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Untersuchungen zur Bildung der Vitamin C-Vorstufe 2-Keto-L-Gulonsaure mit
Gluconobacter oxydans

Die mikrobielle Synthese der Vitamin C-Vorstufe 2-Keto-L-Gulonsaure (2-KGLA) kann mit
G. oxydans durch Sorbitoloxidation Uber die Intermediate Sorbose und Sorboson erfolgen.
Diese Reaktionen werden von einer membranassoziierten Sorbitol-DH (SLDH), einer
membranassoziierten Sorbose-DH (SDH) und einer zytosolischen Sorboson-DH (cSNDH)
katalysiert. Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung von rekombinanten
G. oxydans-Stammen, die mit so hohen fur die 2-KGLA-Synthese notwendigen Enzym-
aktivitaten ausgestattet sind, um Sorbitol effizient zu 2-KGLA zu oxidieren.

Zur Konstruktion der rekombinanten 2-KGLA-Produktionsstdmme wurde G. oxydans
DSM 2343 ausgewahlt, da dieser Stamm bei geringer Biomasseproduktion die Oxidation von
Sorbitol zu Sorbose vollstandig und mit einer sehr hohen Produktbildungsrate durchfiuhrte.
Fur die weitere Umsetzung von Sorbose zu 2-KGLA wurde in G. oxydans DSM 2343 neben
den Genen fur die SDH und die zytosolische cSNDH auch das Gen einer membran-
gebundenen SNDH (mSNDH) aus A. liquefaciens funktionell tUberexprimiert, so dass die
2-KGLA-Synthese vollstandig im Periplasma stattfinden konnte. Nachdem die Expression
der heterologen Gene auf Transkriptions-, Translations- und Enzymaktivitatsebene Gberprift
wurde, standen definierte Stamme zur Verfigung, in denen alle zur 2-KGLA-Synthese
bendtigten Enzyme mit ausreichender Aktivitat vorhanden waren. Die SDH/cSNDH-
Uberproduzenten setzen 100 g/l Sorbitol mit einer spezifischen 2-KGLA-Ausbeute von 7 g
2-KGLA/g Zell-Trockenmasse zu 159/l 2-KGLA um. Auch mit den SDH/mSNDH-
Uberproduzenten konnten bis zu 12 g/l 2-KGLA aus 100 g/l Sorbitol produziert werden.

Um die 2-KGLA-Ausbeuten zu steigern, wurde untersucht tber welchen Stoffwechselweg
Sorbose in G. oxydans abgebaut wird. Dabei konnte der Pentosephosphatweg (PPW) als
Hauptstoffwechselweg identifiziert werden. Korrelierend zur Sorboseverwertung und
Biomassebildung wurden in einigen G. oxydans-Stammen bis zu 60 % der Sorbose im PPW
zu CO, umgesetzt. Dartber hinaus wurde nachgewiesen, dass die Aktivitaten von
Transaldolase und Phosphoglukoseisomerase fiur die PPW-Stoffwechselleistung und damit
fur die Hohe der CO,- und Biomasseproduktion verantwortlich sind. Da in G. oxydans
DSM 2343 beide Aktivitaten sehr gering waren, wurden bei der Sorbitol-Biotransformation
korrelierend zu der geringen Biomasseproduktion nur 10 % des Substrats zu CO, umgesetzt.
Folglich stehen in G. oxydans DSM 2343 etwa 90 % des Substrats fir die 2-KGLA-Bildung
zur Verfagung, wahrend die 2-KGLA-Ausbeute mit anderen untersuchten Stammen dadurch
begrenzt ist, dass ein Groldteil des Substrats im PPW zur Energieerzeugung fir den
Biomasseaufbau assimiliert wird. Mit den konstruierten G. oxydans DSM 2343-Stammen
stehen somit bezilglich des Sorbosemetabolismus und aller an der 2-KGLA-Synthese
beteiligten Enzyme detailliert charakterisierte Stamme zur Verflgung, um die 2-KGLA-

Produktion durch gezielte Modifikationen im Sorbosestoffwechsel weiter zu verbessern.






Research regarding the formation of the vitamin C precursor 2-keto-L-qulonic
acid with Gluconobacter oxydans

Microbial synthesis of the vitamin C precursor 2-keto-L-gulonic acid (2-KGLA) can be
achieved with G. oxydans by sorbitol oxidation via the intermediates sorbose and sorbosone.
These reactions are catalysed by a membrane bound sorbitol dehydrogenase (SLDH), a
membrane bound sorbose dehydrogenase (SDH) and a cytosolic sorbosone dehydrogenase
(cSNDH). Aim of this work was the construction and characterisation of recombinant
G. oxydans strains, that were equipped with all 2-KGLA forming enzyme activities to convert
sorbitol efficiently to 2-KGLA.

