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Abstract

The present work studied whether the Gram-positive bacteria Bacillus megaterium and
Corynebacterium glutamicum were suitable for reductive whole-cell biotransformations.
The conversion of D-fructose to D-mannitol and methyl acetoacetate (MAA) to (R)-
methyl-3-hydroxybutanoate (MHB) was investigated in order to characterize the recom-
binant strains. Formate dehydrogenase was used to regenerate the cofactor NADH.
The investigation focused on the long-term stability of the biocatalysts, which was eva-
luated by a quantitative analysis of the intracellular NAD(H) concentration during the
biotransformation. The good cofactor retention expected for the Gram-positive orga-
nisms was confirmed. Both of the species studied displayed stable productivity over
a period of up to three days and thus differed significantly from the E. coli whole-cell
biotransformation, which showed an 80-90 % drop in specific productivity within 8 hours.

Furthermore, the sugar transport in C. glutamicum was to be characterized in more
detail for the conversion of D-fructose to D-mannitol, which had proved limiting for the
biotransformation. By overexpressing the glucose/fructose facilitator gene from Zymo-
monas mobilis it was possible to increase the productivity of C. glutamicum 5.5-fold
(final concentration 470 mM of D-mannitol after 24 hours). Genome-wide homology
comparisons were used to identify two proteins (CGL0181 and CGL3058) of C. glutami-
cum, which had great structural similarity to GLF. Overexpression and deletion experi-
ments showed that these transporters can transport D-fructose into the cytoplasm in a
non-phosphorylated form, which had not previously been shown for C. glutamicum. The
D-mannitol productivity of C. glutamicum was doubled with the aid of these transporters
and, in addition to B. megaterium, C. glutamicum proved to be a stable microorganism
for the biotransformation.

With C. glutamicum and B. megaterium, the conversion of MAA to MHB proceeded si-
gnificantly more slowly and within 24 hours yielded low final concentrations (5-10 mM,
10 % conversion). A substrate turnover of 50-80 % was achieved by increasing the sol-
vent fraction for biotransformations with substrate-coupled cofactor regeneration. Both
species displayed a high solvent tolerance, which provides a starting point for more
extensive work with solvent-dependent biotransformation systems.






Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich die Gram-positiven Bakterien Bacillus me-
gaterium und Corynebacterium glutamicum fir die reduktive Ganzzellbiotransformati-
on eignen. Zur Charakterisierung der rekombinanten Stamme wurde die Umsetzung
von D-Fruktose zu D-Mannitol und Methylacetoacetat (MAA) zu ( R)-Methyl-3-hydroxy-
butanoat (MHB) untersucht. Fiir die Regenerierung des Kofaktors NADH wurde die For-
miatdehydrogenase genutzt. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Langzeitsta-
bilitat der Biokatalysatoren, die durch quantitative Analyse der intrazellularen NAD(H)-
Konzentration wahrend der Biotransformation beurteilt wurde. Die fiir die Gram-positiven
Organismen erhoffte gute Kofaktorretention bestatigte sich. Beide untersuchten Spezi-
es zeigten Uber einen Zeitraum von bis zu 3 Tagen stabile Produktivitaten und unter-
schieden sich damit signifikant von der E. coli-Ganzzellbiotransformation, die innerhalb
von 8 Stunden einen 80-90%-igen Abfall der spezifischen Produktivitat zeigte.

Fir die Umsetzung von D-Fruktose zu D-Mannitol sollte zudem der Zuckertransport
bei C. glutamicum naher charakterisiert werden. Dieser erwies sich als limitierend flir
die Biotransformation. Durch Uberexpression des Glukose/Fruktose Facilitatorgens aus
Zymomonas mobilis konnte die Produktivitédt von C. glutamicum um das 5,5-fache ge-
steigert werden (Endkonzentration 470 mM D-Mannitol nach 24 Stunden). Mit Hilfe von
genomweiten Homologievergleichen konnten zwei Proteine (CGL0181 und CGL3058)
von C. glutamicum identifiziert werden, die eine hohe Strukturahnlichkeit zu GLF besa-
Ben. Uberexpressions- und Deletionsexperimente zeigten, dass diese Transporter D-
Fruktose in nicht phophorylierter Form in das Zytoplasma transportieren kdbnnen, was
far C. glutamicum bisher noch nicht gezeigt wurde. Mit Hilfe dieser Transporter konnte
die D-Mannitol Produktivitat von C. glutamicum verdoppelt werden und C. glutamicum
erwies sich neben B. megaterium als stabiler Mikroorganismus bei der Biotransforma-
tion.

Die Umsetzung von MAA zu MHB mit C. glutamicum und B. megaterium verlief deutlich
langsamer und erzielte innerhalb von 24 Stunden niedrige Endkonzentrationen (5-10
mM, 10% Umsatz). Durch Erhéhung des Lésungsmittelanteils bei Biotransformationen
mit substratgekoppelter Kofaktorregenerierung konnte eine Substratumsatz zwischen
50-80% erreicht werden. Beide Spezies zeigten eine hohe Lésungsmittel-Toleranz, was
ein Ansatzpunkt fur weiterflihrende Arbeiten mit Lésungsmittel-abhangigen Biotransfor-
mationssystemen ist.
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1 Einleitung

Die Synthese von natlirlichen organischen Verbindung ist fiir die Pharma- und Lebens-
mittelindustrie von groBer Bedeutung. Die hohen Qualitatsanspriiche erfordern hier-
bei sehr haufig hochreine regio- und enantioselektive Produkte (Patel, 2003; Wandrey,
2004). Die Herstellung solcher Verbindungen ist zu einem sehr interessanten Gebiet
der ‘'weiBen Biotechnologie’ geworden, da bei der chemische Synthese meist hohe
Driicke, hohe Temperaturen, sowie sehr aufwendige Trenn- und Reinigungsverfahren
erforderlich sind.

Enzymatisch katalysierte Reaktionen sind fast ausschief3lich regio- und enantioselek-
tiv, was einen gro3en Vorteil eines biotechnischen Prozesses im Vergleich zum chemi-
schen Verfahren ausmacht. Unter den Stoffumwandlungen mit biologischen Katalysa-
toren kdnnen drei Formen unterschieden werden (Hartmeier, 1986):

1. isolierte Enzyme (frei, verkapselt, immobilisiert)
2. ganze Zellen mit geeigneten Stoffwechselwegen (frei oder immobilisiert)
3. ganze Zellen mit rekombinant exprimierten Genen (frei oder immobilisiert)

Die Fortschritte auf den Gebieten der Mikrobiologie und Molekularbiologie ermdglichen
es, rekombinante Bakterienstamme zu erzeugen, die fiir biotechnische Prozesse, z.B.
fir die Biotransformation, genutzt werden kénnen.

Mehr als die Halfte der industriellen Biotransformationen werden mit hydrolytischen En-
zymen (Proteasen, Esterasen, Lipasen) durchgefiihrt (Jaeger u. a., 2006). Diese Enzy-
me sind in organischen Losungsmitteln stabil, kdnnen heterolog und homolog in groBBer
Menge produziert werden und benétigen keine Kofaktoren. Oxygenasen und Dehy-
drogenasen bendtigen hingegen fiir ihre katalytische Aktivitat die Kofaktoren NAD(H)
oder NADP(H) (Liu und Wang, 2007). Biotechnische Prozesse, bei denen die Enzy-
me in vitro eingesetzt werden, kénnen erst duch Zugabe dieser Kofaktoren ablaufen.
Das Supplementieren solcher Ansatze mit Kofaktoren ist sehr kostenintensiv und nur
bei Produkten mit hoher Wertschépfung wirtschaftlich (Wandrey, 2004). Eine Lésung
dieses Problems liegt in dem Einsatz von ganzen Zellen, die (iber einen natiirlichen
NAD(P)(H)-Pool verfigen. Bei diesem Verfahren dient die Zytoplasmamembran der
Zellen als Barriere, die die Enzyme und die Kofaktoren unter physiologischen Bedin-
gungen halt und so vom Inkubationsmedium abtrennt. Dieser Einsatz von Zellen als
Mikro-Membran-Reaktor wird als Ganzzell-Biotransformation bezeichnet.
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Biotransformationen, bei denen das Primarprodukt durch die reduktive katalytische
Aktivitat eines Enzyms gebildet wird, werden als reduktive Biotransformationen be-
zeichnet. Vor allem Oxidoreduktasen (z.B. Dehydrogenasen) bendtigen fiir inre Akti-
vitédt die Reduktionsdquivalten NADH bzw. NADPH als Kofaktoren. Fiir eine effizien-
te Biotransformation, vor allem unter ruhenden Bedingungen, ist es erforderlich, dass
die Reduktionsaquivalente regeneriert werden. Die Kofaktorregenerieung kann (iber
ein Enzym/Substrat-System, chemisch, elekitrochemisch oder photochemisch erfolgen
(Chenault u. a., 1988; Chenault und Whitesides, 1987). Bei reduktiven Biotransforma-
tionen mit Mikroorganismen wird die Kofaktorregenerierung durch ein Enzym/Substrat-
System realisiert. Eine gut untersuchte Mdglichkeit zur Regenaration von NADH bietet
die enzymatische Oxidation von Formiat zu Kohlendioxid durch die Aktivitat einer For-
miatdehydrogenase (Galkin u.a., 1995). In den vergangenen Jahren gab es mehrere
erfolgreiche Ansatze, mit dem Mikroorganismus Escherichia coli reduktive Ganzzell-
biotransformationen durchzufiihren. Bei einigen Stammen wurde zur Regenerierung
des Kofaktors NADH ein Formiatdehydrogenasegen aus dem Bakterium Mycobacteri-
um vaccae N10 oder aus der Hefe Candida bodinii koexprimiert (Muller u. a., 2005a).
Bei den durch Ganzzellbiotransformation gebildeten Produkten handelte es sich um die
Substanzen D-Mannitol (Kaup u. a., 2004), (R)-Methyl-3-hydroxybutanoat (Ernst u. a.,
2005; Zhang u.a., 2006) und L-tert-Leucin (Menzel u.a., 2004), die mittels der en-
zymatischen Katalyse ohne Nebenproduktbildung umgesetzt wurden. Ein alternatives
Beispiel zur effizienten Regenerierung von Kofaktoren wahrend der Biotransformation
war die Bildung von Ethyl-4-Chloroacetoacet mittels einer Carbonyl-Reduktase in E.
coli (Kizaki u. a., 2001). Zur Kofaktorregenerierung wurde in diesem Fall das Glukose-
dehydrogenasegen aus B. megaterium koexprimiert (Xu u. a., 2007). Durch Oxidation
von D-Glukose zu D-Glukonat konnte der Kofaktor NADH und NADPH regeneriert wer-
den.

Neben rekombinanten Stdmmen von E. coli wurden auch Stdmme von Gram-positiven
Bakterienarten firr die Biotransformation verwendet. So konnten Stdmme von Leuco-
nostoc spec. zur Gewinnung von D-Mannitol eingesetzt werden (von Weymarn u.a.,
2003). Die Kofaktorregenerierung erfolgte in diesen Ansatzen allerdings mittels eines
bestehenden Stoffwechselweges durch Oxidation von D-Glukose unter Bildung der Ne-
benprodukte Laktat und Acetat. Ein weiteres Beispiel fiir die Kofaktorregenerierung un-
ter Ausnutzung eines bestehenden Stoffwechselweges konnte bei der Synthese von
(2,5)-Hexandiol mit Lactobacillus kefir erreicht werden (Haberland u. a., 2002). Der zur



Subtratreduktion notwendige Kofaktor NADPH wurde hierbei ebebfalls durch Verstofi-
wechselung des Kosubstrats D-Glukose regeneriert, wodurch eine dem D-Glukose Ver-
brauch entsprechende Laktatmenge als Nebenprodukt gebildet wurde.

Einige Spezies der Bacillus-Gattung wurden mittels Biotransformation zur Detoxifikati-
on schadlicher organischer Verbindungen eingesetzt. Diese Substanzen wurden dabei
von den Zellen durch selektive Biotransformation in nicht-pathogene bzw. unschadli-
che Substanzen umgesetzt. So konnte der regioselektive Abbau von 2-Phenylendiamin
mittels Biotransformation durch Bacillus cereus realisiert werden (Takenaka u. a., 2006)
und Stdmme von Bacillus megaterium konnten zur Biotransformation von Herbizid-
derivaten des Acetanilins in nicht-toxische Abbauprodukte eingesetzt werden (Wang
u.a., 2007). Dabei zeigten die Bacillus-Spezies eine hohe Toleranz gegeniiber diesen
toxischen Verbindungen. Auch bei Bakterien der Corynebacterium - Mycobacterium-
Gruppe konnten Spezies identifiziert werden, die den in PVC (Polyvinylchlorid) enthal-
tenden Ester Di-Butyl-phtalat mittels Biotransformation abbauen konnten (Chao u.a.,
2006; Chao und Cheng, 2007). Die Toleranz der Vertreter aus der Bacillus- und Cory-
nebacterium-Gruppe gegeniiber toxischen Substanzen kdnnte somit ein niitzlicher Vor-
teil fir die Ganzzellbiotransformation sein, bei denen organische Ldsungsmittel zum
Einsatz kommen.

Die vorherrschenden Bedingungen wahrend der Biotransformation kénnen fiir die ein-
gesetzten Mikroorganismen eine Stresssituation hervorrufen: organische Losungsmit-
tel, Formiat, hohe CO,-Entwicklung durch Aktivitdt der Formiatdehydrogenase und ho-
he extrazelluldre Salzkonzentrationen kénnen zu Instabilisierung der Zellen, vor allem
der Zellmembranen, beitragen (Cherrington u. a., 1991; Dixon und Kell, 1989). Bakteri-
en wie Bacillus megaterium und Corynebacterium glutamicum haben einen effizienten
Schutzmechanismus, um sich gegen Zelllysis durch osmotischen Stress zu schiitzen.
Bei Hypoosmotischem Stress 6ffnen sich in wenigen Millisekunden mechanosensitive
Kanale, die kompatible Solute wie Prolin, Ectoin, Sorbitol oder Mannitol in das Auf3en-
medium sekretieren und so die treibende Kraft fiir einen Wassereinstrom vermindern
(Arakawa und Timasheff, 1985). Bei C. glutamcium konnte dabei im Gegensatz zu E.
coli (Ajouz u. a., 1998) festgestellt werden, dass durch das Offnen dieser Kanile keine
Kofaktoren aus dem Zytoplasma austrémten (Ruffert u. a., 1997). Die Retention von Ko-
faktoren innerhalb der Zelle ist flir die Biotransformation essentiell und deshalb kénnte
C. glutamicum gegeniiber E. coli einen deutlichen Vorteil bei der Biotransformation ha-
ben. Fir Arten der Gattung Bacillus konnten ebenfalls mechanosensitive Kanale identi-
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fiziert werden (Hecker u. a., 2006) und fiir B. megaterium konnte bei hypoosmotischem
Stress dank der Stressantwort keinerlei strukturelle oder morphologische Veranderun-
gen der Zellen festgestellt werden (Nekolny und Chaloupka, 2000). Vertreter beider
Spezies verfiigen (iber effiziente Mechanismen, um osmotischen Stress abzubauen.
Vor allem im Hinblick auf die D-Mannitolproduktion kann dies ein erheblicher Vorteil
sein, da wahrend der Biotransformation hohe Geldstkonzentrationen an Festsubstan-
zen zum Einsatz kommen.

In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass rekombinante Stamme
von E. coli wahrend der Biotransformation NAD(H) verlieren (Kaup, 2004), méglicher-
weise durch Permeabilisierung der Membranen (Heuser u. a., 2007; Walton und Ste-
wart, 2004). Da die reduktive Biotransformation auf einen stabilen Pool an NAD(H)
angewiesen ist, sank bei den geschadigten Zellen die Produktbildungsrate erheblich
ab (90-100% innerhalb von 12 Stunden). Bei einigen Ganzzellbiotranssformationsyste-
men konnte durch Zugabe von Kofaktoren die Produktivitat der Zellen stabilisiert oder
gesteigert werden (Menzel, 2006). Eine 6konomisch nutzbare Biotransformation hangt
somit nicht nur von der Anfangsaktivitat der Biokatalysatoren, sondern sehr stark auch
von deren Stabilitat ab.

In dieser Arbeit werden die Bakterienspezies Bacillus megaterium und Corynebacte-
rium glutamicum im Zusammenhang mit der Ganzzellbiotransformation naher unter-
sucht und zum ersten mal als Ganzzellbiokatalysatoren unter ruhenden Bedingungen
eingesetzt.

1.1 Bacillus megaterium

Der Sporenbildner B. megaterium ist ein Gram-positives, Sporen-bildendes Bodenbak-
terium, das 1884 erstmals von DE BARY beschrieben wurde (De Bary, 1884). Biotech-
nisch spielen Stamme von B. megaterium bei der industriellen Produktion von Penicil-
linamidase und Steroidhydrolasen eine grof3e Rolle und ist B. megaterium der einzige
bekannte aerobe Produzent von Vitamin B4, (Barg, 2003). Weiterhin wird dieser Orga-
nismus zur Produktion von Amylasen fiir die Lebensmittelindustrie (Vihinen und Mant-
sala, 1989) und zur Produktion der Glukosedehydrogenase als Kofaktor-regenerierendes
Enzym fiir biochemische Reaktionen eingesetzt (Schmidt und Kittsteiner-Eberle, 1986).
Bacillus megaterium wurde bereits erfolgreich bei der Biotransformation von Insektizi-
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den (Saxena u. a., 1987) und Herbiziden (Dick und Quinn, 1995) eingesetzt und konnte
so zur Bodenentgifiung verwendet werden. Das Potenzial von B. megaterium zur hete-
rologen Genexpression (Rygus und Hillen, 1991) in Verbindung mit der auBergewdhn-
lichen Widerstandsfahigkeit der Zellen gegeniiber toxischen Verbindungen und unphy-
siologischen Bedingungen (Vary u.a., 2007) macht B. megaterium zu einem interes-
santen Wirtsorganismus flir die reduktive Biotransformation.

1.2 Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum wurde 1957 von KINOSHITA aus Bodenproben isoliert (Kinoshita u. a.,
1957) und ist heutzutage der weltweit am meisten genutze Organsimus zu industri-
ellen Produktion von Aminosauren (Sahm u.a., 2000). Das Gram-positive Bakterium
bildet keine Sporen, ist unbeweglich, Biotin-bediirftig und zeichnet sich durch seine keu-
lenférmige Morphologie aus (coryne = griech. Keule). Aufgrund seiner biotechnischen
Bedeutung fiir die Aminosaureproduktion (z.B. Lysin und Glutamat) wurde die Genetik,
Biochemie und Physiologie dieser Spezies umfangreich erforscht (Eggeling und Bott,
2005). Daher ist C. glutamicum heute auf dem Gebiet der Metabolomics (Oldiges u. a.,
2007) und der System-Biologie (Takors u. a., 2007) einer der meist untersuchten Mikro-
organismen. Wegen seiner zusatzlichen Fahigkeit zur heterologen Genexpression und
seiner hohen Stresstoleranz (Nottebrock u. a., 2003) wurde C. glutamicum als Wirtsor-
ganismus fiir die reduktive Biotransformation ausgewahlt.

1.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung von Gram-positiven
Ganzzellbiokatalysatoren, die mit dem Fokus der Langzeitstabilitat zur nebenprodukt-
freien Gewinnung chiraler Zuckeralkohole (D-Mannitol) und chiraler Hydroxyverbindun-
gen (MHB) unter ruhenden Bedingungen untersucht werden sollten. Als Ganzzellbio-
katalysatoren wurden dabei Zellen der Spezies Bacillus megaterium und Corynebac-
terium glutamicum eingesetzt. Bei diesen Bakterien handelt es sich nicht um natirli-
che D-Mannitolproduzenten bzw. MHB-Produzenten, so dass Gene fiir entsprechen-
de Enzyme heterolog exprimiert werden sollten, die die Reduktion der Substrate zum
gewilinschten Produkt katalysieren. Zur Gewinnung von D-Mannitol sollte das mdh Gen
flr die Mannitol-2-Dehydrogenase aus dem heterofermentativen Milchsdurebakterium
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Leuconostoc pseudomesenteroides exprimiert werden; im Falle der Gewinnung von
MHB wurde das Gen /badh fiir die Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis ex-
primiert. Um eine effiziente Regenerierung des Kofaktors NADH zu erméglichen, sollte
das Formiatdehydrogenasegen fdh aus Mycobacterium vaccae N10 koexprimiert wer-
den.

Die Biokatalysatoren sollten wahrend der Biotransformation auf ihre Produktivitat, aber
vor allem auch auf die Stabilitat des NAD(H)-Pools, die in vivo Stabilitat der Enzyme
und den zytoplasmatischen pH-Wert hin untersucht werden.



2 Material und Methoden

2.1 Enzyme, Chemikalien und Medien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Firmen Sigma Chemie (Dei-
sendorf, Deutschland) und Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) in p.A.-Qualitat ver-
wendet. Hefeexktrakt, Hirn-Herz-Infusion sowie Trypton wurden von DIFCO Laborato-
ries (Detroit, USA) geliefert. Restriktionsenzyme und Puffer stammten von New Eng-
land Biolabs (Frankfurt a.M., Deutschland). Die T-4 DNA Ligase wurde von Roche Dia-
gnostics (Mannheim, Deutschland) geliefert. Zu Klonierungszwecken wurde der Bakte-
rienstamm E. coli Dh5« von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Zur Kon-
trolle von DNA Fragmenten und Plasmiden wurde der 1 kB DNA GréBenmarker von
Promega eingesetzt (Madison, USA).

