succinat: Acetat Verhaltnis sowie die effiziente Verstoffwechslung von
Xylanen, machen aus B. xylanisolvens einen vielversprechenden Kandidaten fir eine

biobasierte, biotechnologische Succinat-Produktion.

Der Abbau von Antibiotika und weiteren Xenobiotika im Darm kann zu schadlichen reaktiven
Molekilen fiihren. Besonders in den Fokus geraten ist diesbeziiglich in den letzten Jahren die
Entstehung von kanzerogenen Nitrosaminen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung
der elf haufigsten Vertreter der menschlichen Intestinalmikrobiota bei der Bildung von

Nitrosaminen ausgehend von aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (API) untersucht.

1. Wachstumsversuche mit der jeweiligen Tageshochstdosis der APIs zeigten sowohl fiir
Fluoxetin als auch fir Propranolol eine wachstumshemmende Wirkung auf die
untersuchten Organismen.

2. Die Entstehung von N-Nitroso-APIs ausgehend von Enalapril, Fluoxetin, Metoprolol,
Methylphenidat und Propranolol wurde sowohl durch einzelne Spezies als auch durch eine
synthetische Darmmikrobiota, bestehend aus elf Organismen, analysiert. Die Inkubation
der Kulturen erfolgte hierbei unter der Beriicksichtigung physiologischer Bedingungen. Mit
Ausnahme von Methylphenidat durch Akkermansia muciniphila wurde keine Nitrosierung
beobachtet. Der Nitrit-Verbrauch einzelner Organismen sowie erste Untersuchungen mit
Escherichia coli deuteten hingegen moglicherweise auf einen Abbau von N-Nitroso-

Enalapril und N-Nitroso-Propranolol hin.
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