G. oxydans DSM 2343 was selected to construct recombinant 2-KGLA production
strains, because this strain performs the oxidation of sorbitol to sorbose quantitatively and
with very high product formation rates but produces thereby only low biomass. For the
following conversion steps from sorbose to 2-KGLA the genes encoding the SDH and the
cytosolic cSNDH were introduced into G. oxydans DSM 2343. Additionally the gene of a
membrane bound SNDH (mSNDH) from A. liquefaciens was functional expressed to perform
the 2-KGLA synthesis completely in the periplasm of G. oxydans. The expression of the
heterologous genes on the level of transcription, translation and enzyme activity was
analysed resulting in well defined strains. For production of 2-KGLA these recombinant
strains possessed all essential enzymes at sufficient activities. The SDH/cSNDH
overproducers converted 100 g/l sorbitol to 15 g/l 2-KGLA at a specific 2-KGLA vyield of 7 g
2-KGLA/g cell dry weight. With the SDH/mMSNDH overproducers up to 12 g/l 2-KGLA could
be produced out of 100 g/l sorbitol.

In order to increase the 2-KGLA yields the sorbose metabolism of G. oxydans was
studied. The pentose phosphate pathway (PPW) was identified as main pathway for sorbose
catabolism. In correlation to sorbose consumption and biomass formation some G. oxydans
strains converted up to 60 % of the supplied sorbose to CO, within the PPW. Moreover, it
was shown, that the activities of transaldolase and phosphoglucose isomerase were
responsible for the PPW activity and thus for the magnitude of CO, and biomass production.
In G. oxydans DSM 2343 both activities are very low. Therefore, in sorbitol
biotransformations only 10 % of the substrate was converted to CO, and low biomass was
produced. Hence in G. oxydans DSM 2343 about 90 % of the supplied substrate was
available for the 2-KGLA formation, whereas the 2-KGLA yields in some other investigated
strains were limited due to the fact, that a large proportion of the substrate was used for
generating energy and reduction equivalents for growth. In conclusion, insight into the
sorbose metabolism and the enzymology of 2-KGLA synthesis is provided so that a further
increase 2-KGLA production may be achieved by directed modification of sorbose

metabolism.
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1. Das Essigsaurebakterium Gluconobacter oxydans und dessen Stoffwechsel

Das Gram-negative und obligat aerobe Bakterium G. oxydans (Abb. 1) gehdort zu
der Familie der Acetobacteraceae, ist stabchenformig und 0,8 pum x 4,0 um grof3. Die
Bezeichnung Acetobacteraceae (Essigsaurebakterien) beruht auf der Tatsache, dass
diese Organismen sehr effizient Ethanol zu Acetat oxidieren (De Ley und Swings,
1981; De Ley et al., 1984; Ruiz et al., 2000; Matsushita et al., 1992; Toyama et al.,
2004). Die Acetobacteraceae lassen sich in die Gattungen Acetobacter und
Gluconobacter unterteilen. Dabei kénnen Gluconobacter-Spezies im Gegensatz zu
Acetobacter-Spezies weder Acetat noch Laktat zu H,O und CO, oxidieren (De Ley et
al., 1984). Aus der Gattung Gluconobacter gehen die Spezies G. asaii, G. cerinus,
G. frateurii und schlief3lich auch G. oxydans hervor (De Ley et al., 1984). Zwischen
den vier Spezies ist eine Differenzierung anhand der Fahigkeit, auf bestimmten
Zuckeralkoholen bzw. ohne das Vitamin Nicotinsdure zu wachsen, moglich (Katsura
et al., 2002). Eine eindeutigere Differenzierung von Gluconobacter Spezies ist nur
durch 16S-rRNA-Vergleich moglich (Sievers et al., 1995).

Abb. 1: Elektronenmikroskope Aufnahmen von G. oxydans: A) mit freundlicher Genehmigung
von Dr. A. Ehrenreich, Institut fir Mikrobiologie und Genetik, Georg-August-Universitat Gottingen); B)
Auf Sauerstofflimitierung reagiert G. oxydans mit Ausbildung einer polaren BegeiRelung.