2.2 Uberpriifung und Anpassung der Kodonnutzung der
heterologen Gene

Die heterolog zu exprimierenden Gene stammten aus vier verschiedenen Bakterienar-
ten und sollten in zwei Wirtsorganismen eingebracht werden. Aus diesem Grund war es
erforderlich, die Kodonnutzung der einzelen Gene in Bezug auf den Wirtsorganismus
zu Uberpriifen. So sollte ausgeschlossen werden, dass eine ungiinstige Kodonnutzung
die Translationseffizienz herabsetzt. Vor der Amplifikation der Gene fdh, mdh, Ibadh
und gl/f zur Expression in B. megaterium und C. glutamicum wurde mittels der Softwa-
re Codon Adaptation Tool (http://www.jcat.de, TU Braunschweig) (Yang u. a., 2007) die
Kodonnutzung (iberprift. Um ein Maf3 fiir den Anpassungsgrad eines DNA-Abschnittes
an die Kodungsnutzung des Mikroorgansimus definieren zu kénnen, fiinrte Sharp et al.
(1987) den Codon Adaptation Index (CAl) ein (Sharp und Li, 1987). Diese statistisch
erhobene Zahl liegt zwischen 0 und 1, wobei ein Wert von 1 eine optimale Anpassung
bedeutet. Dieser Wert wurde fiir fdh, mdh, Ibadh und glif anhand der Genomdatenbank
von C. glutamicum und B. megaterium mittels 0.g. Software ermittelt.

2.3 Bakterien und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme und Plasmide sind in den Tabel-
len 2.1 bis 2.4 dargestellt. Der Escherichia coli Stamm BL21(DE3) Star stammte von
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Novagen (EMD Bioscience, Inc., Novagen Brand, Madison, USA), der E. coli Stamm
DH5« von Invitrogen (Carlsbad, USA). Die verwendeten Stamme von Bacillus mega-
terium sind Deletionsmutanten, die vom Parentalstamm DSM 319 abgeleitet wurden
(Wittchen und Meinhardt, 1995). Klonierungsarbeiten zur Erzeugung rekombinanter
Stamme von B. megaterium wurde im Rahmen einer Diplomarbeit von Andreas Roth
(TU Braunschweig) durchgefiihrt. Stdmme von C. glutamicum wurden vom Parental-
Wildtypstamm C. glutamicum ATCC13032 abgeleitet (Kinoshita u. a., 1957). Die fir die
Klonierung der Expressionsplasmide verwendeten Oligonukleotide (Primer) sind im An-
hang aufgelistet.

Tabelle 2.1: Die in dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme

Mikroorganismus Genotyp ‘ Referenz
Bacillus megaterium
MS941 AnprM (Wittchen und Meinhardt, 1995)
WH320 AlacZ (Wagner u. a., 2000)
WH323 AxylA (Schmiedel u. a., 1997)
WH418 AptsHI (Wagner u. a., 2000)
Corynebacterium glutamicum
ATTC13032 Wildtyp
ACglo181 WT mit chromosomaler Deletion | (Krings u. a., 2006)
von Cgl0181
ACgl3058 WT mit chromosomaler Deletion | (Krings u. a., 2006)

von Cgl3058
ACgl0181 ACgl3058 WT mit chromosomaler Deletion | (Krings u. a., 2006)
von Cgl0181 und Cgl3058
AptsF WT mit chromosomaler Deletion | (Moon u. a., 2005)
von pisF

Escherichia coli
DH5« DH5a Fthi-1 endA1 hsdri7(r-,m-) | (Hanahan, 1983)

pE44 AlacU169(¢ 80lacZ.M15 re-

CA1 rA96 relA1

BL21(DES3) Star F-, V-, ion, rif S, \-lysogen mit T7 | (Studier und Moffatt, 1986)

Gen 1 (Polymerase)




2.4 Nahrmedien und Medienzusatze 11

Tabelle 2.2: Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide flr C. glutamicum

Plasmid Marker/Eigenschaft ‘ Referenz ‘
pVWEx2 Tet?, Py, lack (Wendisch, 1997)
pVWEx2-gif glf aus Z. mobilis Diese Arbeit
pVWEx2-Cgl0181 Cqgl0181 aus C. glutamicum Diese Arbeit
pVWEXx2-Cgl3058 Cqgl3058 aus C. glutamicum Diese Arbeit
pEKEx2 KanRf, Py, lacld (Eikmanns u. a., 1991)
pEKEXx2-fdh-mdh fdh aus M. vaccae, mdh aus L. | Diese Arbeit
pseudomesenteroides
pEKEx2-fdh-Ibadh fdh aus M. vaccae, Ibadh aus L. | Diese Arbeit
brevis
pEKEx2-lbadh Ibadh aus L. brevis Diese Arbeit

Tabelle 2.3: Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aus E. coli

‘ Plasmid Marker/Eigenschaft ‘ Referenz ‘
pET24a(+)-fdh-mdh fdh aus M. vaccae, mdh aus L. | (Kaup u.a., 2004)
pseudomesenteroides
pZY507-glf glf aus Z. mobilis (Weisser u. a., 1995)
pBtac-/badh Ibadh aus L. brevis X-Zyme, Dlsseldorf

2.4 Nahrmedien und Medienzusatze

Zur Gewinnung von Zellen wurden alle Stamme ausschlie3lich auf Komplexmedien kul-
tiviert, denen die entsprechenden Antibiotika zur Selektionierung von rekombinanten
Zellen zugegeben wurden.

Zur Stammhaltung, sowie fiir Vor- und Hauptkulturen wurde C. glutamicum in BHI-
Komplexmedium (brain-heart-infusion) kultiviert (Tauch u.a., 2002). Dieses Medium
wurde ebenfalls zur Regeneration der Zellen nach der Elektroporation eingesetzt, wo-
bei zusatzlich 0,5 M Sorbitol zugegeben wurde (Tauch u. a., 2002). Zur Selektionierung
rekombinanter Zellen wurde Kanamycin (50 pg/ml) und/oder Tetracyclin (10 ug/ml) zu-
gegeben.

Stamme von B. megaterium und E. coli wurden in LB-Vollmedium (Miller, 1972) kul-
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Tabelle 2.4: Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide flir B. megaterium

Plasmid ‘ Marker/Eigenschaft ‘ Referenz

pWH1520 AmpF (E. coli), Tet? (B. megate- | (Rygus und Hillen, 1991)
rium)

pWH1520-fdh-mdh fdh aus M. vaccae, mdh aus L. | Diese Arbeit
pseudomesenteroides

pMM1622 Amp"f (E. coli), Tet? (B. megate- | (Malten u. a., 2005)
rium)

pARBM-fdh adaptierte fdh (Roth, 2006)

pARBM-fdh-mdh

pHBIntE

pHBINtE-glf
051308pPCR-script

adaptierte fdh, mdh aus L. pseu-
domesenteroides

Amp? (E. coli), Ery? (B. megate-
rium)

glf aus Z. mobilis

Chemisch synthetisierte, kodon-

(Roth, 2006)

(Barg, 2003)

(Roth, 2006)
GENEART, Regensburg

Nutzung-adaptierte fdh

tiviert. Zu Selektionierung wurde je nach rekombinantem Stamm flr B. megaterium
Tetracyclin (10 ug/ml), Erythromycin (5 ug/ml), fiir E. coli Streptomycin (25 ug/ml) zu-
gegeben.

2.5 Kultivierung der Stamme und Geninduktion

Die heterolog zu exprimierenden Gene befanden sich auf Expressionsvektoren unter
der Kontrolle der induzierbarer Promotoren Py, oder Pr,. Durch gezielte Geninduktion
durch Zugabe von 0,5% Xylose bzw. 0,7 mM IPTG (jeweils Endkonzentrationen) konn-
te so die Transkription und Translation der Gene realisiert werden. Alle rekombinanten
Stamme wurden bei 30°C in 500 ml Schikanenkolben mit einem Fillvolumen von 50 mi
Komplexmedium kultiviert. Die Schuttelfrequenz des Orbitalschuttlers (Infors, Schweiz)
betrug 120 rpm bei einem Schiitteldurchmesser von 0,5 m. Vor der Biotransformation
wurden die Bakterienzellen in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 gewaschen und
erneut abzentrifugiert (4°C, 10000 g, 10 Minuten). Zur Stammbhaltung wurden alle re-
kombinanten Stdmme einmal wdchentlich auf je einer LB-Agarplatte neu ausplattiert
und tiber Nacht bei 30°C inkubiert. Den LB-Agarplatten waren die entsprechenden An-
tibiotika (s.0.) zugesetzt und die bewachsenen Platten wurden bei 4°C gelagert.
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Zur heterologen Genexpression in C. glutamicum wurden 50 ml des Hauptkulturme-
diums mittels einer stationdren Ubernachtkultur zu einer OD (A = 600 nm) von 0,5
angeimpft. Nachdem die optische Dichte einen Wert von 1,5 erreicht hatte (ca. 2 Stun-
den), erfolgte durch Zugabe von 0,7 uM IPTG (Endkonzentration) die Geninduktion
(Eggeling und Bott, 2005). Nach 5 Stunden Induktionszeit (OD ~ 8) wurden die Zellen
abzentrifugiert (4°C, 10000 g, 10 Minuten) und gewaschen.

Zur heterologen Genexpression in B. megaterium wurden 50 ml des Hauptkulturme-
diums mittels einer stationdren Ubernachtkultur zu einer OD (A = 550 nm) von 0,1
angeimpft. Nachdem die optische Dichte einen Wert von 0,3 erreicht hatte (ca. 2 Stun-
den), erfolgte durch Zugabe von 0,5 % Xylose (Endkonzentration) die Geninduktion
(Barg, 2003). Nach 6 Stunden Induktionszeit wurden die Zellen abzentrifugiert (4°C,
10000 g, 10 Minuten) und gewaschen.

2.6 Molekulargenetische Methoden

2.6.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Uberpriifung korrekt ligierter Expressionsplasmide wurden diese aus E. coliisoliert.
Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mittels alkalischer Lyse der Zellen und an-
schlieBender Silikatadsorption der Plasmide (Birnboim und Doly, 1979). Hierfir wurde
das QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die Plasmid-
DNA wurde mit sterilem Wasser von den Saulen eluiert und bei -20°C gelagert.

2.6.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde spektralphotometrisch (NanoDrop ND-1000,
Peglab, Erlangen) durch Messung der Absorption bei einer Wellenlange von A=260 nm
durchgefiihrt. Der Reinheitsgrad der praparierten DNA wurde mittels des Quotienten
Esgo / Eogo Und Ezgg / Exgg bestimmt (Proteinverunreinigung). Die Probe wurde als nicht
verunreinigt angesehen, wenn beide Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 betrugen (Gal-
lagher, 2007).



14 2 Material und Methoden

2.6.3 Restriktion und Rekombination von DNA

Alle Methoden und Techniken zur Restriktion, Prazipitation und Ligation von DNA-
Fragementen wurden nach SAMBROOK und RUSSELL (2000) durchgefiihrt (Sambrook
und Russell, 2000). Fiir analytische Restriktionsansatze wurde ein Ansatz von 10 ul
gewahlt. Prinzipell enthielt jeder Ansatz steriles Wasser, einen geeigneten Puffer, die
zu verdauende DNA und das bzw. die Restriktionsenzyme. Die eingesetzt Menge an
DNA betrug zwischen 0,5 und 1,0 ug. Fir praparative Ansétze wurde ein Ansatz von
50 ul eingesetzt. Die DNA-Menge fiir solche Anséatze betrug zwischen 2 und 5 ug
DNA. Den Restriktionsansatzen wurde ca. 5-10 U Enzym, sowie BSA (bovine se-
rum albumine) wenn erforderlich, zugegeben und der Verdau erfolgte bei 37°C {iber
Nacht (auBer fur BamHI, 2 Stunden) Sambrook und Russell (2000). Die Auftrennung
von DNA-Fragmenten zwischen 250 und 12000 Basenpaaren erfolgte mittels Gelelek-
trophorese in 1%igen TAE (50 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,35% (v/v) Essigsaure, pH
8,0)-Agarosegelen. Wurden DNA-Fragente fiir weitere Arbeiten bendtigt, wurden die
Gelstlicke ausgeschnitten und mittels des QlIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt. PCR-Produkte wurden zur Abtrennung von Proteinen, Primern und Nu-
kleotiden mittels des QIAquick PCR Purification Kit gereinigt. Ligationen wurden mittels
der T4-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim) bei 4°C ber Nacht durchgefiihrt. Das
molare Verhaltnis von Insertionsprodukt und Zielplasmid betrug 3:1. Ein typischer Li-
gationsansatz bestand aus PCR-Produkt, Plasmid, T4 DNA Ligase Puffer und T4 DNA
Ligase (5 U) und wurde mit sterilem Wasser auf ein Reaktionsvolumen von 10 ul auf-
gefullt.

2.6.4 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragementen (PCR-Produkte, Plasmide) zur GréBenkon-
trolle erfolgte mittels der Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook u. a., 1989). Als Gele
dienten 1%-ige Agarose-Gele in Tris-Acetat-EDTA-Puffer pH 7,6 (TAE) als Laufpuffer.
Fir die Elektrophorese wurde die DNA-Probe mit 6-fach konzentriertem Ladepuffer
versetzt und in separate Geltaschen pipettiet. Als Langenmarker diente eine 1 kb-DNA
Leiter (Promega). Das Gel wurde horizontal in der Gelapparatur Sub-Cell GT (Bio-Rad,
Hercules, USA) platziert und eine Spannung von 100 Volt angelegt. Die Dauer der Auf-
trennung betrug 30 bis 40 Minuten. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit dem
in die DNA interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid (0,5 mg 1-') gefarbt, in Wasser
gewaschen (je 10 Minuten) und unter UV-Beleuchtung bei einer Wellenlange von X =
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312 nm fotografiert.

2.6.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um Expressionsvektoren fiir die heterologe Genexpression zu ligieren, mussten die
zu exprimierenden Gene von einer entsprechenden Vorlagen-DNA amplifiziert werden.
Die in vitro Amplifikation von doppelstrangigen DNA-Fragmenten erfolgte mittels PCR
(Rabinow, 1996). Als Primer dienten je zwei synthetische Oligonukleotide (Operon, Hil-
den, Deutschland), die komplementar zum amplifizierenden DNA-Abschnitt waren (Tab.
A.1 - A.2). Die Durchfiihrung der PCR erfolgte mit einem T3 Thermocycler (Biometra,
Géttingen, Deutschland). Fiir Expressionkonstrukte wurde zur Amplifikation der Gene
der Phusion High-Fidelity PCR Mastermix (Finnzymes, Espoo, Finnland) nach Anga-
ben der Herstellers verwendet. Zur Denaturierung der DNA wurde eine Temperatur von
95°C eingestellt. Die annealing-Temperatur der Primer wurde mittels des Oligo Calcu-
lators (University of Pittsburgh) ermittelt. Die Polymerisation der DNA erfolgte je nach
FragmentgroBe (iber einen Zeitraum zwischen 30-60 Sekunden bei 72°C und (ber ins-
gesamt 30 Zyklen.

2.6.6 Bestimmung der Biotrockenmasse

Die Bestimmung der Bakterientrockenmasse erfolgte spekirophotometrisch (Beckman
DU 640) anhand von Zellen, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befan-
den. Proben mit einer ODs7g von 10 und 40 (B. megaterium) bzw. einer ODggo von 10
und 40 (C. glutamicum) wurden fiir 24 Stunden bei 110°C getrocknet und anschlieBend
in einem Exsikator abgekiihlt. AnschlieBend wurde das Nettogewicht der getrockne-
ten Biomasse bestimmt. Flir B. megaterium ergab sich folgende Korrelation: Gramm
Zell Trockengewicht pro Liter = 0,32 - ODs7g. Flr C. glutamicum ergab sich folgende
Korrelation: Gramm Zell Trockengewicht pro Liter = 0,166 - ODgqp.

2.7 Mikrobiologische Methoden

Zur Gewinnung rekombinanter Stamme mussten die Zellen eine Kompetenz zur Auf-
nahme fremder DNA entwickeln. Da sich die Protokolle zur Gewinnung kompetenter
Zellen stark unterschieden und auch erheblich von den standardisierten Protokollen flir
E. coli abwichen, werden beide Methoden detailliert dargestellt. In Abbildung A.3 sind
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die vier unterschiedlichen Plasmide dargestellt, durch deren Expression der reduktive
Zyklus in den Zellen etabliert wurde.

2.7.1 Gewinnung kompetenter Zellen von C. glutamicum

Die Gewinnung kompetenter Zellen von C. glutamicum erfolgte nach dem Protokoll
beschrieben von EGGELING und BOTT (Tauch u. a., 2002). 50 ml BHIS-Medium (Brain-
Heart-Infusion mit 100 mM Sorbitol) wurden mit einer Kolonie von C. glutamicum an-
geimpft und bei 30°C liber Nacht inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 5 ml in 250
ml BHIS Medium (2 Liter Kolben) (iberimpft und diese Hauptkultur bis zu einer ODggg
von 1,5 angezogen und anschlieBend abzentrifugiert (10 Minuten, 10000 g, 4°C). An-
schlieBend wurden die Zellen dreimal in 20 ml eiskaltem TG-Puffer (1 mM Tris, 10%
(v/iv) Glycerin, pH 7,5) gewaschen. Hierauf folgten zwei weitere Waschschritte in je-
weils 50 ml eiskaltem 10% Gilycerin (v/v) ehe die Biomasse in 1 ml 10% Gilycerin (v/v)
resuspendiert und in Aliquots zu je 100 ul aufgeteilt wurde. Die Zellen wurden sofort
zur Transformation eingesetzt oder bei -198 °C schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.7.2 Elektiroporation von C. glutamicum

Die Vorschrift flir die Elektroporation von C. glutamicum mit anschlieBendem Hitze-
schock entsprach den Angaben von TAUCH (Tauch u. a., 2002). Die Transformation bei
C. glutamicum erfolgte durch Elektroporation mittels des BIORAD GENE PULSERS
(Bio-Rad, Miinchen, Deutschland). 100 ul Zellen wurden mit ca. 200 ng Plasmid-DNA 5
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend in eine vorgekiihite Elektroporationskiivette
Oberfuhrt (Typ 16 S 2086, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland). AnschlieBend wurde die
Biomasse mit 800 ul 10% (v/v) Glycerin (iberschichtet. Die anschlieBende Elektropora-
tion erfolgte bei einer Spannung von 2,5 kV, einem Parallelwiderstand von 200 Q2 und
einer Kondensatorkapazitat von 2,5 uF. Sofort nach der Elektroporation wurden die Zel-
len in 6 ml auf 46°C temperiertes BHIS-Medium gegeben und fiir 6 Minuten bei 46°C in-
kubiert. Diese Hitzebehandlung inaktiviert sehr wahrscheinlich die Restriktionsenzyme
von C. glutamicum, so dass beim Einsatz heterologer DNA eine héhere Transformati-
onseffizienz erzielt werden kann (Schafer u.a., 1994). Nach dem Hitzschock wurden
die Zellen 60 Minuten bei 30°C regeneriert und anschlieBend auf BHIS-Agarplatten
zusammen mit dem entsprechenden Antibiotikum bzw. den Antibiotika (iber Nacht bei
30°C inkubiert.
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2.7.3 Gewinnung kompetenter Zellen von B. megaterium

Die Zusammensetzung der einzelnen Medienbestandteile ist im Anhang detailliert auf-
gelistet und das Protokoll zu Gewinnung kompetenter Zellen von B. megaterium ist von
BARG ET AL. beschrieben (Barg, 2003). Eine Kolonie von B. megaterium wurde in 50 ml
LB-Medium Ober Nacht bei 30°C inkubiert. 1 ml dieser Vorkultur wurde in 50 ml Haupt-
kulturmedium AB3 (DIFCO, Detroit, USA) gegeben und bis zu einer ODs7g = 1 inkubiert.
Nach Abzentrifugation der Zellen (10 Minuten, 10000 g, 4°C) wurde die Biomasse in 5
ml SMMP-Medium (s. Anhang) Uberfiihrt. AnschlieBend wurde sterile Lysozymlésung
zugegeben (Endkonzentration: 2 mg Lysozym/ml). Wahrend der Inkubationszeit von
maximal 60 Minuten wurde alle 10 Minuten der Protoplastierungsgrad der Zellen mi-
kroskopisch verfolgt. Waren mehr als 60% der Zellen protoplastiert, wurden die Zellen
vorsichtig abzentrifugiert (10 Minuten, 1300 g, 4°C). Es folgte ein weiterer Waschschritt
und eine erneute Resuspension der Protoplasten in 5 ml SMMP-Medium. Diese wur-
den in Aliquots zu je 500 pl aufgeteilt und sofort zur Transformation eingesetzt oder bei
-198°C in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.7.4 Transformation von B. megaterium

In einem sterilen Zentrifugenrdhrchen (15 ml) wurden 500 ul Protoplasten mit 0,5-1 ug
Plasmid-DNA 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1,5 ml
PEG-P Loésung (Polyehtylenglycol) mit einer Einwirkzeit von 2 Minuten bei Raumtem-
peratur. Die Zugabe von PEG-P Loésung sorgt fiir eine Permebilisierung der Protopla-
stenmembran und erhoht die Transformationseffizienz (Rubinstein u.a., 1988). Nach
Zugabe von 5 ml SMMP-Medium wurde das Zentrifugenréhrchen verschlossen und
dreimal vorsichtig geschwenkt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10 Minuten, 1300 g,
4°C) und das kaum sichtbare Pellet in 500 ul SMMP-Medium resuspendiert. Dieser An-
satz wurde 90 Minuten unter leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in 2 ml flissigen (42°C) CR5-Topagar (berfiihrt und dieser in Aliquots zu je 200
ul auf vorgewarmten (30°C) LB-Agarplatten ausplattiert (Barg, 2003). Die Inkubation
dieser Platten erfolgte bis zu 48 Stunden bei 30°C.