Die natirlichen Habitate von G. oxydans sind z. B. Friichte, Blutennektar, Wein,
Bier und andere vergorene Getranke (Battey und Schaffner, 2001; Gupta et al.,
2001). G. oxydans wachst besonders gut bei Temperaturen zwischen 25 und 30C
auf den C-Quellen Mannitol, Glukose, Fruktose, Glyzerin oder Sorbitol (De Ley et al.,
1984; Olijve und Kok, 1979a), wobei Mannitol die fir die Biomasseproduktion
optimale C-Quelle darstellt (Gosselé et al., 1980). Das pH-Optimum liegt zwischen
pH 5 und pH 6, jedoch ist G. oxydans auch unterhalb von pH 3 noch in der Lage, zu
wachsen (Olijve und Kok, 1979a).

Wahrend Acetobacter und die meisten aeroben Bakterien ihre Substrate
vollstandig zu H,O und CO; veratmen und nur unter limitierenden Wachstums-
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ll. Einleitung

bedingungen Zwischenprodukte angehauft werden (Fritsche, 1999), bildet
Gluconobacter eine Ausnahme (Asai, 1968). Aufgrund der fehlenden Succinat-
Dehydrogenase und Succinyl-CoA-Synthetase (Prust et al.,, 2005) und des somit
unterbrochenen Zitratzyklusses (TCC) werden die C-Quellen nur unvollstandig
oxidiert und Zwischenprodukte akkumuliert. Dadurch werden, im Gegensatz zur
vollstandigen Oxidation, weniger Reduktionsaquivalente (NADH, FADH) fir die
Energiegewinnung bei der Endoxidation in der Atmungskette bereitgestellt. Dies wird
in G. oxydans durch eine Vielzahl von Membran- bzw. Atmungsketten-assoziierten
Dehydrogenasen (>20 Zucker-/Polyol-DH, >30 Alkohol-DH und >80 DH/ Reduktasen
mit unbekannter Funktion) ausgeglichen, da die bei den Oxidationsreaktionen
entstehende Elektronen direkt iber PQQ und FAD in die Atmungskette eingeschleust
werden und somit zur Erzeugung eines Protonengradienten beitragen (Prust et al.,
2005). Die groRe Anzahl stereo- und regioselektiver Dehydrogenasen, die relativ
unspezifisch, aber sehr effizient viele verschiedene Zucker, Zuckeralkohole, Alkohole
und Polyole oxidieren, macht G. oxydans interessant flir zahlreiche biotechnische
Anwendungen. Ein weiterer Vorteil von G.oxydans fir biotechnische
Produktionsmethoden ist die Fahigkeit, in konzentrierten Zuckerldsungen und bei
niedrigen pH-Werten zu wachsen. Darlber hinaus findet eine oft quantitative
Umsetzung der Substrate in die oxidierten Produkte bei sehr geringer
Biomassebildung statt. Da ein Grol3teil der Oxidationsreaktionen an der Membran
stattfindet und die Produkte in den periplasmatischen Raum bzw. ins Medium
abgegeben werden, entfallt haufig der Substrat- und Produkt-Transport durch die
Zellmembran als limitierender Faktor und die Produktaufreinigung ist einfacher als
die von zytosolischen Produkten, da ein Zellaufschluss nicht notwendig ist. Beispiele
fur biotechnische Anwendungen von G. oxydans findet man in der Produktion von
Speiseessig, verschiedenen Geschmacks- bzw. Suf3stoffen und dem
Diabetesmedikament Miglitol (Schedel, 2000). Auch die Umsetzungen von Glyzerin
zu dem Braunungsmittel Dihydroxyaceton (Claret et al., 1994) und von Glukose zu
Glukonat (Pronk et al.,, 1989), das als Schmutzloser in der Textilindustrie
Verwendung findet, werden mit Hilfe von G. oxydans durchgefuhrt. Weitere
Einsatzgebiete sind die Produktion von 5-Keto-Glukonat (Vorstufe von L-(+)-
Weinsaure) aus Glukose (Merfort et al., 2006; Elfari et al., 2005) und bereits
etablierten Verfahre zur Herstellung von Vitamin C (Kap. I1/3).

Um einen Uberblick tiber das Stoffwechselpotential zu bekommen, wurde die
vollstandige Sequenz des Genoms von G. oxydans DSM 2343 ermittelt (Prust,
2004). Neben dem bakteriellen Chromosom von 2,7 Mb besitzt G. oxydans
DSM 2343 vier Plasmide (26,6 Kb; 14,6 Kb; 13,2 Kb und 2,7 Kb) und ein Mega-
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[I. Einleitung

plasmid (163,1 Kb). Der GC-Gehalt der genomischen DNA ist mit 61 % im Vergleich
zu anderen Bakterien hoch (De Ley et al., 1984; Prust et al., 2005). Bis heute wurden
2664 putative proteinkodierende ORFs annotiert, wovon 1877 ORFs eine Funktion
zugeordnet werden konnte (Prust et al.,, 2005). Das Vorhandensein von 18
Insertionselementen und 103 Transposasen (Prust et al., 2005) verdeutlicht die von
Kondo und Horinouchi (1997) beobachtete Instabilitat bzw. Variabilitat des
G. oxydans-Genoms.

Der Stoffwechsel von G. oxydans ist zweigeteilt (Kitos et al., 1958). Mit dem
membrangebundenen Enzymsystem, bestehend aus zahlreichen Dehydrogenasen
zur direkten Oxidation verschiedener Zucker und Polyole, werden Elektronen
generiert, die unmittelbar zur Energiegewinnung in die Atmungskette (Abb. 29, im
Anhang) eingeschleust werden (Olijve und Kok, 1979a; Shinjoh et al., 1990). Zur
Biomassebildung hingegen missen die C-Quellen in die Zelle geschleust werden,
woflr jedoch kein vollstdndiges PTS-System zur Verfiigung steht (Prust et al., 2005).
Im Zellinneren erfolgt dann die Oxidation der phosphorylierten Substrate im
Zentralstoffwechsel (Shinjoh et al., 1990). Dabei ist der TCC, wie oben beschrieben,
unterbrochen und dient in G. oxydans nur als Vorstufenlieferant flr verschiedene
Biosynthesewege. Zum internen Abbau der C-Quelle bleiben G. oxydans deshalb nur
Teile der Glykolyse (Prust et al. (2005) konnten im Genom von G. oxydans
DSM 2343 kein Phosphofruktokinase-Gen annotieren), der Entner-Doudoroff-Weg
(KDPG-Weg) und der Pentosephosphat-Weg (PPW, Shinjoh et al., 1990). Die aus
der Genomsequenz abgeleiteten Stoffwechselwege zum Zuckerabbau sind in
Abb. 28 und Tab. 25 im Anhang aufgezeigt (Prust et al.,, 2005). Es wurden
verschiedene Hinweise darauf gefunden, dass der C-Quellen-Abbau hauptsachlich
Uber den PPW erfolgt (Kitos et al., 1958; De Ley und Swings, 1984; Shinjoh et al.,
1990). So zeigten radioaktive C'-Markierungsexperimente, in denen 6 % der
Glukose zu CO, abgebaut wurden und die Decarboxylierung ausschliel3lich am C;-
Atom erfolgte, dass in Acetobacter aceti, einem nahen Verwandten von G. oxydans,
der PPW den Hauptabbauweg fur Glukose darstellt (Fluckiger und Ettlinger, 1977).
Sowohl der PPW als auch der KDPG-Weg werden in G. oxydans reguliert. Ein
Beispiel daflr ist die Hemmung beider Stoffwechselwege durch Glukonat und dessen
Folgeprodukte (Godjevargova et al., 2004; Velizarov und Beschkov, 1998).
Insbesondere werden die 6-Phosphoglukonat-Dehydratase (Meloche und Wood,
1964; Robin und Kepes, 1975; Peekhaus et al., 1998), die 6-Phosphoglukonat-DH
(Moritz et al., 2000) und die Phosphoglukose-lsomerase (Takama und Nosoh, 1982)
in verschiedenen Organismen auf diese Weise reguliert.
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2. Verwendung, Eigenschaften und Herstellung von Vitamin C