2.7.5 Transformation kompetenter Zellen von E. coli

Zur Transformation von E. coli wurde eine modifizierte Methode von HANAHAN ein-
gesetzt (Hanahan, 1985). Dabei wurden die nach HANAHAN (1985) erstellten kompe-
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tenten Zellen durch einen Hitzeschock transformiert (Hanahan, 1985).

2.8 Biochemische Methoden

2.8.1 Zellaufschluss

Fiir die Bestimmung der Aktivitat zytosolischer Enzyme wurden frische, induzierte Zel-
len verwendet, die fiir den in vitro-Test aufgeschlossen wurden. Dazu wurden Bdie
Zellen (Nassgewicht 0,2 g) in 1 ml KPi-Puffer (100 mM, pH 6,5) resuspendiert und 6
Minuten unter Kiihlung im Eisbad mittels Ultraschall (Beschallungszyklus 0,5 bei ei-
ner Amplitude von 55) aufgeschlossen (Kampen u. a., 2004). Die Abtrennung der Zell-
trimmer erfolgte durch Zentrifugation bei 20000 g fiir 60 Minuten und 4°C. Der gewon-
nene Uberstand diente als Rohextrakt zur Bestimmung der Enzymaktivitaten.

2.8.2 Bestimmung der Enzymaktivitaten

Die Bestimmung der Enzymaktivitdten erfolgte durch eine spektrophotometrische Auf-
nahme von Enzymkinetiken (Spektrophotometer DU 640, Beckman, USA). Ausgehend
von der aufgezeichneten Kinetik wurde zur Berechnung der spezifischen Enzymakii-
vitat [U/mg Protein] folgende Formel verwendet:

AE |y
A=t I 2.1
S [U/mi (2.1)
(AE, Extinktionsanderung; t, Zeit [min]; V, Gesamtvolumen [ul]; d Schichtdicke der
Kivette [cm]; ¢, molarer dekadischer Extionktionskoeffizient von NADH = 6,22 [ 1 _]).

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach BRADFORD (1976) (Bradford,
1976). Zur Quantifizierung wurde eine Eichgerade mit Rinderserumalbumin erstellt. Ein
Unit (U) Enzymaktivitat wurde definiert als diejenige Menge Enzym, die 1 umol NADH
in einer Minute bei 30°C zu NAD umsetzt.

Formiatdehydrogenase (FDH) Die Aktivitdt der Formiatdehydrogenase wurde spektro-
photometrisch durch die Absorption von NADH bei )\ = 340 nm gemessen. Die Ande-
rung der Absorption (iber der Zeit (AE/ min) ist proportional zu Aktivitat der Formiatde-
hydrogenase. Fir jede Messung wurde ein Zeitraum von 2 Minuten festgelegt.

Formiat + NAD — CO, 1 +NADH (2.2)
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Der Reaktionsansatz enthielt 200 mM Formiat, 2 mM NAD und 100 mM KPi-Puffer bei
pH 7 (Schiitte u. a., 1976). Das Gesamtvolumen jeder Probe betrug 1 ml, wobei 100 p/
unverdiinnter Rohextirakt eingesetzt wurden.

Mannitoldehydrogenase (MDH) Die Bestimmung der Mannitoldehydrogenase-Aktivitat
erfolgte analog zum Verfahren, das fiir die FDH verwendet wurde. In diesem Fall wurde
die Abnahme der Absorption von NADH (ber der Zeit bestimmt (Schema 2.3). Das
Gesamtvolumen jeder Probe betrug 1 ml, wobei 100 x/ 1:10 und 1:100 verdlinnter
Rohextrakt eingesetzt wurden.

D — Fruktose + NADH — D — Mannitol + NAD (2.3)

Der Reaktionsansatz enthielt 200 mM D-Fruktose, 200 uM NADH und 100 mM KPi-
Puffer bei pH 6,5 (Hahn u.a., 2003). Das Gesamtvolumen jeder Probe betrug 1 ml,
wobei 100 x/ 1:10 und 1:100 verdiinnter Rohextrakt eingesetzt wurden.

Alkoholdehydrogenase (LBADH) Die Bestimmung der LB-ADH Aktivitét erfolgte eben-
falls Gber die Bestimmung der Abnahme der NAD(P)H-Absorption {ber der Zeit. Als
Substrat fir die LB-ADH diente Methylacetoacetat (MAA) das zu (R)-Methyl-3-hydroxy-
butanoat (MHB reduziert wurde) (Schema 2.4).

MAA + NAD(P)H — MHB + NAD(P) (2.4)

Ein Reaktionsansatz enthielt 1 mM Magnesiumchlorid, 200 zM NAD(P)H und 100 mM
KPi-Puffer bei pH 6,0 (Mdller u. a., 2005b).

2.8.3 Bestimmung der intrazellularen NAD(H)-Konzentration

Die Bestimmung der intrazellularen NAD* und NADH Konzentration erfolgte mittels ei-
ner enzymatisch katalysierten Redoxreaktion nach BERNOFSKY und SWAN (Bernofsky
und Swan, 1973) (verandert durch SAN ET AL., 2002 und MORITZ ET AL., 2002). Von
der Aktivitat einer Alkoholdehydrogenase (ADH IlI) wurden Elektronen von NADH (iber
PES (Phenanzinethosulfat) auf MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid, Thiazolyl Blau) Gbertragen, welches durch diese Reduktion einen bei A = 570
nm messbaren Farbumschlag zeigte. Die Anderung der Absorption (iber der Zeit war
hierbei von der Konzentration an NAD(H) linear abhangig. Die Eichung wurde mit defi-
nierten Standards von NAD+ und NADH mit einer Endkonzentration zwischen 5 bis 100
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uM durchgefiinrt. Der Zellaufschluss zur Gewinnung von NAD* oder NADH erfolgte mit
0,2 M Perchlorsaure fiir NAD* oder 0,2 M KOH f{ir NADH. Vor dem enzymatischen Test
wurden die Zellaufschliisse neutralisiert, damit der Reaktionsmix bei der Messung nicht
durch extreme pH-Werte inaktiviert wurde.

Zur Vorbereitung der Proben wurde 1 ml Biotransformationsansatz in je 300 ul 0,2
M Perchlorsaure (NAD*-Bestimmung) bzw. 300 ul 0,2 M KOH (NADH-Bestimmung)
gegeben und 10 Minuten bei 50°C inkubiert. Die Zelltriimmer wurden anschlieBend ab-
zentrifugiert (10000 g, 10 Minuten, 4°C) und der Uberstand in ein neues Probengefa
Oberfihrt. Nach Abkiihlen der Probe auf Eis wurden die Anséatze mit 0,2 M KOH bzw.
0,2 M Perchlorsaure sorgfaltig neutralisiert (pH 7,0). Ein 1 ml Testansatz enthielt 50 ul,
Probe 300 ul, Wasser 50 ul Hefe Alkoholdehydrogenase Il (10 Units) in 0,2 M Bicin,
pH 8,0 und 600 ul Reagenzienmix. Dieser enthielt: 16% Ethanol (v/v) 13,0 mM EDTA
pH 8,0, 1,4 mM MTT und 5,5 mM PES Bernofsky und Swan (1973). Jede Probe wurde
sowohl mit, als auch ohne internem Standard (20-50 uM) einer Dreifachbestimmung
unterzogen (2 Minuten, 30°C, A = 570 nm).

2.8.4 Bestimmung des NAD(H)-Gesamtpools mittels HPLC

Die Bestimmung des NAD(H)-Gesamtpools der Zellen erfolgte mittels HPLC unter Ver-
wendung einer Umkehrphasenchromatographie (Reversed Phase) Saule (5 pum, 25 cm
x 4,6 mm, Supelcosil LC18-T, Belfonte, PA, USA) und einer lonenpaar-Reagenz (Te-
trabutylammoniumhydrogensulfat, TBAS) in der mobilen Phase (Agius u. a., 2001). Zur
Auftrennung der Pyridinnukleotide wurde ein Gradientenpuffer verwendet, der wahrend
der Laufzeit aus zwei Einzelpuffern generiert wurde (Puffer A: 100 mM Kaliumphos-
phat, pH 6,0, 4 mM TBAS, Puffer B: 70% Puffer A, 30% Methanol, pH 7,5). Wahrend
der Laufzeit wurde folgende Gradienteneinstellung gewahlt: 100% A fiir 9 Minuten, 0-
25 % B fir Minuten, 25-90 % B fiir 2,5 Minuten, 90-100 % B fir 2 Minuten, 100% B
flr 6 Minuten, 100 % A flir 6 Minuten. Die Durchflussrate betrug 1,5 ml/min. Die Quan-
tifizierung der Substanzen erfolgte mittels UV-Detektor bei einer Wellenlange von A =
254 nm. Alle Proben wurden sowohl mit, als auch ohne internem Standard (0,5 mM)
vermessen.
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2.8.5 Bestimmung von D-Fruktose und D-Mannitol mittels HPLC

Die Bestimmung der D-Fruktose und D-Mannitolkonzentrationen der Biotransformati-
onslésung erfolgt mittels HPLC und einen Brechungsindexdetektor (L-2490, Hitachi,
Japan). Zur Auftrennung der Substanzen diente die Saule Biorad HPX-87C 300 x 7,8
mm bei einer Betriebstemperatur von 70°C. Die Durchflussrate betrug 0,6 ml pro Minu-
te, wobei Wasser (HPLC grade) als mobile Phase diente (Kaup u. a., 2004).

2.8.6 Bestimmung chiraler Hydroxyverbindung durch GC

Das prochirale Keton Methylacetoacetat (MAA) und der chirale Alkohol (R)-Methyl-3-
hydroxybutanoat (MHB) wurde mittels Gaschromatographie quantifiziert. Die Auftren-
nung der Substanzen erfolgte mit der Saule vom Typ Permabond Carbowax 20 M (50 m
x 0.32 mm ID, Machery-Nagel, Duren, Deutschland) im Gaschromatographen CP-3380
(Varian, USA) unter Verwendung eines Temperaturgradienten (Tan, 2006). Die Ofen-
temperatur wurde 6 Minuten bei 70°C eingestellt und anschlieBend tber 8 Minuten bei
einer Steigerungsrate von 25°C pro Minute auf 160°C hochgeheizt. Die Detektion der
Substanzen erfolgte mit einem Flammen-lonisierungs-Detektor (FID). 50 mM n-Butanol
diente als interner Standard. Abbildung A.1 zeigt ein typisches Chromatogramm zur
Quantifizierung von Methylacetoacetat und (R)-Methyl-3-hydroxybutanoat.

2.8.7 Bestimmung der intrazelluldren D-Fruktosekonzentration

Zur Quantifizierung der intrazellularen D-Fruktosekonzentration wurden 200 ul Zellsus-
pension zusammen mit 50 ug Ribitol als internem Standard mittels Silikondlzentrifuga-
tion in 20 ul Perchlorsaure (20% v/v) zentrifugiert (30 s) (Klingenberg und Pfaff, 1977).
Die Phase mit Perchlorsaure wurde vor der Zentrifugation mit 70 ul Silikondl der Dich-
te 1,04 g ml~' (Wacker, Burghausen, Deutschland) Uberschichtet. Dieser Schritt war
erforderlich, da eine zeitintensive Aufbereitung der Zellen sehr wahrscheinlich zum un-
erwiinschten Umsatz von D-Fruktose zu D-Mannitol gefiihrt hatte. Der wassrige Uber-
stand der Perchlorsdurephase wurde in ein frisches Zentrifugengefai (berfihrt und
mittels Vakuumzentrifugation getrocknet (Eppendorf, Hamburg). Die wasserfreie Pro-
ben wurden in einer Losung von 24 mM O-Methoxyhydroxylamin in Pyridin resuspen-
diert und 90 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Derivatisierung von D-Fruktose und D-
Mannitol erfolgte durch Zugabe von 1,8 Volumen N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacet-
amid und anschlieBender Inkubation fiir eine Stunde bei 65°C. Die Analyse der Proben



29 2 Material und Methoden

erfolgte per Gaschromatographie mit einem TraceGC (Thermofinnigan, Mailand, ltali-
en). Als Saule diente der Typ FS-Supreme (30 m x 0,25 mm, Chromatographie Service,
Langerwehe, Deutschland). Injektor- und Detektortemperatur wurden auf 300°C einge-
stellt und die Auftrennung der Substanzen wurde durch einen linearen Temperaturgra-
dienten von 60°C bis 320°C mit einer Heizrate von 30°C pro Minute und isothermalen
Plateaus bei 280°C und 320°C fiir 3 bzw. 5 Minuten erreicht (Marin u. a., 2006).

2.8.8 Bestimmung des zytoplasmatischen Volumens

Flr die Berechnung der zytoplasmatischen Metabolitenkonzentration war es erforder-
lich, das intra- und extrazellulare Wasservolumen zu bestimmen. Durch Bestimmung
dieser beiden Werte konnte das zytoplasmatischen Volumen der Zellen berechnet wer-
den (Rottenberg, 1979).

Zwei ml Probe aus dem Biotransformationsansatz wurde mit H,O bidest. auf eine OD
zwischen 3-5 eingestellt und 700 ul dieser Probe in ein Eppendorfgefal tiberfiihrt. Dazu
wurden 10 ul der Gebrauchslésung (s.u.) hinzugegeben und der Ansatz 30 Sekunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Gebrauchslésung enthielt 7,5 ul H3-H,O Ldsung (ca.
10° dpm) und 2,5 pl [C™]-Inulin Lésung (ca. 2,5 - 10° dpm). Das H3-H,O ist frei per-
meabel, wahrend das [C'#]-Inulin die Zytoplasmamembran der Zellen nicht passieren
kann. Somit ist die mitgerissene Menge an H3-H,0O ein MaB fiir den intra- und extra-
zellularen Raum, wohingegen das mitgeschleppte [C'4]-Inulin den periplasmatischen
Wasserraum reprasentiert. Aus der Differenz dieser beiden Werte lieBen sich die intra-
zelluaren Volumina berechnen. Aus dem 710 ul Ansatz wurden nach der Inkubations-
zeit je 200 pl in insgesamt 3 Silikonélrdhrchen Uberflihrt und abzentrifugiert (RT, 2000 x
g, 30 Sekunden). Die Silikonrdhrchen enthielten 70 ul Silikondl (Wacker, Deutschland)
und 30 pl Perchlorsaure (70% v/v). Jeweils 100 ul des Uberstandes wurden in ein Szinti-
lationsgefan tiberfiihrt und mit 4 ml Szintilationsfliissigkeit (berschichtet. Das Zellpellet
bzw. die Zelltrimmer wurden in 100 ul H,O resuspendiert und ebenfalls in ein Szintilati-
onsgefa Gberfihrt und mit 4 ml Szintilationsfliissigkeit Gberschichtet (Dreifachansatz).
Die insgesamt 6 Anséatze wurden auf ihre Radioaktivitat hin untersucht. Die Berech-
nung des cytoplasmatischen Volumens erfolgte folgendermaB3en (Vy = Zahlvolumen
des Uberstandes, dpmgeg = dpm des Sediments):

dpm HgOsed

H3 = :
50 Raum Vy dpm H30,

(2.5)



2.8 Biochemische Methoden 23

dpm [C]seq
dpm [C¥I, (26
H30 Raum — Periplasma (2.7)

Periplasma = Vy

Zytoplasmavolumen

2.8.9 Bestimmung des zytoplasmatischen pH-Gradienten

Wahrend der Biotransformation wurde der zytoplasmatische pH-Wert von Zellen be-
stimmt um zu (iberpriifen, ob bzw. wie sich der pH-Wert im Verlaufe der Biotransforma-
tion andert. Dazu wurde der pH-Gradient zwischen Zelle und Reaktionspuffer ermittelt.
Der pH-Gradient {iber die Membran der Zellen wahrend der Biotransformation wurde
durch die Verteilung einer schwachen Saure im intra- und extrazellularen Raum ermit-
telt bzw. berechnet (Tangney u. a., 1993). Als schwache S&ure diente [U-'“C]-Benzoat
die nur in ihrer undissoziierten Form (AH) in die Zelle gelangen konnte. Das Gleichge-
wicht hierbei war dann erreicht wenn galt: [AH T = AHgxr]. Da die Saure innerhalb und
auBerhalb der Zelle die gleiche Dissoziationskonstante aufwies und die ionisierte Form
unter den Biotransformationsbedingungen (pH > pK + 1) den weitaus gréBten Anteil
darstellt, kann man aus der Gesamtverteilung der Saure (iber die Zytoplasmamembran
auf die Verteilung der freien Saure schlieBen und den pH-Gradienten gemafn Formel
2.8 berechnen:

PHexr — PHwr = ApH = log (:il) (2.8)
EXT

Zur Bestimmung des pH-Gradienten wurden 700 ul Zellsuspension (ODggo 2,5-3) mit
der schwachen Saure [U-'*C]-Benzoat (120 000 dpm/nmol) fiir 30 Sekunden bei 30°C
inkubiert (Kashket, 1985). Die Konzentration des Benzoats in den Testansatzen be-
trug ca. 2,5 uM. Jeweils drei Ansatze jeder Probe wurden anschlieBend durch Sili-
kondlzentrifugation (RT, 2000 x g, 30 Sekunden) vom Medium abgetrennt und 100 ul
der Uberstande, sowie 200 ul der Sedimente fiir die Bestimmung der internen und ex-
ternen Benzoatkonzentration angesetzt (Szintilationszahler). Um den Anteil an Benzoat
zu bestimmen, der durch den periplasmatischen Bereich der Zellen eingeschleppt wur-
de, wurden durch CCCP (Carbonylcyanid- 3-Chlorophenylhydrazone, Sigma) deener-
gisierte Zellen (ApH = 0) eingesetzt. CCCP ist ein Entkoppler, der dafiir sorgt, dass
Benzoat in- und auBerhalb der Zelle in gleicher Konzentration vorliegt. Somit kann die
Menge an Benzoat bestimmt werden, die bei der Durchfiihrung des Versuchs unspezi-
fisch eingeschleppt wird. Die hierbei detektierte Konzentration an unspezifisch gebun-
denen Benzoat wurde vor der Berechnung von den Probenwerten AHyr subtrahiert.
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2.8.10 Durchfiihrung von Ganzzell-Biotransformationen

Zellen mit einer Dichte von 20 g I=' aus einem Hauptkulturmedium wurden fir jede
Biotransformationen eingesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10000 g, 5 Mi-
nuten, 4°C) abgeerntet und in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in Biotransformationsmedium (500 mM D-
Fruktose bzw 50 mM Methylacetoacetat, 250 mM Natriumformiat, 100 mM Kaliumphos-
phatpuffer, pH 6,5) resuspendiert und unter pH statischen Bedingungen bei 30°C inku-
biert. Zur Titration diente eine Lésung aus 3 M Ameisensaure und 3 M D-Fruktose.
Zur Bestimmung der gebildeten CO.-Menge wurde der Biotransformationsansatz mit
reinem Stickstoff begast und der Gasstrom aus dem Reaktionsgefa durch eine Ab-
gasgerat (DASGIP, Julich, Deutschland) geleitet. Die spezifische Begasungsrate wurde
auf 0,5 vwvm (100 ml pro Minute) eingestellt. Biotransformationen ohne Bilanzierung der
CO.-Entwicklung wurden ebenfalls unter pH-statisch Bedinungen durchgefiihrt. Das
Stellmittel wurde hierbei durch einen separaten Titrator (TIM 856 Titrationmanager, Ra-
diometer, Villarbanne, Frankreich) zutitriert.



3 Ergebnisse

Im ersten Ergebnisteil werden die unterschiedlichen Expressionsvektoren und deren
Konstruktion fiir die Ganzzellbiokatalysatoren beschrieben. AnschlieBend wird auf die
Expression der einzelnen Gene eingegangen, bevor die Resultate der Biotransformati-
on und die Charakterisierung der Stamme dargelegt und verglichen werden.

3.1 Konstruktion der Ganzzellbiokatalysatoren B. megaterium und
C. glutamicum

3.1.1 Formiatdehydrogenase aus Mycobacterium vaccae N10

Zur Regenerierung des Kofaktors NADH sollte das Gen fiir die Formiatdehydrogenase
(FDH) in den Wirtsorganismen C. glutamicum und B. megaterium exprimiert werden.
Die FDH katalysiert die Oxidation von Formiat zu Kohlendioxid, wobei NAD* zu NADH
reduziert wird. Die NAD*-abhangige FDH aus M. vaccae N10 wurde bereits von GALKIN
als kofaktorregenerierendes Enzym beschrieben (Galkin u. a., 1995). Die Affinitatskon-
stanten der FDH betragen 6 mM f(ir Formiat und 35 uM fiir NAD*.

Um mdoglichst hohe Expressionslevel zu erzielen, wurde die Kodonnutzung der FDH in
Bezug auf die beiden Wirtsorganismen (berprift. Fiir das Genom von B. megaterium
ergab die Analyse der Kodonnutzung eine gemittelte, relative Adaptivitat (CAl) von 0,45
(Yang u. a., 2007). Die Adaptivitat ist ein Maf3 fiir das Auftreten von Kodons einer DNA-
Sequenz, fiir die die korrespondierenden t-RNAs in nur sehr geringer Konzentration
vorliegen. Ein Wert von 1 bedeutet hierbei eine optimal angepasste DNA-Sequenz, wie
sie bei stark exprimierten Genen vorliegt. Kleine Werte (0,1-0,15) zeigen das Vorhan-
densein zahlreicher ungiinstiger Kodons an. Die Anpassung der DNA-Sequenz verlauft
daher nach der Strategie, unter Beibehaltung der Aminosauresequenz, ungiinstige Ko-
dons durch glinstigere zu ersetzen. Eine Analyse der entsprechenden Kodonnutzung
fur die Wildtyp DNA des fdh Gens ergab eine relative Adaptivitat von 0,14, die sich
somit erheblich von der gemittelten Adaptivitat von B. megaterium unterschied. Aus
dieser Analyse war ersichtlich, dass das Gen fdh aller Vorraussicht nach kein, oder
ein nur sehr geringes Expressionslevel erreichen wiirde. Aus diesem Grund wurde
die DNA-Sequenz des fdh Gens an die Kodonnutzung von B. megaterium mittels ei-
nes Softwaremoduls (www.jcat.de) angepasst. Die chemische Synthese der angepas-
sten DNA-Sequenz (051308pPCR-Script) wurde von der Firma Geneart (Regensburg,

25
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Deutschland) durchgefiihrt. Die Ligation des amplifizierten fdh Gens erfolgte in den
B. megaterium Expressionsvekior pMM1622. Der Expressionsvektor zur heterologen
Genexpression von fdh in B. megaterium erhielt die Bezeichnung: pARBm-fdh. Das

RBS

AAGGAGGTG

< Repressorgen XyR || Promotor P, ;,

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Operons zur Xylose-induzierbaren Expression
des Gens fdh in B. megaterium

Gen fdh stand in diesem Operon unter Kontrolle des Xylose induzierbaren Promotors
Pxyia, der in Abwesenheit von Xylose durch Bindung des Xylose-Repressors (Xy/g) an
den Operator reprimiert wird (Abbildung 3.1). Xylg ist autoreguliert und daher ist dieses
regulatorische Protein immer in einer bestimmten Konzentration in der Zelle vorhanden
(Lokman u. a., 1997).

Die Ermittlung der relativen Anpassung fiir die Kodonnutzung in C. glutamicum ergab
einen Wert von 0,31. Firr das Gen fdh lag die relative Adaptivitat mit 0,36 etwas ober-
halb der gemittelten Adaptivitat von C. glutamicum, was eine gute Expression erwarten
lieB. Eine Anpassung der Kodonnutzung zur erfolgreichen Expression des fdh Gens in
C. glutamicum war somit nicht erforderlich. Das Gen fdh wurde mittels PCR aus dem
Konstrukt pET24(+)-fdh-mdh (Kaup u.a., 2004) amplifiziert und mit eigener Riboso-
menbindestelle in den Expressionsvektor pEKEX2 ligiert. Das Gen fiir die FDH stand in
diesem Konstrukt unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren Py, Promotors. In Anwesen-
heit von D-Glukose wurde der Promotor durch Bindung des Repressors, kodiert durch
das Gen /ac/9, reprimiert. (Abbildung 3.2).

RBS

AAGGAGATA

|:z<Repressorgen lack = Promotor P,,,

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Operons zur IPTG-induzierbaren Expression
des Gens fdh in C. glutamicum
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3.1.2 Mannitol-2-Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudomesenteroides

Als eines von zwei Produki-bildenden Enzymen fiir die Biotransformation wurde die
Mannitol-2-Dehydrogenase (MDH) aus L. pseudomesenteroides gewahlt. Dieses En-
zym katalysiert die Reduktion von D-Fruktose zu D-Mannitol, wobei der benétigte Ko-
faktor NADH unter runenden Wachstumsbedingungen der Zellen durch die Aktivitat der
FDH regeneriert wurde. Die Ky Werte der MDH liegen fiir D-Fruktose bei 44 mM (Kaup,
2004), fur D-Mannitol bei 12 mM, fiir NAD* bei 201 M und fiir NADH bei 93 uM. Die
MDH erkennt aussschlieBlich D-Fruktose als Substrat (Hahn u. a., 2003). Die Ermitt-
lung der relativen Anpassung der mdh DNA-Sequenz ergab fiir B. megaterium (0,45)
einen Wert von 0,51 und fiir C. glutamicum (0,30) einen Wert von 0,22, so dass eine
Anpassung der Kodonnutzung fiir das Gen mdh in beiden Fallen nicht erforderlich war.

Das Gen mdh wurde von dem Konstrukt pET24(+)-fdh-mdh amplifiziert und in den
Bacillus-Expressionsvektor pARBm-fdh ligiert (Roth, 2006). Vor dem Startkodon des
mdh Gens wurde eine optimierte Ribosomenbindestelle durch entsprechende Primer-
konstruktion eingefiihrt. Innerhalb des Expressionsplasmids lag das Gen mdhin einem
Operon direkt hinter dem fdh Gen (Abbildung 3.3). Dies ermdglichte die parallele Ex-
pression der beiden Gene zur Etablierung des Redoxzyklus. Der Expressionsvektor
zur parallelen heterologen Genexpression von fdh und mdh in B. megaterium erhielt
die Bezeichnung: pARBm-fdh-mdh.

RBS RBS
AAGGAGGTG AAGGAGGTG

PPy e

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Operons zur Xylose induzierbaren Expression
der Gene fdh und mdh in B. megaterium

Far C. glutamicum wurde das Gen fdh zusammen mit dem Gen mdh als Tandem-
konstrukt von pET24(+)-fdh-mdh amplifiziert und in den Expressionsvekior pEKEx2
(Eikmanns u. a., 1991) ligiert (Abbildung 3.4). Beide Gene verfligten iber eine eigene
Ribosomenbindestelle. Die Ribosomenbindestelle vor dem mdh Gen ist die Wildtyp-
Bindestelle aus L. pseudomesenteroides. Der Expressionsvektor zur parallelen hete-
rologen Genexpression von fdh und mdh in C. glutamicum erhielt die Bezeichnung:
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pEKEx2-fdh-mdh.

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Operons zur IPTG induzierbaren Expression
der Gene fdh und mdh in C. glutamicum

3.1.3 D-Glukose/D-Fruktose Facilitator aus Zymomonas mobilis

B. megaterium und C. glutamicum nehmen Zucker, wie D-Fruktose und D-Glukose,
Ober das hochspezifische Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferase System (PTS) auf
(Deutscher u. a., 1995; Wagner u. a., 2000). Die Zucker werden bei dem Transportme-
chanismus phosphoryliert und stehen somit als Substrat dem Zentralstoffwechsel zur
Verfligung.

Fir eine effiziente Bildung von D-Mannitol aus D-Fruktose ist jedoch eine ausreichen-
de Konzentration von unphosphorylierter D-Fruktose in der Zelle erforderlich, da nur
freie D-Fruktose das Substrat fiir die MDH ist. Der Ethanol bildende Bakterienstamm
Z. mobilis kann sowohl D-Fruktose als auch D-Glukose mittels erleichterter Diffusion
aufnehmen ohne diese Zucker dabei zu phosphorylieren. Dies geschieht durch einen
D-Glukose/D-Fruktose Facilitator (GLF), dessen Gen auch in E. coli funktionell expri-
miert werden konnte (Parker u.a., 1995; Weisser u.a., 1995). Die Koexpression von
glf neben dem fdh Gen und dem mdh Gen in B. megaterium und C. glutamicum soll-
te die intrazellulare Konzentration unphosphorylierter D-Fruktose erhéhen und somit
die D-Mannitolbildung steigern. Das Gen g/f wurde aus dem E. coli-Expressionsvektor
pZY507-glf (Weisser u.a., 1995) amplifiziert und in den Bacillus-Expressionsvektor
pHBIntE (Barg, 2003), sowie in den Corynebacterium-Expressionsvektor pVWEx2 (Wen-
disch, 1997) ligiert. Dies war erforderlich, da der Replikationsursprung P15A von pZY507
in B. megaterium und C. glutamicum nicht erkannt wird und das Plasmid in diesen Or-
ganismen somit nicht repliziert werden kann. Dies haben Transformationsexperimente
gezeigt, bei denen kein Zellwachstum auf einem Selektionsmedium gemessen werden
konnte. Bei B. megaterium stand glf unter Kontrolle des Xylose-induzierbaren Promo-
tors Pxy, bei C. glutamicum stand gif unter Kontrolle IPTG-induzierbaren Promotors
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Pisc- Eine Anpassung der Kodonnutzung fir das Gen gffwar in beiden Féllen nicht erfor-
derlich. Far C. glutamicum (0,3) lag der ermittelte Anpassungs-Wert der DNA-Sequenz
fur glifbei 0,26. FUr B. megaterium (0,45) lag der ermittelte Anpassungs-Wert der DNA-
Sequenz fiir gifbei 0,22. Dieser Wert wurde fiir eine erfolgreiche Expression des Gens
als ausreichend angesehen.

RBS
AAGGAGGTG
pHBINtE
— Promotor me =— gif 3 1
pVWEXx2

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Operons zur Expression des Gens gif in B.
megaterium (oben) und C. glutamicum (unten)

3.1.4 Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis

Zur Gewinnung chiraler Hydroxyverbindungen aus prochiralen Ketonen wurde das Gen
fur die (R)-spezifische Alkholdehydrogenase LBADH aus Lactobacillus brevis expri-
miert. Die Bestimmung der relativen Adaptivitat der /badh in Bezug auf die Kodonnut-
zung lieferte fr B. megaterium (0,45) den Wert 0,4 und fiir C. glutamicum (0,3) den
Wert 0,21. Eine Anpassung der DNA-Sequenz an die Kodonnutzung beider Wirtsor-
ganismen war somit flir das Gen /lbadh nicht erforderlich. Dennoch handelt es sich bei
der DNA-Sequenz nicht um die Wildtyp-Sequenz, da bei Basenpaar 730 Cytosin durch
Thymin ersetzt wurde (patentrechtliche Griinde). Diese Punkitmutation hatte allerdings
keinen Einfluss auf die Aminosauresequenz.

Das Gen Ilbadh wurde von dem Vekior pBtac-/badh amplifiziert und in den Bacillus
Expressionsvektor pARBm-fdh ligiert. Die Gene fdh und Ibadh standen ebenfalls als
Tandemkonstrukt unter der Kontrolle des Xylose induzierbaren Promotors Pxy, und
verfiigten je Uber eine eigene Ribosomenbindestelle. Der Expressionsvektor zur gleich-
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zeitigen heterologen Genexpression von fdh und Ibadh in B. megaterium erhielt die Be-
zeichnung: pCBBm-fdh-Ibadh (Abbildung 3.6). Zur heterologen Expression des Gens

RBS RBS

AAGGAGGTG AAGGAGGTG

—| Promotor Py,

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Operons zur Xylose-induzierbaren Expression
der Gene fdh und Ibadh in B. megaterium

Ibadh in C. glutamicum wurde die Ibadh in das Expressionsplasmid pEKEx2 ligiert. Die
Ligation des Gens fdh erfolgte danach. Ebenso wie bei B. megaterium lagen hier die
Gene fdh und /badh in einem Operon und verfligten je Uber eine eigene Ribosomen-
bindestelle. Der Expressionsvektor zur gleichzeitigen heterologen Genexpression von
fdh und lbadh in C. glutamicum erhielt die Bezeichnung: pEKEx2-fdh-/badh (Abbildung
3.7).

RBS RBS

AAGGAGATA AAGGAGATA

— Promotor P,

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des Operons zur IPTG-induzierbaren Expression
der Gene fdh und lbadh in C. glutamicum.

3.1.5 Stamm B. megaterium pARBm-fdh-mdh

Nach Fertigstellung der rekombinanten Plasmide wurden vier verschiedene Stamme
von B. megaterium transformiert und einer Expressionsanalyse unterzogen. Ziel dieser
Untersuchung war die Ermittlung des Bakterienstammes mit den jeweils hochsten En-
zymaktivtitaten; dieser Stamm sollte danach fiir die Biotransformation eingesetzt wer-
den. Es wurden folgende Stamme von B. megaterium untersucht: WH320 (Wagner
u.a., 2000) , WH323 (Schmiedel u. a., 1997), WH418 (Wagner u. a., 2000) und MS941
(Wittchen und Meinhardt, 1995). Die Expressionsanalyse erfolgte im Rahmen einer Di-
plomarbeit von Andreas Roth, TU Braunschweig, und lieferte das Ergebnis, dass B.
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megaterium MS941 die héchsten Enzymaktivitiaten fiir die FDH und MDH aufwies. Im
folgenden Ergebnisteil sind die Resultate der Expressionsanalyse dargestellt, die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden.

Nach einer Induktionszeit von 6 Stunden konnte flir die FDH eine maximale, spezifische
Aktivitat von 0,9 U/mg Protein bestimmt werden. Diese Aktivitat lag in einer GréBenord-
nung, die bereits vorher fir rekombinante Stamme von E. coli gemessen wurde (Ernst
u.a., 2005; Kaup u. a., 2004). Fiir die MDH konnte nach 6 Stunden Induktionszeit eine
spezifische Aktivitat von 2,6 U/mg Protein gemessen werden. Die Aktivitat der MDH war
somit 2,9 fach héher als die Aktivitat der FDH. Im Vergleich zu rekombinanten Stammen
von E. coli war die spezifische Aktivitat der MDH bis ca. 5-fach geringer (Kaup u. a.,
2004).

3.1.6 Stamm B. megaterium pARBm-fdh-mdh pHBIntE-g/f

Die Koexpression des Gens glfdiente dem Zweck, die D-Frukioseaufnahmerate in das
Zytoplasma zu erhdhen und somit die Produktivitat der Zellen zu steigern. Flir B. me-
gaterium wurde bereits ein Genlocus beschrieben, der méglicherweise fir eine PTS-
unabhéngige D-Fruktose-Permease kodiert. Die exakte Funktion dieses Proteins wur-
de von den Autoren allerdings nicht ermittelt (Chiou u. a., 2002). Die Fahigkeit von B.
megaterium zur PTS-unabhangigen Aufnahme von D-Glukose und D-Fruktose konnte
bereits gezeigt werden (Wagner u. a., 2000). Um die D-Fruktoseaufnahmerate der Zel-
len zu erhéhen, sollte der heterologe D-Glukose/D-Fruktose Facilitator aus Z. mobilis
exprimiert werden. Um die Transportaktivitat von GLF flir D-Fruktose (iber die Zytoplas-
mamembran flir B. megaterium nutzbar zu machen, wurde das Gen g/fin den Bacillus-
Expressionsvektor pHBINtE ligiert und konnte so exprimiert werden. Beide Plasmide
wurden in B. megaterium MS941 transformiert und die in vitro Enzymaktivitaten der
FDH und der MDH dieses Stammes bestimmt.

Durch die Koexpression des Gens g/f sank die spezifische Aktivitdt der FDH von 0,9
U/mg Protein auf 0,7 U/mg Protein. Die Aktivitat der MDH sank ebenfalls von 2,6 U/mg
Protein auf 2,2 U/mg Protein. Offensichtlich fiihrte die Koexpression von gif zur Reduk-
tion der Expressionslevel fiir die Gene fdh und mdh. Fiir die Gewinnung von D-Mannitol
aus D-Fruktose mittels reduktiver Ganzzellbiotransformation standen somit die beiden
Biokatalysatoren B. megaterium pARBm-fdh-mdh und B. megaterium pARBm-fdh-mdh
pHBINntE-g/f zur Verfligung. Bei beiden Stamme wurde unter Biotransformationsbedin-
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gungen die Produktivitat und Stabilitat der Enzyme, sowie die Stabilitat der intrazel-
lularen NAD(H)-Konzentration untersucht.

3.1.7 Stamm B. megaterium pCBBm-fdh-Ibadh

Als zweite Produkt-bildende Dehydrogenase wurde die (R)-spezifische Alkoholdehy-
drogenase LBADH wahrend der Biotransformation mit B. megaterium eingesetzt. Die
LBADH erkennt sowohl NADPH, als auch NADH als Kofaktor und bevorzugt NADPH
mit einem zehnfach kleineren Ky-Wert gegentiber NADH (Miiller u. a., 2005c¢). Da die
FDH strikt NAD* abhangig ist, steht Uber dieses Redoxsystem ausschlie3lich NADH zu
Verfigung. Dennoch konnte bereits fiir rekombinante Stamme von E. coli gezeigt wer-
den, dass der Redoxzyklus aus FDH und LBADH zu dieser effizienten Biotransforma-
tion eingesetzt werden kann (Ernst u. a., 2005). Bei B. megaterium lag die spezifische
Aktivitat der FDH bei 0,7 U/mg Protein. Die spezifische Aktivitat der LBADH lag bei
Nutzung des Kofaktors NADH bei 0,68 U/mg Protein und bei 6,9 U/mg Protein bei der
Verwendung von NADPH als Reduktionsdquivalent. Im Gegensatz zum D-Mannitol pro-
duzierenden Stamm wurden im Fall von B. megaterium pCBBm-fdh-Ibadh keine Maf3-
nahmen zur Steigerung des Stofftransportes (iber die Membran unternommen. In der
Literatur wird die Meinung vertreten, dass hydrophobe Agenzien wie Methylacetoacetat
membrangangig sind (Walton und Stewart, 2004).

3.1.8 Stamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh

Die Expression des Gens fdh aus M. vaccae N10 in C. glutamicum erbrachte eine En-
zymaktivitat von 0,3 U/ mg Protein und lag damit deutlich unter dem Wert in B. mega-
terium. Fiir die MDH konnte eine spezifische Aktivitat von 7,1 U/ mg Protein gemessen
werden. Abbildung 3.8 im Anhang zeigt ein SDS-Gel mit den jeweiligen Banden der Pro-
teine FDH und MDH. Somit stand auch von C. glutamicum ein Stamm zur Verfligung,
der fir die Biotransformation genutzt werden konnte.

3.1.9 Stamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEXx2-gIf

Zur Steigerung der D-Fruktoseaufnahmerate, wurde das Gen g/f auch in C. glutami-
cum koexprimiert. Diese Koexpression hatte einen deutlichen Einfluss auf die Enzy-
maktivitdten der beiden Dehydrogenasen. Die spezifische Aktivitdt der FDH sank auf
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Abbildung 3.8: Abbildung eines SDS-Gels mit den Proteinbanden der FDH und MDH (GrdéBen-
angaben in kD)

0,1 U/mg Protein und die spezifische Aktivitat der MDH sank auf 2,8 U/mg Protein ab.
Wie bei B. megaterium fiihrte die Koexpression des Facilitatorgens zur Absenkung der
Expressionslevel beider Dehydrogenasen.

3.1.10 Stamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-lbadh

Fir die Biotransformation von prochiralen Ketonen zu sekundaren Alkoholen sollten
auch rekombinante Zellen von C. glutamicum eingesetzt werden. Bevor der Stamm C.
glutamicum pEKEx2-fdh-lbadh in der Biotransformation eingesetzt wurde, wurde eine
Expressionsanalyse fir die Gene fdh und /badh durchgefihrt. Fir die FDH konnte nach
einer Induktionszeit von 5 Stunden eine in vitro Enzymaktivitat von 0,12 U/mg Protein
gemessen werden; die Aktivitat lag somit deutlich niedriger als bei B. megaterium. Fiir
die LBADH konnte bei Nutzung des Kofaktors NADH eine Enzymaktivitat von 0,4 U/mg
Protein gemessen werden. Bei Nutzung des Kofaktors NADPH war eine 10-fach hdhe-
re Aktivitdt messbar; diese betrug 4 U/mg Protein und hatte ein vergleichbares Niveau
wie bei B. megaterium. Somit stand auch von C. glutamicum ein rekombinanter Stamm
zur Verfligung, der zur Gewinnung chiraler Alkohole eingesetzt werden konnte.

Zur Gewinnung von D-Mannitol und MHB standen von den Spezies B. megaterium
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Tabelle 3.1: Ubersicht (ber die Enzymaktivititen der rekombinanten Stdmme, die fir die
Biotransformation eingesetzt wurden. Die Enzymaktivitaten sind in U/mg Protein angegeben.

Stamm | FDH | MDH | LBADH (NADH) | LBADH (NADPH) |
B. megaterium pARBm-fdh- | 0,9 | 2,6 - -
mdh

B. megaterium pARBm-fdh- | 0,7 2,2 - -
mdh pHBIntE-glf

B. megaterium pCBBm-fdh- | 0,7 - 0,68 6,9
Ibadh

C. glutamicum pEKEx2-fdh- | 0,3 7.1 - -
mdh

C. glutamicum pEKEx2-fdh- | 0,1 28 - -
mdh pVWEx2-glf

C. glutamicum pEKEx2-fdh- | 0,1 - 0,4 4,0
Ibadh

und C. glutamicum jeweils drei Stdmme zur Verfilgung. Wéhrend die spezifische Akti-
vitat der FDH bei B. megaterium zwischen 0,7 bis 0,9 U/mg Protein lag, konnten fiir C.
glutamicum lediglich spezifische Aktivitdten zwischen 0,1 bis 0,3 U/mg Protein erzielt
werden (Tabelle 3.1). In allen 6 rekombinanten Stammen war die spezifische Aktivitat
des Produkt-bildenden Enzyms hoher als die Aktivitat der FDH. Somit konnte erwar-
tet werden, dass der Redoxzyklus nicht durch die spezifische Aktivitat der Produkt-
bildenden Dehydrogenase (MDH bzw. LBADH) limitiert sein wiirde.

3.2 D-Mannitolbildung mit B. megaterium

Der Stamm B. megaterium MS941 pARBm-fdh-mdh wurde nach der Analyse der Enzy-
maktivitaten auf seine Fahigkeit zur Bildung von D-Mannitol unter ruhenden Bedingun-
gen untersucht. Ruhende Zellen von B. megaterium MS941 pARBM-fdh-mdh produ-
zierten innerhalb von 24 Stunden Biotransformation 20-21 g I=' D-Mannitol (Abbildung
3.9). Dabei zeigten die Zellen eine konstante Produktbildungsrate von 1,6 mmol D-
Mannitol pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde bei einer Ausbeute von Y p_ yannitol/ - Fruktose
= 0,91 mol%. Die Auswertung der CO, Entwicklung erbrachte eine nahezu equimola-
re CO,-Bildungsrate von 1,54 mmol CO, pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde.
Dieses Resultat zeigte, dass rekombinante Zellen von B. megaterium in der Lage wa-
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Abbildung 3.9: D-Mannitolkonzentration (M) und spezifische D-Mannitolbildungsrate (e) bei
ruhenden Zellen des Stammes B. megaterium pARBm-fdh-mdh wahrend der Biotransformation
(500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-
Fruktose, 3 M Ameisenséaure, 30°C, pH 6,5)

ren, die Substrate Formiat und D-Fruktose Uber die Zellmembran zu transportieren und
ebenso D-Mannitol aus dem Zytoplasma in das Biotransformationsmedium zu sekre-
tieren. Bei dem Aufnahmesystem fir D-Frukiose muf3 es sich um einen Transporter
oder eine Gruppe von Transportern handeln, die D-Fruktose ohne Phosphorylierung
aufnehmen, da nur freie D-Fruktose im Zytoplasma ein Substrat fiir die MDH ist. B.
megaterium wies gegeniiber dem rekombinanten D-Mannitolproduzenten von E. coli
(Kaup u.a., 2004) bereits zwei deutliche Unterschiede auf. 1. B. megaterium konnte
D-Fruktose, ohne Koexpression eines heterologen Zuckertransporters, unphosphory-
liert aufnehmen und 2. B. megaterium zeigte eine konstante Produktbildungsrate tber
mindestens 24 Stunden.

Durch die Koexpression des D-Glukosefacilitatorgens gif aus Z. mobilis in E. coli konn-
te ein effizienter D-Mannitolproduzent mit hoher Anfangsaktivitat erzielt werden. Um
den Effekt von GLF auf die Produktivitat von B. megaterium zu untersuchen, wurde der
Stamm B. megaterium MS941 pARBm-fdh-mdh pHBIntE-glf in der Biotransformation
eingesetzt. Die Koexpression des Gens glfzeigte im Gegensatz zu E. colieinen nur ge-



36 3 Ergebnisse

25 2 T

i ol

M ‘._._4;:7' | 1’8 §

20 16 =2

2

= i c

'5 1,4 5

— =

g 15 2 =

5 + 1 E

= E
o

10 08 o

S

106 @

5

5 04 B

2

+ 0,2 _g

0 T T T T 0 m

0 5 10 15 20 25
Zeit [h]

Abbildung 3.10: D-Mannitolkonzentration (M) und spezifische Mannitolbildungsrate (e) mit
ruhenden Zellen des Stammes B. megaterium pARBm-fdh-mdh pHBINtE-glf wéhrend der
Biotransformation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Ti-
tration mit 3 M D-Fruktose, 3 M Ameisenséure, 30°C, pH 6,5)

ringen Effekt auf die Produktbildungsrate (Abbildung 3.10). Nach 24 Stunden Biotrans-
formation wurde eine D-Mannitolkonzentration von 22-24 g I-' D-Mannitol erzielt. Auch
dieser Stamm zeigte eine konstante Produktbildungsrate von 1,9 mmol D-Mannitol pro
Gramm Zelltrockengewicht und Stunde bei einer Ausbeute von Y p_annitol/ D—Fruktose =
0,92 mol%. Der Vergleich beider B. megaterium-Stamme zeigte, dass die Koexpressi-
on von gif eine Produktivitatssteigerung um den Faktor 1,6 erbrachte. Im Vergleich zum
D-Mannitolproduzenten von E. coli ist diese Steigerung allerdings sehr gering. In E.
coli fuhrte die Koexpression von gif zu einer Steigerung der Produktivitat um den Fak-
tor 100 (10 mM Endkonzentration gegeniber 1 M Endkonzentration). Vermutlich wurde
das Gen gl/fin B. megaterium nur schwach funktionell exprimiert.

Durch die Expression des Gens fiir die FDH und eines Gens fiir eine MDH konnte in
B. megaterium ein reduktiver Zyklus zur Gewinnung von D-Mannitol etabliert werden.
Die Ganzzelbiokatalysatoren zeigten dabei konstante und gut reproduzierbare Produk-
tivitaten.
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Bei Biotransformationen mit runhenden Zellen von E. coli konnte eine Verringerung des
NAD(H)-Pools der Zellen beobachtet werden (Kaup, 2004; Walton und Stewart, 2002).
Dies war bei diesen Stammen der limitierende Faktor fiir die Biotransformation. In die-
sem Zusammenhang sollte die Stabilitat von B. megaterium wahrend der Biotransfor-
mation bestimmt werden. Da die Verfligbarkeit von Kofaktoren flir den Redoxzyklus es-
sentiell ist, wurde der NAD(H)-Gesamtpool der Zellen sowohl enzymatische, als auch
chromatografisch wahrend der Biotransformation bestimmt (Abbildung 3.11). Zusatzlich
wurde der zytoplasmatische pH-Wert wahrend der Biotransformation bestimmt. Einige
Autoren beschreiben den Effekt einer pH-Wert Erniedrigung des Zytoplasmas durch
CO,-Entwicklung bzw. Anwesenheit von Formiat (Kell u.a., 1981). Hierdurch kann es
zur Inhibierung von Enzymaktivitaten kommen. Dieser Effekt ware im Hinblick auf die
Langzeitstabilitat der Biokatalysatoren nicht erwiinscht. Im Vordergrund der folgenden
Untersuchungen stand daher die Bestimmung des NAD(H)-Pools und die Ermittlung
des zytoplasmatischen pH-Wertes der Zellen wahrend der Biotransformation. Mit die-
sen Bestimmungen sollte ermittelt werden, ob B. megaterium als Wirtsorganismus fiir
Ganzzellbiotransformationen mit dem Anspruch der Langzeitstabilitat geeignet ist. Wie
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Abbildung 3.11: NAD(H)-Pool durch HPLC Bestimmung (Hl) und Cycling Assay (e) bei ruhen-

den Zellen des Stammes B. megaterium pARBm-fdh-mdh pHBIntE-glf wahrend der Biotrans-

formation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit

3 M D-Fruktose, 3 M Ameisensaure, 30°C, pH 6,5)
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in Abbildung 3.11 zu sehen ist, zeigten ruhende Zellen von B. megaterium wahrend
der ersten 24 Stunden der Biotransformationtiberprifen einen konstanten NAD(H)-Pool
zwischen 1,1 - 1,4 mM. Die Berechnung der intrazellularen Konzentration erfolgte mit
Hilfe des zuvor bestimmten zytoplasmatischen Volumens von B. megaterium (2,6 ul pro
Gramm Zelltrockengewicht). Die gemessene NAD(H)-Pool GroBe bewegte sich in der
gleichen GroBenordung, die bereits zuvor fir Zellen von B. megaterium bestimmt wur-
de (Setlow und Setlow, 1977). Ein Verlust von NAD(H) konnte fiir beide rekombinanten
Stamme von B. megaterium nicht nachgewiesen werden. Wéhrend der Biotransfor-
mation stand somit eine gleichbleibende Konzentration an Kofaktoren zur Verfligung
und trug neben stabilen Enzymaktivitaten zu einer konstanten Produktbildungsrate der
Zellen bei (Abbildungen 3.9 und 3.10). Aus diesem Ergebnis konnte geschlossen wer-
den, dass wahrend der Biotransformation innerhalb des beobachteten Zeitraums keine
Abnahme des intrazellularen NAD(H)-Pools auftraten. Auch in diesem Verhalten unter-
scheidet sich B. megaterium von dem rekombinanten D-Mannitolproduzenten von E.
coli.

Das Verhaltnis zwischen NADH und NAD*, 1483t Riickschliisse darauf zu, welche der
beiden Dehydrogenasen den Redoxzyklus in vivo limitiert. Wahrend der ersten 30 Minu-
ten der Biotransformation mit B. megaterium pARBm-fdh-mdh pHBIntE-glf zeigte sich
eine Verschiebung des Redoxverhaltnisses zugunsten von NADH. Etwa 60-70% des
NAD(H)-Pools lagen in der reduzierten Form vor (Abbildung 3.12). Das Ergebnis zeig-
te, dass der Redoxzyclus in vivo nicht durch die Aktivitat der FDH limitiert war. Trotz der
héheren in vitro-Aktivitdt der MDH, war der NADH-Pool signifikant hoher als der NAD*-
Pool. Dieser Befund konnte mit einer limitierenden Konzentration unphosphorylierter
D-Fruktose erklart werden. Die Ermittlung der intrazellularen D-Fruktosekonzentration
lieferte Werte im Bereich von 30-50 mM und lag somit im Bereich des Ky-Wertes von
D-Fruktose fiir die MDH (44 mM) (Kaup u. a., 2004). Eine gezielte Stammverbesserung
sollte sich daher auf eine Erhéhung der Aufnahmerate fiir D-Fruktose fokussieren; eine
Erhéhung spezifischer Enzymaktivitaten der beiden Dehydrogenasen flhrt vermutlich
nicht zu einem effizienteren Biokatalysator. Durch Uberexpression des D-Glukose/D-
Fruktosefacilitatorgens g/f konnte in B. megaterium diese D-Fruktose-Limitierung aller-
dings nicht (ilberwunden werden.

Zur Regenerierung von NADH in vivo wurde die katalytische Aktivitat der FDH genutzt.
Die Bildung von Kohlendioxid kann zum Absinken des zellinternen pH-Wertes und zur
Inhibierung von Enzymen fiihren (Mitz, 1979). Niedrige pH-Werte (< 5) fordern zudem
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Abbildung 3.12: Verhéltnis von NAD* (schwarze Balken) und NADH (graue Balken) bei ruhen-
den Zellen des Stammes B. megaterium pARBm-fdh-mdh wahrend der Biotransformation (500
mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-Fruktose,
3 M Ameisenséaure, 30°C, pH 6,5)

die chemische Degradierung von Reduktionsaquivalenten wie NADH (Schroder, 2003).
Die Bestimmung des NAD(H)-Pools zeigte eine konstante PoolgréBe lber einen Zeit-
raum von mindestens 24 Stunden; ein Hinweis dafir, dass der intrazelluldare pH-Wert
nicht unter pH 5 lag. Es wurde wahrend der Biotransformation der pH-Wert des Zyto-
plasmas bestimmt (Abbildung 3.13). Zellen der rekombinanten Stamme B. megaterium
pARBm-fdh-mdh und B. megaterium pARBm-fdh-mdh pHBIntE-g/f wurden ber einen
Zeitraum von 120 Minuten einer Bestimmung des zytoplasmatischen pH-Wertes un-
terzogen. Zu Beginn der Biotransformation lag der zytoplasmatische pH-Wert bei 7,3.
Innerhalb der ersten 30 Minuten wahrend der Biotransformation sank der zytoplasma-
tische pH-Wert auf einen Wert von ca. 6,5 (+ 0,1) und sank somit auf den pH-Wert des
Biotransformationspuffers ab. Dieser pH-Wert lag im physiologischen Bereich (pH 5,5-
8) und flihrte nicht zu einer Inhibierung der Enzymaktivitdten der FDH und MDH. Dieses
Phanomen war damit erklarbar, dass nicht das Formiat, sondern die Ameisensaure die
Membran frei passieren konnte und somit ein Proton in die Zelle eingetragen wurde.
Die Ameisensidure wirkte dabei als Entkoppler, bis der intrazelluldre und extrazellulare
pH-Wert aquivalent war (Cherrington u. a., 1991).
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Abbildung 3.13: Zytoplasmatischer pH-Wert bei ruhenden Zellen des Stammes B. megaterium
pARBm-fdh-mdh wahrend der Biotransformation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100
mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-Fruktose, 3 M Ameisenséure, 30°C, pH 6,5)

3.3 D-Mannitolbildung mit C. glutamicum

Zur Gewinnung von D-Mannitol mittels reduktiver Biotransformation wurden rekombi-
nante Zellen von C. glutamicum ATCGC 13032 eingesetzt (Kapitel 3.1.8). Zellen von C.
glutamicum pEKEXx2-fdh-mdh wurden unter identischen Bedingungen wie B. megate-
rium inkubiert und produzierten 16 g I=! D-Mannitol innerhalb von 24 Stunden. Der
Stamm zeigte bei einer konstanten D-Mannitolbildungsrate von 1,2 mmol D-Mannitol
pro Zelltrockengewicht und Stunde eine Ausbeute von Y p_uannitol/ D Fruktose = 0,88 mol%
(Abbildung 3.14). Die Resultate der Biotransformation mit B. megaterium haben ge-
zeigt, dass die geringe D-Fruktoseaufnahmerate in die Zellen die Produktionsrate limi-
tierte. Beide rekombinanten Spezies produzierten zwischen 16 und 20 g I=' D-Mannitol.
Ebenso wie bei B. megaterium wurde der Effekt von GLF auf die Produktivitdt von C.
glutamicum wahrend der Biotransformation gemessen. Durch die Koexpression von
glf konnte die Produktivitat der Zellen um das 5,5 fache gesteigert werden und C.
glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEXx2-glf produzierte bei einer konstanten Produkt-
bildungsrate von 6,86 mmol D-Mannitol pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde 87
g I”' D-Mannitol. Die Ausbeute dieser Biotransformationen betrug Y p_wannitol/ 0— Fruktose
= 0,92 mol%. Die Kohlendioxid-Bildungsrate lag mit 6,1 mmol CO, pro Gramm Zell-
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Abbildung 3.14: D-Mannitolkonzentration (M) und spezifische Mannitolbildungsrate (e) bei ru-
henden Zellen des Stammes C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh wéhrend der Biotransformation
(500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-
Fruktose, 3 M Ameisenséaure, 30°C, pH 6,5)

trockengewicht und Stunde in der gleichen GréBenordnung und untermauerte das fast
equimalore Verhaltnis zwischen Formiatverbrauch und D-Mannitolbildung (Abbildung
3.16). Die rekombinanten Stamme C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh und C. glutamicum
pEKEx2-fdh-mdh pVWEXx-glf zeigten eine konstante Produktbildungsrate, was darauf
hindeutete, dass die Substrataufnahme in die Zelle mit konstanter Rate erfolgte.

Einige Autoren beschrieben, dass durch Supplementation von Kofaktoren in das Biotrans-
formationsmedium die Produktivitat der Zellen gesteigert bzw. nach einem Abfall wieder
erhdht werden kann (Kaup, 2004). Versuche bei denen C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh
pVWEXx2-g/f extrazellular mit NAD* supplementiert wurde (5-10 mM Endkonzentration)
zeigten innerhalb von 24 Stunden keine Veranderung der spezifischen Produktivitat
der Zellen. Da die Zellen auch keine Kofaktoren verlieren (Abschnitt 3.3) kann der
Schluss gezogen werden, dass die Zellen innerhalb der 24-stiindigen Biotransforma-
tion vollstandig intakt waren und keine Anzeichen von Permeabilisierung aufwiesen.
Dies liefert auch die Erkenntnis, dass sowohl D-Fruktose, als auch D-Mannitol (iber die
Zytoplasmamembran transportiert wird und C. glutamicum offensichtlich Transporter
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Abbildung 3.15: D-Mannitolkonzentration (M) und spezifische Mannitolbildungsrate (e) bei ru-
henden Zellen des Stammes C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEXx-glfwahrend der Biotrans-
formation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit
3 M D-Fruktose, 3 M Ameisensaure, 30°C, pH 6,5)

dafiir besitzt. Einige Autoren beschrieben eine Steigerung der Produktiviat von Ganz-
zellbiokataylsatoren durch gezielte Permeabilisierung (Toluol, CTAB) mit dem Ziel des
erleichterten Stofftransports (iber die Membran (Chen, 2007). Derartige Ansatze wurde
in dieser Arbeit nicht verfolgt, da alle Untersuchungen mit intakten Zellen durchgefiihrt
werden sollten.

Unter den getesteten rekombinanten Stdmmen von B. megaterium und C. glutamicum
zeigte der Stamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-gIf die héchste spezifi-
sche Produktbildungsrate. Daher wurden mit diesem Stamm repetitive Biotransforma-
tionen durchgefiihrt. Diese Untersuchungen sollten klaren, wie sich die Stabilitat der
Zellen und somit der Produktivitat Ober einen Zeitraum von mehreren Tagen verhielt.
Die Biotransformation wurde wie zuvor beschrieben durchgefihrt. Nach 24 Stunden
Biotransformation wurden die Zellen abzentrifugiert und erneut in frischem Reaktions-
puffer resuspendiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, sodass die Zellen in
einem insgesamt viermaligen Ansatz (iber einen Zeitraum von 4 Tagen (96 Stunden)
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Abbildung 3.16: CO, Bildungsrate bei ruhenden Zellen des Stammes C. glutamicum pEKEx2-
fdh-mdh pVWEx2-gif wahrend der Biotransformation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat,
100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-Fruktose, 3 M Ameisenséure, 30°C, pH 6,5)

zur Biotransformation eingesetzt wurden. Fiir jeden 24-stiindigen Abschnitt wurde die
Produktivitat der Zellen bestimmt. Im Verlaufe der repetitiven Anséatze zeigte sich Giber
einen Zeitraum von 4 Tagen ein leichter, aber signifikanter Abfall der spezifischen Pro-
duktivitdt von 6,48 mmol D-Mannitol pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde auf
4,78 (-27%) D-Mannitol pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde (Abbildung 3.17).
Dies entsprach einem Produktivitatsverlust von 0,02 mmol D-Mannitol pro Gramm Zell-
trockengewicht und Stunde. Im Gegensatz zu rekombinanten D-Mannitolproduzenten
von E. coli kann C. glutamicum zur Langzeitproduktion bei nur moderaten Produkti-
vitatsverlusten eingesetzt werden. Dieses Resultat zeigte deutlich, dass der Aminosaure-
produzent C. glutamicum als Wirtsorganismus fiir Biotransformationen sehr gut einge-
setzt werden kann. Der leichte Abfall an Produktivitat kann mit natlrlicher Zelllyse (Ng-
wenya, 2007) erklart werden.

Die Bestimmung des NAD(H)-Gesamtpools sollte klaren, ob die Zellen wahrend der
Biotransformation den Kofaktor verlieren und so der Redoxzyklus limitiert wird. Beide
rekombinanten Stamme von C. glutamicum zeigten eine GesamtpoolgréfBe von 2,6-
2,8 mM, die sich (ber einen Zeitraum von 24 Stunden wéahrend der Biotransformati-
on nicht veranderte (Abbildung 3.18). C. glutamicum zeigte beziiglich seines NAD(H)-
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Abbildung 3.17: Repetitive Biotransformation mit ruhenden Zellen des Stammes C. glutamicum
pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-gIf wéhrend der Biotransformation (500 mM D-Fruktose, 250 mM
Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-Fruktose, 3 M Ameisenséaure, 30°C,
pH 6,5)

Pools wéahrend der Biotransformation die gleiche Stabilitat wie Zellen von B. megate-
rium. Die Messungen lieferten zudem das Resultat, dass der NAD(H)-Gesamtpool bei
C. glutamicum um den Faktor zwei hoher war als bei B. megaterium. Die gemessenen
PoolgréBen bei beiden Spezies deckten sich sehr gut mit bereits publizierten Werten
(Moritz u. a., 2002; Setlow und Setlow, 1977). Bei beiden Spezies konnte kein Verlust
von Kofaktoren wahrend der Biotransformation gemessen werden. Damit sind beide
Spezies im Hinblick auf die Langzeitstabilitat unter den getesteten Bedingungen geeig-
nete Wirtsorganismen flr die Biotransformation.

Die Bestimmung des NAD*/NADH- Verhaltnisses in den Bakterien sollte Aufschliisse
dartber liefern, durch welche Dehydrogenase der Redoxzyklus in seiner Aktivitat limi-
tiert ist. Bei B. megaterium zeigte sich ein bis 70% reduzierter NAD(H)-Pool, da der
Redoxzyklus durch geringe D-Fruktosekonzentrationen (30-50 mM) limitiert war. Bei
rekombinanten Stammen von C. glutamicum konnte ein vergleichbares Resultat ermit-
telt werden: innerhalb weniger Minuten nach Beginn der Biotransformation stellte sich
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Abbildung 3.18: NAD(H)-Pool bei ruhenden Zellen des Stammes C. glutamicum pEKEx2-fdh-
mdh pVWEx2-glf wahrend der Biotransformation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100
mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-Fruktose, 3 M Ameisenséure, 30°C, pH 6,5)

. Die Bestimmung erfolgte durch HPLC (M) und Cycling Assay (e)

ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen NAD* und NADH ein, das im weiteren Verlauf
der Biotransformation erhalten blieb (Abbildung 3.19). Der Redoxzyklus in C. glutami-
cum war trotz der deutlich geringeren in vitro Aktivitat der FDH (9-fach geringer als bei
B. megaterium) in der Lage ca. 50% des NAD(H)-Pools aufzureduzieren. Aus diesem
Ergebnis konnte der Schluss gezogen werden, dass bei beiden Spezies der Redoxzy-
clus durch zu geringe in vivo D-Fruktosekonzentrationen limitiert war. Die Koexpression
von gif erhdhte die Produktivitat von C. glutamicum um das 5,5 fache; der 50% aufre-
duzierte NAD(H)-Pool zeigte allerdings, dass die D-Fruktose-Konzentration dennoch zu
gering war, um den Redoxzyklus mit maximaler Umsatzrate ablaufen zu lassen. In die-
sem Falle ldge nahezu der gesamt NAD(H)-Pool in der oxidiertern Form NAD* vor, da
bei Substratiiberschuss die FDH im Gegensatz zur MDH die geringere Enzymaktivitat
aufweist und somit NADH schneller oxidiert, als NAD* reduziert wird.

Vergleichbar zu den rekombinanten Stdmmen von B. megaterium sank in den ersten
30 Minuten der Biotransformation der zytoplasmatische pH-Wert von C. glutamicum
auf pH 6,5 ab und entsprach somit dem pH-Wert des Biotransformationsmediums. Die-
ser Effekt war auch fiir den D-Mannitolbildner E. coli pET24(+)-fdh-mdh pZY507-glf zu
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Abbildung 3.19: Verhéltnis von NAD* (schwarze Balken) und NADH (graue Balken) bei ruhen-
den Zellen des Stammes C. glutagmicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-gif wahrend der Biotrans-
formation (500 mM D-Fruktose, 250 mM Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit
3 M D-Fruktose, 3 M Ameisenséure, 30°C, pH 6,5)

beobachten (Kaup u.a., 2004). Dieser nahezu vollstandige Verlust der protonenmoto-
rischen Kraft konnte bei allen rekombinanten Stammen unter den getesteten Bedin-
gungen festgestellt werden. Im Zusammenhang mit der Langzeitstabilitdt der Zellen
herrschte wahrend der Biotransformation ein physiologischer pH-Wert in den Zellen,
der zu keiner Inhibierung oder Inaktivierung der Enzyme fiihrte.

Rekombinante Stamme von B. megaterium und C. glutamicum wurden unter ruhen-
den Bedingungen als Ganzzellbiokatalysatoren zur Reduktion von D-Fruktose zu D-
Mannitol eingesetzt. Alle untersuchten Stamme zeigten dabei unter den getesteten
Bedingungungen (iber einen Zeitraum von mindestens 24 Stunden konstante Produkt-
bildungsraten und einen konstanten NAD(H)-Pool. Im Hinblick auf einen Langzeitein-
satz der Zellen waren mit diesen beiden Eigenschaften zwei grundlegende Vorraus-
setzungen erfiillt und die rekombinanten Stamme zeigten hierin einen deutlichen Un-
terschied zu D-Mannitol produzierenden Stammen von E. coli (Kaup, 2004). Trotz un-
terschiedlicher Enzymaktivitaten hatten die rekombinanten Stamme ohne heterologen



3.3 D-Mannitolbildung mit C. glutamicum 47

A0 R
7,20 -
7,00 +-----
6,80 -

6,60 -

6,40 -

pH Wert des Zytoplasmas [-]

6,20 -

6, 00 T T T T T T |

Zeit [min]

Abbildung 3.20: Zytoplasmatischer pH-Wert bei ruhenden Zellen des Stammes C. glutamicum
pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-glf wahrend der Biotransformation (500 mM D-Fruktose, 250 mM
Formiat, 100 mM Kaliumphosphatpuffer, Titration mit 3 M D-Fruktose, 3 M Ameisensaure, 30°C,
pH 6,5)

Zuckertransporter vergleichbare Produktivitaten. In allen getesteten Stdmmen war in
den ersten Minuten der Biotransformation eine Verschiebung des Redoxverhéltnisses
zugunsten von NADH festzustellen. Dies bedeutete, dass die FDH mit ihrer gerin-
geren Aktivitat NAD* schneller reduzieren konnte als NADH von der MDH oxidiert
wurde. Diese Limitierung des Redoxzyklus ist auf eine limitierende intrazellulare D-
Fruktosekonzentration zurlickzufiihren. Messungen der zytoplasmatischen D-Fruktose-
konzentrationen wahrend der Biotransformation flihrten zu dem Resultat, dass die in-
trazelluldre D-Fruktosekonzentration in der GréBenordnung des Ky-Wertes der MDH
fir D-Fruktose ist. Das D-Glukose/D-Fruktose Facilitatorgen gif aus Z. mobilis konnte
in C. glutamicum funktionell exprimiert werden und steigerte durch eine Erhdhung der
D-Fruktoseaufnahmerate die Produktivitat der Zellen um das 5,5-fache.

Die Resultate der Biotransformation mit rekombinanten Stammen beider Spezies oh-
ne Koexpression eines heterologen D-Frukitosetransportergens lieBen die Vermutung
zu, dass die Zellen D-Frukiose ohne Phosphorylierung in das Zytoplasma aufneh-
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Tabelle 3.2: Enzymaktivitdten von FDH und MDH (U/mg Protein), Produktbildungsraten (mmol
D-Mannitol BTM—! h—') und Ausbeute (mol%)

Stamm | FDH Aktivitat | MDH Aktivitat | Rate | Ausbeute |
B. megaterium pARBm-fdh- 0.9 2,6 1,6 0,91
mdh

B. megaterium pARBm-fdh- 0,7 2,2 2,0 0,92
mdh pHBIntE-glf

C. glutamicum pEKEx2-fdh- 0,3 7.1 1,3 0,88
mdh

C. glutamicum pEKEx2-fdh- 0,1 28 6.8 0,92
mdh pVWEx2-glf

men konnten. Somit konnte erklart werden, warum die Stamme ohne heterologen D-
Fruktosetransporter in der Lage waren, mittels MDH, die nur unphosphorylierte D-
Fruktose als Substrat verwerten kann, D-Mannitol zu bilden. Zucker wie D-Glukose
oder D-Fruktose werden von Bakterien haufig Gber das hochaffine PTS-System auf-
genommen. Bei diesem Aufnahmemechanismus wird das Kohlenhydrat bei gleichzei-
tiger Phosphorylierung (iber die Zytoplasmamembran transportiert und dem Zentral-
stoffwechsel zugeflihrt. Sowohl B. megaterium als auch C. glutamicum verfligten liber
keine Enzymaktivitat zur Dephosphorylierung von D-Fruktose und somit kann ausge-
schlossen werden, dass D-Fruktose, die {iber das PTS-System aufgenommen wurde,
dem Redoxzyklus als Substrat zugeflihrt wurde. In beiden Spezies muss es daher flir
D-Fruktose einen PTS-unabhangigen Aufnahmemechanismus geben. Flir B. megate-
rium konnte bereits ein Gen identifiziert werden, das fiir einen PTS-unabhangigen D-
Fruktosetransporter kodiert (Chiou u.a., 2002). Fiir C. glutamicum ist ein Protein f(ir
einen PTS-unabhangigen D-Fruktosetransport unbekannt. Daher war es ein zusatzli-
ches Ziel dieser Arbeit, einen solchen Transporter zu identifizieren.

3.4 D-Fruktosetransport in C. glutamicum

Biotransformationen mit C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh zeigten, dass die Zellen eine
konstante Produktivitat hatten und dass durch Uberexpression von gif die Aufnahme-
rate fir D-Fruktose um den Faktor 5,5 gesteigert wurde. Aus diesem Resultat konnte
der Schlu3 gezogen werden, dass im Zytoplasma der Zellen freie D-Fruktose in signi-
fikanten Mengen vorlag und so durch die MDH zu D-Mannitol reduziert wurde. Fiir das
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Vorliegen freier D-Fruktose im Zytoplasma gibt es zwei Moglichkeiten:

1. D-Fruktose wird (iber das PTS-System aufgenommen und im Zytoplasma dephos-
phoryliert

2. es existiert ein bisher unbekannter Transportmechanismus fiir die Aufnahme von
D-Fruktose in das Zytoplasma ohne Phosphorylierung

Fir C. glutamicum konnte bisher keine D-Fruktosephosphatase-Aktivitat nachgewiesen
werden (lkeda und Nakagawa, 2003) und die Zellen verfiigen zusatzlich (iber einen un-
geklarten Mechanismus zur Ausschleusung freier D-Fruktose in das Zytoplasma (Do-
minguez und Lindley, 1996). Die konstante D-Mannitolbildungsrate von C. glutamicum
pEKEXx2-fdh-mdh zeigte, dass die Zellen (iber einen bisher unbekannten Mechanismus
freie D-Fruktose aufnehmen konnten. Die Vorgehensweise der folgenden Arbeiten lag
darin, einen Transporter in C. glutamicum zu identifizieren, der eine hohe Homologie
zu GLF hatte und als homologer Transporter in C. glutamicum fiir die Biotransformation
genutzt werden konnte.

3.4.1 D-Fruktoseaufnahme im Deletionsstamm C. glutamicum AptsF

Um zu zeigen, dass das PTS-System keinen Einfluss auf die Produktivitat von D-
Mannitol hat, wurde der Stamm C. glutamicum AptsF pEKEx-2-fdh-mdh in der Biotrans-
formation eingesetzt. Bei diesem Stamm ist das Gen pisF deletiert, so dass dieser
Stamm keine D-Fruktose mehr {iber das D-Frukiose-PTS-System aufnehmen kann.
Biotransformationen mit beiden rekombinanten Stammen zeigten nahezu gleiche Pro-
duktivitaten (14-16 g I=! nach 24 Stunden). Aus diesem Resultat muf3 der Schluss ge-
zogen werden, dass das D-Fruktose spezifische PTS keinen Einfluss auf die Konzen-
tration freier D-Fruktose im Zytoplasma von C. glutamicum hat. C. glutamicum besitzt
somit einen PTS-unabhangigen Aufnahmemechanismus fiir freie D-Fruktose.

3.4.2 Genloci Cgl0181 und Cg/3058 als mogliche D-Fruktosetransporter

Die Analyse der Gen-Datenbank von C. glutamicum ergab, dass die Genloci Cgl0181
(NCgl0178) und Cgl3058 (NCgl2953) fiir je ein Protein kodierten, das eine sehr hohe
Homologie zu GLF besitzt. Das Gen Cgl0181 mit einer Grof3e von 1473 Basenpaaren
und das Gen Cgl3058 mit einer GréBe 1527 kodieren flir membrangebundene Prote-
ine deren Funktion bisher als myo-Inositoltransporter identifiziert wurde (Krings u.a.,
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2006). In dieser Arbeit wurden beide Gene durch Datenbank gestiitzte Homologiever-
gleiche als potentielle D-Fruktose-Transporter identifiziert. Zunachst wurde Cgl0181
aus dem Genom von C. glutamicum ATCGC13032 amplifiziert und in das Expressi-
onsplasmid pVWEX2 ligiert. Ziel der Expression war es, die D-Fruktoseaufnahmerate
wahrend der Biotransformation zu steigern. Sollte das Membranprotein CGL0O181 in der
Lage sein, D-Fruktose (iber die Membran zu transportieren, so miisste dies zu einer
héheren D-Mannitolbildungsrate der Zellen fiihren. Die homologe Uberexpression von

Tabelle 3.3: Produktbildungsraten (mmol D-Mannitol BTM~! h—1) und Gesamtkonzenatration
von D-Mannitol bei verschiedenen Stammen von C. glutamicum nach 24 Stunden Biotransfor-
mation

Stamm ‘ Produktivitat ‘ D-Mannitol [mM] ‘
C. glutamicum pEKEx2 0 0

C. glutamicum pEKEx2 pVWEx2 0 0

C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh 1,30 90

C. glutamicum A Cgl0181 pEKEx2-fdh-mdh 0,58 40

C. glutamicum A Cgl3058 pEKEx2-fdh-mdh 0,46 32

C. glutamicum ACgl0181 ACgl3058 pEKEXx2-fdh-mdh 0 2

C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-Cgl0181 2,73 190

C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-Cgl3058 2,30 160

Cglo181in C. glutamicum bewirkte eine 2,3-fach héhere Produktivitat der Zellen (Tabel-
le 3.3). Die Enzymaktivitédten des Stammes C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEXx2-
Cgl0181 lagen flir die FDH bei 0,12 U/mg Protein und fiir die MDH bei 1,9 U/mg Protein
und waren damit gut vergleichbar zu den Enzymaktivitaten von C. glutamicum pEKEx2-
fdh-mdh pVWEx2-gif. Durch die Uberexpression von Cgl0181 konnte in C. glutami-
cum die Aufnahmerate flir D-Fruktose gesteigert und die Effizienz der Biokatalysa-
toren erhdht werden. Das zuvor beschriebene Membranprotein CGL0181 konnte als
D-Fruktose Transporter identifiziert werden. DNA-Microarray-Analysen haben gezeigt,
dass das Gen Cgl0181 bei Wachstum auf Inositol bis zu 12-fach hochreguliert wur-
de (Krings u. a., 2006). Der Stamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-Cgl0181
hatte eine konstante Produktbildungsrate, obwohl die Zellen sehr wahrscheinlich Gber
nahezu keine protonenmotorische Kraft mehr verfiigten (Kapitel 3.3). Daher handelte
es sich bei CGL0181 vermutlich um einen energieunabhangigen Transporter, der in die-
sem Fall die D-Fruktose wegen des hohen Konzentrationsgradienten transportierte. Die
spezifische Transportrate betrug ca. 22,7 nmol D-Fruktose pro Milligramm Zelltrocken-
gewicht und Minute und wurde anhand der Produktivitat der Zellen abgeschéatzt. Diese
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Transportrate war 2,5-fach niedriger als die Transportrate fiir D-Fruktose bei GLF. Die
markerfreie Deletionsmutante C. glutamicum ACgl0181 pEKEx2-fdh-mdh zeigte eine
konstante, spezifische D-Mannitolbildungsrate von 0,58 mmol D-Mannitol pro Gramm
Zelltrockengewicht und Stunde (40 mM nach 24 Stunden). Dies entsprach 45% der Pro-
duktivitat des Stammes C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh und zeigte, dass CGL0181 flir
die D-Fruktose-Aufnahme nicht alleine verantwortlich ist.

Da der Stamm Der Stamm C. glutamicum ACgl0181 pEKEXx2-fdh-mdh trotz der De-
letion von Cgl0181 D-Mannitol produzieren konnte, musste es einen weiteren Importer
fur D-Fruktose geben. Um zu (iberprifen, ob das Protein CGL3058, das ebenfalls eine
sehr hohe Homologie zu GLF besal3, ebenfalls D-Fruktose importieren kann, wurde
zunachst der Stamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-Cgl/3058 durch Trans-
formation gewonnen und in der Biotransformation eingesetzt. Die Analyse der Enzy-
maktivitaten erbrachte fiir die FDH eine spezifische Aktivitdt von 0,11 U/mg Prote-
in und fir die MDH eine spezifische Aktivitdt von 2,5 U/mg Protein. Dieser Stamm
hatte eine spezifische Produktbildungsrate von 2,3 mmol D-Mannitol pro Gramm Zell-
trockengewicht und Stunde. Dies entsprach einer Endkonzentration von 160 mM nach
24 Stunden Biotransformation und somit einer 1,8 fachen Steigerung der Produktivitat
gegeniiber dem Referenzstamm C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh. Die markerfreie De-
letionsmutante C. glutamicum A Cgl3058 pEKEx2-fdh-mdh hatte eine konstante, spe-
zifische Produktbildungsrate von 0,46 mmol D-Mannitol pro Gramm Zellirockengewicht
und Stunde. Dies entsprach einer Endkonzentration von 32 mM D-Mannitol nach 24
Stunden Biotransformation und entsprach 36% der Produktivitat des Referenzstam-
mes C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh. Die spezifische D-Fruktoseaufnahme-rate be-
trug ca. 19,1 nmol D-Fruktose pro Milligramm Zellirockengewicht und Minute. Dieser
Wert wurde ebenfalls anhand der Produktivitat der Zellen abgeschatzt. Dieses Resul-
tat lieB den Schluss zu, dass neben CGL0181 auch CGL3058 eine Importaktivitat fiir
D-Fruktose aufweist. In einem weiteren Experiment wurde die Doppeldeletionsmutante
C. glutamicum ACgl0181 ACgl3058 pEKEx2-fdh-mdh in der Biotransformation ein-
gesetzt. Dieser Stamm zeigte nahezu keine D-Mannitolbildung, woraus geschlossen
werden konnte, dass dieser Stamm durch die Deletion von Cgl0181 und Cgl3058 keine
unphosphorylierte D-Fruktose (bzw. PTS-unabhangig) mehr aufnehmen konnte (Tabel-
le 3.3).
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3.5 MHB-Bildung mit B. megaterium und C. glutamicum

Rekombinante Stamme von B. megaterium wurden auch zur Gewinnung des sekundaren
Alkohols MHB unter ruhenden Bedingungen eingesetzt. Das produkibildende Enzym
war hierbei die NADPH-abhangige Alkoholdehydrogenase (LBADH) aus Lactobacillus
brevis. Da dieses Enzym mit einer ca. 10-fach geringeren Spezifitit auch NADH als
Kofaktor akzeptiert (Schumacher u. a., 2006), wurde auch in diesen Stammen die FDH
zur Kofaktorregenerierung eingesetzt.

Biotransformationen mit dem Stamm B. megaterium pCBBm-fdh-Ibadh erreichten trotz
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Abbildung 3.21: Gewinnung von MHB mit B. megaterium pCBBm-fdh-lbadh mit der FDH zur
NADH Regenerierung (M) und der LBADH zur substratgekoppelten Kofaktorregenerierung mit
250 mM Isopropanol (e).

der guten Enzymaktivitaten von FDH und LBADH (Kapitel 3.1.7) innerhalb von 24 Stun-
den einen nur 10%igen Umsatz von MAA zu MHB. Dabei zeigten die Zellen eine kon-
stante Produktivitat von 72 umol MHB pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde. Nach
24 Stunden Biotransformation konnte kein Abfall der Enzymaktivitaten der FDH und
LBADH festgestellt werden. Die geringe Produktivitdt der Zellen war vermutlich auf
eine sehr langsame Aufnahme von MAA in B. megaterium zuriickzufiihren. Lipophi-
le Substanzen wie MAA oder Isopropanol werden von Bakterien meistens nicht iiber
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einen spezifischen Transporter aufgenommen, sondern passieren die Membran durch
Diffusion (Bustard u.a., 2002; Sikkema u.a., 1995). Viele Bakterienarten zeigen zu-
dem eine sehr schnelle Stressantwort, indem sie organische Lésungsmittel unspezi-
fisch aus dem Zytoplasma exportieren (Markham und Neyfakh, 2001; Neyfakh, 2002),
organische Losungsmittel abbauen (Guha u. a., 1999; Tien und Katayama, 2004) oder
durch Anderungen der Membrankomposition den Diffusionswiderstand fiir organische
Lésungmittel erhdhen (Ramos u.a., 2002). Im Fall von B. megaterium war die Auf-
nahme von MAA in das Zytoplasma vermutlich sehr ineffizient, was sich bereits mit
der schon vorher beobachteten Toleranz von B. megaterium gegeniiber Losungsmitteln
deckt (Vary, 1994). Diese Toleranz der Zellen ist fiir die Biotransformation wiinschens-
wert, da im Hinblick auf eine Langzeitbiotransformation die Zellen als stabile Biokataly-
satoren eingesetzt werden kdnnen.

Der Stamm B. megaterium pCBBm-fdh-lbadh wurde auch zur Biotransformation mit
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Abbildung 3.22: Gewinnung von MHB mit C. glutamicum pEKEx2-fdh-lbadh mit der FDH zur

NADH Regenerierung (M) und der LBADH zur substratgekoppelten Kofaktorregenerierung mit
250 mM Isopropanol (e).

substratgekoppelter Kofaktorregenerierung eingesetzt werden. Dabei regeneriert die
LBADH den Kofaktor durch Oxidation von Isopropanol (Goldberg u. a., 2007a). Zellen
von B. megaterium pCBBm-fdh-Ibadh zeigten wahrend der Biotransformation mit 250
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mM Isopropanol und 50 mM MAA eine 50%ige Substratumsetzung innerhalb von 24
Stunden (Abbildung 3.21). Die spezifische Produktivitat der Zellen betrug 360 pmol
MHB pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde. Auch bei diesen Ansatzen war kein
Abfall der Enzymaktivitat feststellbar und die Zellen waren auch unter diesen Bedin-
gungen stabil. Offenbar fiihrte die Erh6hung des Losungsmittelanteils (Isopropanol) zu
einer Steigerung der Produktivitat.

Bei der Gewinnung von MHB mit rekombinanten Stammen von C. glutamicum war
ein ahnliches Verhalten wie bei B. megaterium festzustellen. Wahrend eines Zeitraums
von 24 Stunden hatten Zellen des Stammes C. glutamicum pEKEx2-fdh-mdh bei der
Umsetzung von MAA zu MHB eine konstante Produktbildungsrate von 98 ymol MHB
pro Gramm Zelltrockengewicht und Stunde. Auch hier wurde die Produktivitat der Zel-
len vermutlich durch geringe Substratkonzentrationen im Zytoplasma limitiert. Durch
eine Erhéhung des Losungsmittelanteils sollte Gberprift werden, ob die Produktivitat
der Zellen durch eine Verbesserung der Substrataufnahme erzielt werden kann. Bei

Tabelle 3.4: Enzymaktivititen von FDH und LBADH (U/mg Protein), MHB-Bildungsraten (zmol
MHB BTM-'! h—'). Die Kofaktorregenerierung erfolgte entweder durch Oxidation von Formiat
oder Isopropanol

| Stamm | FDH | LBADH (NADH) | LBADH (NADPH) | Rate |

B. megaterium pARBm-fdh- | 0,70 0,68 6,90 72
Ibadh (Formiat)

B. megaterium pARBm-fdh- | 0,70 0,68 6,90 360
Ibadh (Isopropanol)

C. glutamicum pEKEx2-fdh- | 0,12 0,40 4,00 96
Ibadh (Formiat)

C. glutamicum pEKEx2-fdh- | 0,12 0,40 4,00 460
Ibadh (Isopropanol)

der substratgekoppelten Kofaktorregenerierung mittels 250 mM Isopropanol konnte ein
80%iger Umsatz des Substrates innerhalb von 24 Stunden erzielt werden und die spe-
zifische Produktbildungsrate betrug 460 umol pro Gramm Zelltrockengewicht und Stun-
de. Trotz deutlich unterschiedlicher FDH-Aktivitdten zeigten beide rekombinanten Spe-
zies vergleichbare Produktivitaten. Dies ist, ahnlich wie bei der D-Mannitolbildung ein
Hinweis darauf, dass der Redoxzyklus Substrat-limitiert ist. Lage keine Substratlimi-
tierung vor, so hatte der B. megaterium-Stamm aufgrund seiner hdheren spezifischen
Enzymaktivitaten eine deutlich hdhere Produktivitat als C. glutamicum. In beiden Fallen
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kénnte die Substratlimitierung mit einem langsamen Substrattransport (iber die Zyto-
plasmamembran erklart werden.

Es zeigte sich, dass auch rekombinante Stdmme von C. glutamicum dank ihrer To-
leranz gegeniliber Lésungsmitteln fiir zukiinftige Biotransformationen auf dem Gebiet
sekundaren Hydroxyverbindungen als Wirtsorganismen gut geeignet sind.






4 Diskussion

4.1 Gewinnung von D-Mannitol mittels Ganzzellbiotransformation

Der chirale Zuckeralkohol D-Mannitol wird industriell zur Zeit durch chemische Re-
duktion von D-Glukose/D-Fruktose-Gemischen gewonnen (Makkee u. a., 1985). Erste
mikrobielle Verfahren nutzten die Fahigkeit heterofermentativer Milchsaurebakterien,
D-Fruktose zu D-Mannitol zu reduzieren (Soetaert u.a., 1999). In beiden Fallen ent-
stehen unerwiinschte Nebenprodukte (Sorbitol, Laktat, Acetat), die haufig eine teure
Aufarbeitung zur Folge haben (von Weymarn u. a., 2003). In einem Ganzzellbiotrans-
formationsansatz mit rekombinanten Zellen von E. coli konnte durch Expression eines
MDH-Gens und eines Gens fiir die FDH ein Stamm gewonnen werden, der die Re-
duktion von D-Mannitol aus D-Fruktose ohne Bildung von Nebenprodukten katalysierte
(Kaup u.a., 2004). Das Gen flrr die Mannitol-2-Dehydrogenase stammte hierbei aus
dem heterofermentativen Milchsaurebakterium L. pseudomesenteroides.

Die MDH aus L. pseudomesenteroides wurde zur Reduktion von D-Fruktose sollte in
Ganzzellbiotransformationen mit Zellen von B. megaterium und C. glutamicum zur Ge-
winnung von D-Mannitol genutzt. Die zur Reduktion benétigten Elekironen stammten
von NADH, das durch die Aktivitdt der FDH aus M. vaccae N10 regeneriert wurde.
Die Koexpression eines Kofaktor regenerierenden Enzyms wurde bereits von ande-
ren Arbeitsgruppen beschrieben und die Gewinnung von D-Mannitol aus D-Fruktose
mittels einer MDH und einer FDH konnte von SLATNER (1998) erfolgreich in vitro durch-
gefiihrt werden. Neben der FDH aus M. vaccae N10 konnten weitere FDHs aus Hefen
und Bakterien isoliert werden, die auch flir die Kofaktorregenerierung eingesetzt wur-
den. Bei der Herstellung von chiralen Aminosauren mittels Ganzzellbiotransformation
mit Zellen von E. coli konnte die FDH aus Candida boidinii trotz ihrer geringen spezifi-
schen Aktivitat erfolgreich genutzt werden (Slusarczyk u. a., 2000; Menzel u. a., 2004).
Expressionsanalysen von MENZEL (2006) erbrachten in verschiedenen Stammen von
E. coli JM109 spezifische Enzymaktivtiaten zwischen 0,03 bis 0,11 U/mg Protein (Ro-
hextrakt) (Menzel, 2006). Diese Werte entsprachen den Enzymaktivitaten, die fiir die
FDH aus M. vaccae N10 in C. glutamicum in dieser Arbeit gemessen werden konn-
te und waren fiir eine effiziente Biotransformation ausreichend. Uberexpression des
FDH-Gens aus M. vaccae N10 in E. coli BL21 (DE3) zeigte ein bis zu 10-fach h6éher-
es Expressionslevel von fdh und die FDH erreichte spezifische Enzymaktivitdten von
0,7 bis zu 1,2 (Kaup u.a., 2004; Ernst u.a., 2005). Vergleichbare Enzymaktivitaten
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wurden mit rekombinanten Stdmmen von B. megaterium in dieser Arbeit erreicht und
zeigten, dass B. megaterium fir die Expression heterologer Gene ein guter Alterna-
tivorganismus zu E. coli ist. Der Vergleich zwischen rekombinanten, D-Mannitol pro-
duzierenden Stammen von B. megaterium und C. glutamicum zeigte in beiden Fallen,
dass der Redoxzyklus Substrat-limitiert war. Dieser Schluss konnte gezogen werden,
da sich wahrend der Biotransformation das Redoxverhaltnis zugunsten von NADH ver-
schob. Dies ware bei einem Substratiiberschuss in den Zellen aufgrund der deutlich
niedrigeren Aktivitat der FDH (bis Faktor 24) nicht zu beobachten. Dies konnte auch fiir
rekombinante Stamme von E. coli gezeigt werden und erscheint derzeit noch als ein
generelles Problem der Ganzzellbiotransformation. ERNST (u.a. 2005) konnten bei der
Biotransformation von MAA zu MHB mit rekombinanten Stammen von E. coli eine Ver-
schiebung des Redoxverhaltnisses auf einen Wert von 1,45 messen. Auch in diesem
Stamm lag trotz des effizienten Stoffumsatzes eine Substratlimitierung des Redoxzy-
klus vor (Ernst u. a., 2005). Das anscheinend generelle Problem der Substratlimitierung
kénnte einen Erklarungsansatz liefern, warum unterschiedliche rekombinante Stamme
trotz teilweise signifikant unterschiedlicher in vitro Enzymaktivitaten der Produktions-
enzyme vergleichbare Raumzeitausbeuten erreichen (Chen, 2007; Coward-Kelly und
Chen, 2007).

KAuP (2004) konnte in seiner Arbeit die Bedeutung der Substratversorgung flr die Ef-
fizienz der Zellen bei der D-Mannitolbildung mit E. coli zeigen. Rekombinante Stamme
von E. coli, die die Gene fiir die Mannitol-2-Dehydrogenase und Formiatdehydrogen-
ase exprimierten (Abbildung 4.1), produzierten zunéchst fast kein D-Mannitol (End-
konzentrationen kleiner 15 mM nach 24 Stunden). Die Autoren erklarten dies mit einer
PTS-abhangigen Aufnahme von D-Fruktose mit einhergehender Phosphorylierung zum
D-Fruktose-6-phosphat, welches kein Substrat fiir die MDH aus L. pseudomesenteroi-
des ist. Ein theoretischer Ansatz, um aus D-Fruktose-6-phosphat D-Mannitol zu gewin-
nen ware die Expression eines Gens fiir eine D-Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase
in Kombination mit einer D-Mannitol-1-phosphatase (Hugenholtz u.a., 2002). Aller-
dings kann im Wildtypen von E. coli keine D-Mannitolbildung durch die zelleigene
D-Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase festgestellt werden, da die durchgefiihrte ge-
mischte Sauregarung gentigend NAD* liefert und so D-Mannitol stattdessen als Koh-
lenstoffquelle verstoffwechselt wird (Teschner u. a., 1990). Daher wurde die Strategie
verfolgt, die Konzentration von unphosphorylierter D-Fruktose im Zytoplasma von E.
colizu erhéhen und so durch die Aktivitat der MDH D-Mannitol zu gewinnen. Dies konn-
te sehr effizient durch Koexpression des D-Glukose/D-Fruktose Facilitatorgens aus Z.
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D-Mannitol

D-Fruktose

Abbildung 4.1: Rekombinanter Redoxzyklus in der Ganzzellbiotransformation

mobilis realisiert werden und daher wurde der Effekt von GLF auf die Produktivitat von
rekombinanten Stdmmen von B. megaterium und C. glutamicum in dieser Arbeit unter-
sucht. Der Stoffwechselweg zu Bildung von D-Mannitol ahnelt dabei zunachst dem in
heterofermentativen Milchsdurebakterien wie L. mesenteroides. D-Fruktose wird ohne
Phosphorylierung in das Zytoplasma der Zellen aufgenommen und durch die MDH zu
D-Mannitol reduziert (Wisselink u. a., 2005). Wahrend bei Milchsaurebakterien der Ko-
faktor NADH durch entsprechende Stoffwechselwege regeneriert wurde, geschah dies
in B. megaterium und C. glutamicum durch die FDH, deren Gen in beiden Spezies he-
terolog exprimiert wurde.

Biotransformationen mit Stammen von B. megaterium und C. glutamicum, die rekom-
binant fir das Formiatdehydrogenasegen und das Mannitol-2-Dehydrogenasegen wa-
ren, zeigten ohne zusatzliche Expression eines D-Fruktosetransporters signifikante D-
Mannitol-produktivitaten in Konzentrationen von 16-21 g I='. In dieser zun&chst (iber-
raschenden Eigenschaft unterschieden sich beide rekombinanten Stamme von rekom-
binanten Zellen von E. coli. Die Fahigkeit zur Aufnahme freier D-Fruktose wurde fir B.
megaterium bereits von WAGNER (2000) beschrieben. Fir ihre Untersuchengen klo-
nierten die Autoren einen B. megaterium-Stamm der defizient fir die Gene ptsH und
ptsl ist und daher beide zum PTS-System gehorenden Proteine HPr und El nicht mehr
zu Verfigung hat. Dieser Stamm konnte Zucker wie D-Fruktose oder D-Glukose nicht
Gber das PTS-System dem Stoffwechsel zuflihren. Zellen dieses Stammes zeigten bei
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Wachstum auf einem D-Fruktose-Minimalmedium ca. 30% der D-Fruktoseaufnahmerate
im Vergleich zum Wildtyp und fiir D-Glukose eine unveranderte Aufnahmerate (Wagner
u.a., 2000). CHIoU (2002) konnte durch Transkriptionsanalyse in B. megaterium einen
Genlocus identifizieren, der fiir einen nicht-PTS abhangigen D-Fruktosetransporter ko-
diert; die Autoren stellten allerdings ebenso fest, dass dieses Gen bei Wachstum auf D-
Fruktose nicht induziert bzw. dessen Transkription nicht hochreguliert wird. Die Fahig-
keit von rekombinanten Stdmmen von B. megaterium zur Bildung von D-Mannitol zeig-
te, dass die Zellen in der Lage waren, D-Fruktose ohne Phosphorylierung aufzuneh-
men. Die Anwesenheit eines PTS-unabhangigen Transporters kann diese Fahigkeit er-
klaren. Bereits zuvor konnten flir einige Bacillus-Arten PTS-unabhangige Aufnahmesy-
steme z.B. flir D-Glukose und D-Fruktose identifiziert werden. So konnte in B. subtilis
das Genprodukt GicP als PTS-unabhangiger D-Glukose/Mannose:H*-Symporter iden-
tifiziert werden der zu der Klasse der Uniporter/Symporter/Antiporter-Familie gehort
(Paulsen u.a., 1998). In B. licheniformis konnte eine PTS-unabhangige Transportakti-
vitaten fir D-Glukose nachgewiesen werden (Tangney u. a., 1993). Diese Transportak-
tivitat ist dabei vom pH-Wert des Mediums abhangig, sodass es sich vermutlich bei der
D-Glukoseeaufnahme nicht um erleichterte Diffusion handelt (Lorca u. a., 2007).

Fir C. glutamicum konnten solche PTS-unabhangigen D-Glukose und/oder D-Fruktose
Importer bisher nicht identifiziert werden, es gab aber Hinweise fiir deren Anwesenheit.
DOMINGUEZ und LINDELY (1996) postulierten die Prasenz eines PTS unabhangigen D-
Fruktose Exporters in C. glutamicum: wahrend des Wachstums der Zellen auf Saccha-
rose wird diese durch das PTSS% aufgenommen und dabei zu Saccharose-6-phosphat
phosphoryliert und anschlieBend in der Zelle durch die Saccharose-6-phosphat Hydro-
lase (Gen scrB) in freie D-Fruktose und D-Glukose-6-phosphat gespalten (Moon u. a.,
2005). Das D-Glukose-6-phosphat kann durch die Aktivitat der Glukose-6-phosphat
Isomerase (Gen pgi), Fruktose-1,6-bisphosphatase (Gen fbp) und der Phosphofruk-
tokinase (Gen pfk, Glukoneogenese) im Zentralstoffwechsel weiter metabolisiert wer-
den (Abbildung 4.2). D-Fruktose im Zytoplasma von C. glutamicum kann durch das
Fehlen einer Fruktokinase nicht weiter umgesetzt werden. Die natlirlich vorhandene
1-Phosphofruktokinase (Gen pfkB) erkennt freie D-Fruktose nicht als Substrat. Statt-
dessen wird die D-Fruktose {iber einen unbekannten Exportmechanismus in das Nahr-
medium sekretiert, anschlieBend vom PTS/ aufgenommen und verstoffwechselt. Mu-
tanten, bei denen das Gen fiir das PTS-gebundene Fruktoseaufnahmeprotein (pitsF)
deletiert war, zeigten fast gleiches Wachstum wie der Wildtyp auf Saccharose und im
Aussenmedium akkumulierte D-Fruktose (Dominguez und Lindley, 1996). Diese Resul-
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tate zeigten, dass C. glutamicum einen PTS-unabhangigen Transporter flir D-Fruktose
haben muf3 und weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die natlrliche Expres-
sion eines Glukokinasegens in C. glutamicum auch auf die Anwesenheit von freier D-
Glukose und somit moglicherweise auf einen PTS-unabhangigen D-Glukosetransporter
hinweist (Park u. a., 2000).

\ Pentose

pgi

phosphate
EP
PE FIP Fop —+—— pathway
| e o ) o
FBP
Glycolysis

Abbildung 4.2: Zuckertransportsystem von C. glutamicum. PTSG¢, D-Glukose PTS; PTSY,
D-Fruktose PTS; PTSSUc, Saccharose PTS; ?, nicht identifiziertes Transportsystem; Gic,
D-Glukose; Fru, D-Fruktose; Suc, Saccharose; G6P, Glukose-6-phosphat; F6P, Fruktose-6-
phosphat; FBP, Frukiose-1,6-bis-phosphat; Suc6P, Saccharose-6-phosphat. Genabkirzungen
werden im Text erklért (Eggeling und Bott, 2005)

Rekombinante Stamme von C. glutamicum, die zusatzlich zu beiden Dehydrogenase-
genen (fdh und mdh) auch das Gen fiir den D-Glukose/D-Fruktose Facilitator exprimier-
ten zeigten eine 5,5-fach hdhere Produktivitat, als der Stamm ohne dieses heterologe
Facilitatorgen (Baumchen und Bringer-Meyer, 2007). Die Expression dieses Gens in B.
megaterium hingegen zeigte keinen steigernden Einfluss auf die Produktivitat, vermut-
lich, wegen nicht funktioneller Expression. Fiir beide rekombinanten Spezies konnten
konstante Produktbildungsraten Gber mindestens 30 Stunden bei einem stabilen Kofak-
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Tabelle 4.1: Vergleich der Biotransformationsparameter von ruhenden Zellen von E. coli
BL21(DE3) (pET24(+)-fdh-mdh pZY507-glf), C. glutamicum (pEKEx2-fdh-mdh pVWEx2-glf) und
L. mesenteroides ATCC 9135

Parameter Rekombinanter L. mesenteroides | Rekombinanter
E. coli BL21 | ATCC 9135 (von | C.  glutamicum
(DES3) (Kaup | Weymarn u.a., | ATCC 13032
u.a., 2004) 2002)

D-Mannitol ~ Ausbeute  (mol | 0,96 0,91 0,92

mol~1)

Spez. D-Mannitol Produktivitat | 6,3 1,6 1,2

(@g~'h™)

D-Mannitol Konzentration (g 1=') | 178 92 87

Kofaktorregenerierung Formiat/FDH Stoffwechselweg | Formiat/FDH

Erfolgreiche  Biotransformatio- | 2 x 4 14x6 4x24

nen (Anzahl x Stunden)

Durchschnittliche D-Mannitol | 1,1 1,6 1,0

Produktivitat (g g~' h—1)

Nebenprodukte keine Laktat/Acetat keine

torpool beobachtet werden. Dies lie3 den Schluss zu, dass die Substrat-/Produkifliisse
{iber die Zytoplasmamembran mit konstanter Rate erfolgten.

Durch ‘'metabolic engineering’ des Milchsaurebakteriums L. plantarum konnte bereits
ein effizienter Biotransformationsansatz zur Gewinnung von Sorbitol, dem Strukturi-
somer von D-Mannitol, mit konstanter Produktivitat erzielt werden. Auch in diesem
Ansatz konnten die Zellen unter ruhenden Bedingungen eingesetzt werden. Die Ei-
genschaft zur stabilen Produkitivitat konnte mit D-Mannitol produzierenden, rekombi-
nanten Stammen von E. coli nicht erzielt werden; dennoch zeigte dieser Stamm eine
hohe Anfangsproduktivitat mit einhergehendem Abfall des Kofakktorpools. Wahrend
der Biotransformation zeigte der rekombinante Stamm von C. glutamicum vergleich-
bare Produktivitaten bei nahezu gleichen Ausbeuten gegeniiber dem natiirlichen D-
Mannitol Produzenten, dem Milchsaurebakterium L. mesenteroides (Tabelle A.3). Die
Eigenschaft zum Langzeiteinsatz fiir die D-Mannitolproduktion konnte bei rekombinan-
ten Stammen von E. coli nicht erzielt werden. Hier liegt ein wesentlicher Unterschied
zu C. glutamicum und B. megaterium, die Uber mindestens 30 Stunden eine konstante
Produktivitat zeigten.
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Ein groBer Vorteil der Kofaktorregenerierung in den rekombinanten Bakterienstammen
von B. megaterium, C. glutamicum und E. coli mittels der FDH war die Vermeidung der
Bildung unerwiinschter Nebenprodukte. Eine D-Mannitol Bildung ohne Nebenpoduk-
te ist sonst nur bei der enzymatischen Synthese bekannt (Slatner u.a., 1998b, 1999).
Der ebenfalls stabile D-Mannitolproduzent L. mesenteroides konnte in 14 sequenzi-
ellen Ansatzen zur Gewinnung von D-Mannitol eingesetzt werden. Da in diesem Fall
die Kofaktorregenerierung tiber den D-Glukosemetabolismus erfolgte entstanden die
Nebenprodukte Laktat und Acetat in Konzentrationen von 22 g I=! und 19 g I=! (von
Weymarn u. a., 2002). Derart hohe Nebenproduktkonzentrationen erschweren die Auf-
bereitung von D-Mannitol und stellen trotz guter Produktivitdten einen klaren Nachteil
gegeniiber dem hier beschriebenen Ansatz dar.

Untersuchungen der intrazellularen D-Fruktosekonzentration bei den rekombinanten,
Gram-positiven Bakterien wahrend der Biotransformation haben gezeigt, dass diese in
limitierenden Konzentrationen im Zytoplasma vorlag. Dies konnte auch fiir den hochak-
tiven rekombinanten Stamm von E. coli gezeigt werden (Heuser u. a., 2007). Die Pro-
duktivitat wurde in vivo somit nicht durch die Aktivitat der FDH limitiert, was urspriinglich
postuliert wurde (Kaup, 2004). Es kann auch angenommen werden, dass der Transport
von D-Mannitol aus den Zellen die Umsatzrate nicht beeinflusst. Sehr wahrscheinlich
erfolgt bei C. glutamium der Transport von D-Mannitol (iber mechanosensitive Kanéle,
die der Osmoregulation dienen. Diese kdnnen kompatible Solute, wie Betain oder Pro-
lin, mit einer Rate von bis zu 6000 umol pro Minute und Gramm Zelltrockengewicht
ausschleusen (Ruffert u. a., 1997; Weinand u. a., 2007). Derartige Kanale konnte auch
flr Arten von Bacillus identifiziert werden (Wahome und Setlow, 2006). Die Steigerung
der Produktivitdt beider Ganzzellbiotransformationsansatze kann in Zukunft durch ei-
ne Erhéhung der D-Fruktoseimportrate erzielt werden. Ein Resultat dieser Arbeit war
die Feststellung, dass C. glutamiucum D-Fruktose in das Zytoplasma importieren kann.
Aus diesem Grund sollte der bisher unbekannte D-Fruktoseimport untersucht werden
und geklart werden, ob es einen D-Fruktosetransporter gibt, der eine hdhere Transpor-
trate als GLF aufweist.

Die Expression der beiden Gene Cgl0181 und Cgl3058, sowie deren Deletion in C.
glutamicum zeigte, dass diese Gene fiir Transporter kodieren, die eine Aufnahme von
D-Fruktose in das Zytoplasma von C. glutamicum ermdéglichten. Somit konnten zum
ersten Mal zwei PTS-unabhangige D-Fruktoseimporter in C. glutamicum identifiziert
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werden. Cgl0181 und Cgl3058 wurden zuvor als myo-Inositoltransporter beschrieben
(Krings u. a., 2006). Die Resultate der Biotransformation mit rekombinanten Deletions-
mutanten von C. glutamicum zeigten, dass beide Transporter eine nahezu gleiche Auf-
nahmerate flir D-Fruktose hatten. Die Aminosauresequenzen dieser Proteine zeigten
eine hohe Homologie zu der Aminsosauresequenz von GLF und beide Transporter
gehdren zur Facilitatoren GroBfamilie (Krings u.a., 2006). Durch die Uberexpression
dieser Transportergene konnte die Produktivitat von C. glutamicum signifikant gestei-
gert werden. Dennoch zeigten beide Transporter nicht die D-Fruktoseaufnahmerate wie
bei Koexpression von glf, vermutlich wegen der geringeren Spezifitat der Transporter
fir D-Fruktose. Fir eine Steigerung der Produktivitdt miissen somit in Zukunft Trans-
porter identifiziert werden, die mit einer hdheren Rate D-Fruktose aufnehmen als GLF.
Fir eukaryontische Mikroorganismen wurden bisher zahlreiche, spezifische Permea-
sen identifiziert, die Zucker ohne Phosphorylierung iiber die Membran transportieren
kénnen (Pao u.a., 1998). So konnte in der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe
eine D-Glukose/D-Fruktose Permease identifiziert werden, die bei nahezum gleichen
Ku-Wert wie bei GLF D-Fruktose mit einer 11-fach héheren Transporirate aufnehmen
kann als der Facilitator GLF (Heiland u.a., 2000). Uber eine funktionale Expression
solcher eukaryontischen Membranproteine in Prokaryonten ist allerdings bisher nichts
bekannt. Eine weitere Verbesserungsméglichkeit der Langzeitproduktivitat besteht in
der Entfernung von D-Mannitol aus dem Medium wahrend der Biotransformation. Die
Aktivitat der MDH wird namlich durch D-Mannitol kompetitiv gehemmt. (Kaup, 2004).
Diese Eigenschaft konnte auch bei Ganzzelbiotransformationen mit L. mesenteroides
beobachtet werden. Die MDH dieses Stammes zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu der MDH
aus L. pseudomesenteroides (Aarnikunnas u. a., 2002). Eine in situ Produktabtrennung
kénnte vor allem in Hinblick auf eine Langzeitproduktbildung die D-Mannitolbildungsrate
stabilisieren.

4.2 MHB-Bildung mit B. megaterium und C. glutamicum

Mittels der R-Alkoholdehydrogenase LBADH aus L. brevis wurde bei der Ganzzell-
biotransformation mit B. megaterium und C. glutamicum der sekundare Alkohol MHB
durch Reduktion von MAA gewonnen. Die LBADH besitzt ein breites Substratspektrum
und ist ein interessanter Katalysator fiir die Bereitstellung von Synthesebausteinen fiir
die assymetrische Synthese (Ernst u.a., 2005; Schlieben u. a., 2005). Bereits in eini-
gen anderen Arbeiten wurde die LBADH zusammen mit der FDH als Redoxzyclus zur
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Biotransformation sowohl in vivo (Ernst u. a., 2005), als auch in vitro (Ferloni u. a., 2004;
Trivedi u. a., 2006) untersucht. Der Ganzzellansatz mit E. coli als Wirtsorganismus zeig-
te dabei nahzu 100%-ige Umsatzraten im Verlauf von 70 Minuten (40 mM Substrat,
20 g I=! Zellfeuchtgewicht) (Ernst u. a., 2005). Rekombinante Stamme von C. glutami-
cum und B. megaterium hingegen zeigten (iber einen Zeitraum von 24 Stunden eine
konstante Produktbildungsrate, die allerdings deutlich geringer war als bei Stammen
von E. coli und zu einem ca. 10%-igen Substratumsatz fiihrte (50 mM Substrat, 20
g I=! Zellfeuchtgewicht). Untersuchungen der in vitro Enzymaktivitaten der FDH und
LBADH ergaben, dass kein Abfall der spezifischen Aktivitdten innerhalb von 24 Stun-
den gemessen werden konnte. Somit konnte die geringe Umsatzrate nicht mit einem
raschen Abfall der Enzymaktivitaten erklart werden. Die hohe Stabilitat der LBADH un-
ter Biotransformationsbedingungen konnte zuvor bereits sowonhl flir in vitro (Goldberg
u.a., 2007a), als auch in vivo (Goldberg u. a., 2007b) Ansatze festgestellt werden und
zeigte, dass dieses Enzym flir Biotransformationen sehr gut geeignet ist.

Aufgrund der geringen Léslichkeit von MAA und MHB in wéssrigen Lésungen wurden
MAA Konzentrationen von 50 mM eingesetzt. Alilgemein wird die Hypothese vertre-
ten, dass kurzkettige, lipophile Verbindungen wie MAA und MHB, aber auch Ethanol
oder Isopropanol zur Permeabilisierung der Zellmembran beitragen und so die Mem-
bran durch Diffusion passieren. So konnte Liu (1999) die Produktivitat einer Ganzzell-
biotransformation mit S. cerevisiae durch Zugabe von 40% Ethanol oder Isopropanol
(v/v) um den Faktor 380 und 580 steigern (Liu u.a., 1999). Die Autoren erklaren die-
sen Effekt mit einer durch Permebilisierung hervorgerufenen erleichterten Diffusion der
Substrate und Produkte Uber die Membran der Zellen. Auch bei der Gewinnung von
Sorbitol mit ganzen Zellen von Z. mobilis konnte durch Permeabilisierung mit 10% To-
luol (v/v) die Produktivitat der Zellen signifikant gesteigert werden (Silveira und Jonas,
2002; Erzinger und Vitolo, 2006).

Die geringe Produktivitat von B. megaterium und C. glutamicum kann vermutlich nicht
damit erklart werden, dass der Mureinsacculus der Gram-positiven Bakterien einen
héheren Diffusionswiderstand als die Zellwand von E. coli aufweist (Nikaido, 1976);
beide morphologischen Strukturen kdnnen Molekile bis zu einer GroBe von 55 kDa
passieren lassen (Demchick und Koch, 1996) und somit sollite MAA diese Barriere (iber-
winden kénnen.

Eine Erklarungsmaéglichkeit fir die unterschiedliche Produktivitat der Zellen kdnnte die
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Anwesenheit von Hopanoiden in der Zellmembran von B. megaterium und C. glutami-
cum sein (Kannenberg und Poralla, 1999), die in der Membran von E. colinahezu fehlen
(Flesch und Rohmer, 1987). Hopanoide sind pentazyklische Triterpenoide und sind bei
Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien weit verbreitet (Sahm u.a., 1993). /In
vitro Studien mit Modellmembranen haben gezeigt, dass Hopanoide die Phospholipid-
Doppelschicht stabilisieren und so Bakterienzellen gegen Stress wie hohe Temperatu-
ren, hohe Sauerstoffpartialdrucke und organische Substanzen wie z.B. Alkohole schiitzen.
Fir den Mikroorgansimus Zymomonas mobilis konnte einer Erhhung der Hopanoid-
produktion bei einer Erhéhung der Ethanolkonzentration im Wachstumsmedium gezeigt
werden (Bringer u. a., 1985). So kann Zymomonas mobilis dank des ausgepragten Ho-
panoidanteils der Membran Ethanolkonzentration bis 15% (v/v) tolerieren (Perzl u.a.,
1998). Mdglicherweise ist die Resistenz von B. megaterium gegen MAA bzw. MHB mit
der Anwesenheit von Hopanoiden erklarbar. Bei C. glutamicum konnten bisher noch
keine Hopanoide nachgewiesen werden und dieser Organismus verfiigt méglicherwei-
se Uber einen bisher unbekannten Schutzmechanismus (Eggeling, 2007). Fir die Pro-
duktivitat der Zellen stellt die fast Hopanoid-freie Membran von E. coli offenbar ein
deutlich geringeres Diffusionshindernis fir MAA und MHB dar. Ein Ansatz zur Verbes-
serung der Produktivitat konnte somit im Einsatz von Mutanten bestehen, die sich im
Hinblick auf ihnre Membrankonfiguration vom Wildtyp unterscheiden.

Rekombinante Stamme von B. megaterium und C. glutamicum zeigten bei der Ge-
winnung von MHB eine hohe Resistenz und Toleranz gegeniiber Lésungsmitteln und
erwiesen sich als geeignete Wirtsorganismen fiir zukinftige Biotransformationen unter
der Beteilung von organischen Losungsmitteln. Somit stellen beide Spezies moglicher-
weise eine gute Alternative zu E. coli dar, wenn Bedingungen vorherrschen, die Zellen
von E. coli nicht mehr tolerieren konnen.
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Medienzusammensetzung fir B. megaterium
2x AB3 (Antibiotic Medium No. 3, DIFCO)

e 7 g Fertigmedium in 200 ml 16sen und 15 Minuten autoklavieren.
2x SMM

e 1 M Saccharose

e 40 mM Maleinsaure

e 40 mM MgCh

o auf pH 6,5, sterilfiltrieren
SMMP

¢ gleiche Volumina von 2x SMM und 2x AB3 mixen
PEP-P

e 40 % (w/v) PEG8000 in 1x SMM

e fiir 12 Minuten autoklavieren (sollte nicht braun werden)
Ultraschall-Puffer

e 10 mM Tris-HCI, pH 7,5

e 200 mM NaCl
8x CR5-Salzlésung

e 1,25 g K>SO,

e 50 g MgCl, x 6 H.O

e 0,25 g KH,PO,

e 11 g CaCl, x 2 H,O

e in 625 ml Wasser losen

CR5-Top AGAR
Komponente A

e 51,5 g Saccharose

e 3,25 g MOPS

67
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e 0,33 NaOH

e in 250 ml Wasser Idsen, auf pH 7,3 einstellen, 12 Minuten autoklavieren
Komponente B

e 29 AGAR

e 0,1 g Casaminosauren

e 5 g Hefeextrakt

¢ 20 Minuten autoklavieren
Komponente C

e Komponente A und Komponente B vereinen

e 57,5 ml 8x CR5 Salzlosung

e 25 ml 12 % Prolin (w/v, sterilfiltriert)

e 25 ml 20 % Glukose (w/v, sterilfiltriert)

e Aliquots zu je 2 ml herstellen (Menge je nach Bedarf)

Tabelle A.1: Zur Genamplifikation verwendete Oligonukleotide (Konstrukte flir B. megaterium)

Name Sequenz (5°'— 3’) Konstrukt

Kpn1
——

Bac_FDH_Kpn1_f TATA GGTACC GAA GGA GAT ATA CAT | pWH1520-fdh-mdh

ATG

K
pni
Bac_FDH_Sbf1_r ATAT CCTGCA GGT TAT GCC TCT TCG | pWH1520-fdh-mdh

CCACC
Saci

Bac_| BADH_Sac1_f TATA GAGCTC AAG GAG GTG AAC | pCBBm-fdh-lbadh
AAA CAT GTCTAACCG TTT GGA TGG

TAA GGT AGC AAT CA
Sph

——
Bac_LBADH_Sph1_r ATAT TGCATG CCT ATT GAG CAG pCBBm-fdh-lbadh
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Tabelle A.2: Zur Genamplifikation verwendete Oligonukleotide (Konstrukte fir C. glutamicum)

Sequenz (5’'— 3’)

Konstrukt

C_GIf_Sbf1_f

C_Glf_Xbail_r

ECgl0181_Pst1_f

ECgl0181_Sal1_r

ECglI3058 Xbal_f

ECgI3058 BamH1_r

C_LBADH_BamH1_f

C_LBADH_Sact_r

C_FDH_Sbf1_f

C_FDH_BamH1 _r

Co_FM_Sbf1_f

Co_FM_Kpni_r

Sbf1
TATA CCTGCA GGA AGG AGA TAT AGA
TAT GAG TTC TGA AAG TAG TCA GGG

TCT AGT CAC GC
Xbat

—l—
ATAT TCTAGA CTA CTT CTG GGA GCG

CCA CAT CTC CT
Pst1

o N—
TATA CTGCAG ATG GCT AGT ACC TTC

ATT CAG GCC
Sal

——
ATAT GTCGAC TTA GTG CAC CTT TCC

TTT TCG GAT GTC
Xbat

N
TATA TCTAGA ATG ACG GAC ATC AAG

GCC ACATCA AGT
BamHA

o N—
ATAT GTCGAC TTA AGC CTT CTT GAA

GAT CTG GCC GGG
BamHA

—l—
TATA GGATCC AAG GAG ATA TAG ATA
TGT CTA ACC GTT TGG ATG GTA AGG

TAG CAATCATT
Saci

—N—
ATAT GAGCTC CTATTG AGC AGT GTA

GCC ACC GTC AAC
Sbf1

—l—
TATA CCTGCA GGA AGG AGA TAT AGA

TAT GGC AAA GGT CCT GTG C
BamHA

——
ATAT GGATCC TCA GAC CGC CTT CTT

GAA CTT GGC
Sbf1

TATA CCTGCA AGG GAA GGA GAT ATA

CAT ATG
Kpn1

——
ATAT GGTACC TTATGC CTC TTC GCC
ACC

pVWEXx2-glf

pVWEXx2-glf

pVWEx2-Cgl0181

pVWEx2-Cgl0181

pVWEx2-Cgl3058

pVWEx2-Cgl3058

pEKEx2-Ibadh

pEKEx2-Ibadh

pEKEx2-fdh-lbadh

pEKEx2-fdh-lbadh

pEKEx2-fdh-mdh

pEKEx2-fdh-mdh
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Abbildung A.1: GC-Chromatogramm einer Probe aus einem Biotransformationsansatz
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Abbildung A.2: HPLC-Chromatogramm einer Probe aus einem Biotransformationsansatz
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Abbildung A.3: Schematische Darstellung der Plasmide pEKEx-fdh-mdh, pEKEx-fdh-Ibadh,
pARBM-fdh-mdh und pCBBM-fdh-lbadh zur Etablierung heterologer Redoxzyklen in C. glutami-

cum und B. megaterium
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Abbildung A.4: Gensequenz der Kodonnutzung angepassten Formiatdehydrogenase aus M.

vaccae N10

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

M.vaccae N10
adapted fdh

ATGGCAAAGGTCCTGTGCGTTCTTTACGATGATCCGGTCGACGGCTACCCGAAGACCTAT

ATGGCTAAAGTATTATGTGTATTATACGATGATCCAGTAGATGGTTACCCAAAAACATAC
Kkhkkk Kk Kk Kk Kk Kk ok KKKKKKKRKKK kk Kk Kk KKRKK Kk kK Kkk

GCCCGCGACGATCTTCCGAAGATCGACCACTATCCGGGCGGCCAGATCTTGCCGACGCCG

GCTCGTGATGATTTACCAAAAATTGATCACTACCCAGGTGGTCAAATTTTACCAACACCA
kk Kk kk KKK Kk Kk Kk Kk kk KkKKK Kk kk Kk Kk Kk kk Kk Kk Kkk

AAGGCCATCGACTTCACGCCCGGGCAGTTGCTCGGCTCCGTCTCCGGCGAGCTCGGCCTG

AAAGCTATTGATTTCACACCAGGTCAATTATTAGGTTCAGTATCAGGTGAATTAGGTTTA
*k Kk kk Kk kkKkKkk Kk Kk kk Kk Kk Kk kk Kk Kk Kk kk Kk Kk ok

CGCGAATATCTCGAATCCAACGGCCACACCCTGGTCGTGACCTCCGACAAGGACGGCCCC

CGTGAATACTTAGAATCAAACGGTCACACATTAGTAGTAACATCAGATAAAGATGGTCCA
kk KkKKkK ok kKKK K KRKKK kKKK K K Kk kk Kk Kk Kk kk Kk Kk kK

GACTCGGTGTTCGAGCGCGAGCTGGTCGATGCGGATGTCGTCATCTCCCAGCCCTTCTGG

GATTCAGTATTCGAACGTGAATTAGTAGATGCTGATGTAGTAATTTCACAACCATTCTGG
kk Kk Kk kKKK K Kk Kk ok kk KKKKK KKRKK KKk Kk Kk kk Kk KRk kRW

CCGGCCTATCTGACGCCCGAGCGCATCGCCAAGGCCAAGAACCTGAAGCTCGCGCTCACC

CCAGCTTACTTAACACCAGAACGTATCGCTAAAGCTAAAAACTTAAAATTAGCTTTAACA
Yk kk kdk ok Kk kdk Nk kK kRRRk k% %k kk kdk ok kk ok Nk % ko

GCCGGCATCGGTTCCGACCACGTCGATCTTCAGTCGGCTATCGACCGCAACGTCACCGTG

GCTGGTATTGGTTCAGATCACGTAGATTTACAATCAGCTATTGATCGTAACGTAACAGTA
*k Kk kk KKKk K Kk KRKKK kKK Kk Kk Kk kKKK K KK Kk kKKK K Kk Kkk

GCGGAAGTCACCTACTGCAACTCGATCAGCGTCGCCGAGCATGTGGTGATGATGATCCTG

GCTGAAGTAACATACTGTAACTCAATTTCAGTAGCTGAACACGTAGTAATGATGATTTTA
*k KhKKK Kk KRKKKK KKRKK RK *k Kk Kk Kk Kk Kk KKRRKKKR* K

TCGCTGGTGCGCAACTATCTGCCCTCGCACGAATGGGCGCGGAAGGGCGGCTGGAACATC

TCATTAGTACGTAACTACTTACCATCACACGAATGGGCTCGTAAAGGTGGTTGGAACATT
*k ok kk kk kKKK K K Kk kk KKKKRKKKRKK Kk KK Kk kk KkKKRK KK

GCCGACTGCGTCTCCCACGCCTACGACCTCGAGGCGATGCATGTCGGCACCGTGGCCGCC

GCTGACTGTGTATCACACGCTTACGATTTAGAAGCTATGCACGTAGGTACAGTAGCTGCT
kk KhKKK Kk kk KkKKK KKKk K ok Kk Kk kKKK K* KK Kk kk Kk Kk Kkk

GGCCGCATCGGTCTCGCGGTGCTGCGCCGTCTGGCGCCGTTCGACGTGCACCTGCACTAC

GGTCGTATTGGTTTAGCTGTATTACGTCGTTTAGCTCCATTCGATGTTCACTTACACTAC
*k Kk kk KKk Kk Kk Kk Kk kk Kkk Kk Kk kk KkKKK Kk Kkk % Khkkkw

ACCGACCGTCACCGCCTGCCGGAATCGGTCGAGAAGGAGCTCAACCTCACCTGGCACGCG

ACAGATCGTCACCGTTTACCAGAATCAGTAGAAAAAGAATTAAACCTTACATGGCACGCT
kk Kk KRKKKKKK ok KK KKRKK Kk Kk Kk kk ok KRKKK kk KkKKRK KK

ACCCGCGAGGACATGTATCCGGTTTGCGACGTGGTGACGCTGAACTGCCCGCTGCACCCC

ACACGTGAAGATATGTACCCAGTATGTGATGTAGTAACATTAAACTGTCCATTACACCCA
*k Kk kk Kk kKKK Kk Kk Kk kk Kk Kk Kk kk Kk KRkkKK kk Kk KRkkkk

GAAACCGAGCACATGATCAATGACGAGACGCTGAAGCTGTTCAAGCGTGGCGCCTACATC

GAAACAGAACACATGATTAACGATGAAACATTAAAATTATTCAAACGTGGTGCTTACATT
Khhkkh Kk KKKKKKKK K* Kk kk Kk Kk Kk Kk KkKKK KKRKK Kk KRkkkk

GTCAACACCGCCCGCGGCAAGCTGTGCGACCGCGATGCCGTGGCACGTGCGCTCGAATCC

GTAAACACAGCTCGTGGAAAATTATGTGATCGTGATGCTGTAGCTCGTGCTTTAGAATCA
*k Kkkkk Kk kk Kk Kk ok kk Kk Kk KKKk K Kk Kk KKKk K Kk KRkkkK

GGCCGGCTGGCCGGCTATGCCGGCGACGTGTGGTTCCCGCAGCCGGCGCCGAAGGACCAC

GGTCGTTTAGCTGGTTACGCTGGTGATGTATGGTTTCCACAACCAGCTCCAAAAGATCAC
Yk ok d ok kd Rk kk k% ok kk kdkdk Kk wk ok k% kk Kk kk ok

CCCTGGCGGACGATGCCCTATAACGGCATGACCCCGCACATCTCCGGCACCACGCTGACC

CCATGGCGTACAATGCCATACAACGGTATGACACCACACATTTCAGGTACAACATTAACA
Yk kkdkd Fk RkRd ok KRk kkdkd ko kkdkd ¥k kk wk Nk Kk wk

GCGCAGGCGCGTTATGCGGCGGGCACCCGCGAGATCCTGGAGTGCTTCTTCGAGGGCCGT

GCTCAAGCTCGTTATGCTGCTGGTACACGTGAAATTTTAGAATGTTTCTTCGAAGGTCGT
Yk kk kd dkdRdoRkd kk k¥ ok kk kd ok % Rk ok RkRkRRRR kk kw

CCGATCCGCGACGAATACCTCATCGTGCAGGGCGGCGCTCTTGCCGGCACCGGCGCGCAT

CCAATTCGTGATGAATACTTAATTGTTCAAGGTGGTGCTTTAGCTGGTACAGGTGCTCAC
Yk ok kd dk Rkkkdkk ok k% kk kk k¥ ko kkk % Xk Kk wk Nk Rk wk

TCCTACTCGAAGGGCAATGCCACCGGCGGTTCGGAAGAGGCCGCCAAGTTCAAGAAGGLCG

TCATACTCAAAAGGTAACGCTACAGGTGGTTCAGAAGAAGCTGCTAAATTCAAAAAAGCT
kk KkKKkK Kk kk Kk Kk Kk kk KKKKK KKRKK Kk KK Kk kKKK K Kk Kkk

GTC

GTA
* %
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Tabelle A.3: In dieser Arbeit verwendete Abkiirzungen und ihre Bedeutung

Abkiirzung ‘ Einheit ‘ Bedeutung

A nm Wellenlénge

€ L (mol cm)~? molarer Extinktionskoeffizient
AE/At min~! Absorptionsinderung pro Zeiteinheit
L Mikro

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumin

ca. circa

°C °C Grad Celsius

d cm Schichtdicke der Kivette

Da Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsaure

dpm n Zerfall pro Minute

E Extinktion

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FDH Formiatdehydrogenase

g ms ! Erdbeschleunigung

g g Gramm

h Stunde

HPLC high pressure liquid chromatography
IPTG Isopropylthio-3-D-galaktosid

I Liter

LBADH Alkoholdehydrogenase

M M Molar, Mol pro Liter

MAA Methylacetoacetat

MDH Mannitoldehydrogenase

MHB (R)-Methyl-3-hydroxybutanoat
min min Minute

NAD*(H) Nikotinamid Adenin Dinukleotid
PCR Polymerasekettenreaktion

pH potentia hydrogenii (—Ig af,)
RBS Robosomenbindestelle

s s Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tris Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan

u

Unit
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