Vitamin C (L-Ascorbinsdure), ein wasserlosliches Vitamin (Rosenberg, 1942), ist
essentiell fir Primaten und einige andere Saugetiere, weil diese nicht in der Lage
sind, es selbst zu synthetisieren (Chatterjee, 1973; Sauberlich, 1994; Smirnoff,
2001). Die Haupteigenschaft von Vitamin C ist seine Reduktionskraft, die ausreicht
um Cytochrom a, Cytochrom ¢ und molekularen Sauerstoff zu reduzieren. Deshalb
dient Vitamin C in der Zelle, und dort speziell in den Mitochondrien, als
Sauerstoffradikalfanger und Antioxidant sowie im Blut als Redoxpuffer (Wenzel et al.,
2004; Linetsky et al., 1998, Kojo, 2004; Jacob und Sotoudeh, 2002). Des Weiteren
wird Vitamin C beim Katabolismus von Tyrosin als Kofaktor benotigt (Powers et al.,
1994) und spielt bei der Synthese bzw. Regeneration von Vitamin E, Epinephrin,
Gallensaure und Steroiden (Wenzel et al., 2004, Chan, 1993) sowie im Immunsystem
und bei der Signaltransduktion eine Rolle (De Tullio und Arrigoni, 2004). Die
wichtigste Reaktion, bei der Vitamin C als Kofaktor dient, ist die Hydroxylierung von
Prolin bei der Kollagensynthese; Vitamin C reduziert das Eisenatom im aktiven
Zentrum der Prolylhydroxylase (Salnikow, et al., 2004; Counts et al., 1978). Somit ist
Vitamin C essentiell fur die Entstehung und Reparatur von verschiedenen Geweben
und Knochensubstanz. Als Folge von Vitamin C-Mangel treten daher Krankheiten wie
z. B. Skorbut auf (May und Qu, 2005). Daher ergeben sich zahlreiche Anwendungen
in der pharmazeutischen Industrie und etwa 50 % der kommerziell produzierten
L-Ascorbinsaure wird in Pharmaprodukten eingesetzt (Bremus et al., 2006). Beispiele
sind Lotionen fur die Hautpflege und Wundheilung (Lupo, 2001), sowie Medikamente
zur Prophylaxe von degenerativen Erkrankungen, Infektionen und Krebs (Chen et al.,
2005). Im Zusammenhang mit Krebs wurde nachgewiesen, dass Vitamin C in der
Zellapoptose involviert ist und dariber hinaus die spontanen Mutationsraten senkt
(Wenzel et al., 2004; Salnikow, et al., 2004). Ein weiterer Konsument von
kommerziell produziertem Vitamin C ist die Lebensmittel- (25 %), Getranke- (15 %)
und Tierfutter-Industrie (10 %), wo Vitamin C als Antioxidant, Konservierungs- und
Sauerungsmittel Verwendung findet (Mihalev et al., 2004; Pilizota und Subaric, 1998;
Bauernfeind und Pinkert, 1970; Hancock und Viola, 2005; Lindley, 1998; Chauhan et
al. 1998; Madej und Grzeda, 1998; Maeland und Waagbo, 1998). So ergibt sich ein
stetig steigender Markt von mittlerweile ca. 110.000 Tonnen produziertem Vitamin C
pro Jahr (Macauley et al., 2001), was bei einem Marktpreis von 6 — 8 US$/kg einem
Jahresumsatz von mehr als 600 Millionen US$ entspricht (Chotani et al., 2000).

Im Jahr 1928 wurde Vitamin C erstmals aus Nebennieren (Szent-Gyorgyi, 1928)
und wenig spater auch aus Pflanzengeweben isoliert (Herbert et al., 1933; Svirbely
und Szent-Gyorgyi, 1933; Svirbely und Szent-Gyoérgyi, 1932; Waugh und King,
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1932). In China wird Vitamin C auch heute noch grof3tenteils aus Zitrusfriichten
gewonnen. Die erste chemische Synthese aus L-Xyloson wurde 1933 durchgefihrt
(Haworth and Hirst, 1933; Reichstein et al., 1933) und ein Jahr spater wurde von
Reichstein die Vitamin C-Synthese aus D-Glukose beschrieben (Reichstein und
Grussner, 1934). Mit diesem so genannten ,Reichstein-Verfahren” wird heute noch
von den Firmen Roche, BASF und Takeda ein Grolteil des kommerziell produzierten
Vitamin C hergestellt (Boudrant, 1990). Einer chemischen Reduktion von D-Glukose
zu D-Sorbitol folgt eine regiospezifische Biotransformation von D-Sorbitol zu
L-Sorbose mit G. oxydans. Da nur das L-Isomer der Ascorbinsdure biologisch aktiv
ist (Florent, 1986), war diese stereospezifische Oxidation mit G. oxydans ein grol3er
Fortschritt und eine aufwandige Schutzgruppen-Chemie kann umgangen werden
(Boudrant, 1990). Durch sich anschlieRende chemische Reaktionen entsteht 2-Keto-
L-Gulonsaure (2-KGLA), die mit einer Gesamtausbeute von 50 % in L-Ascorbinsdure
Uberfiihrt werden kann (Boudrant, 1990).

Aufgrund der hohen Temperaturen und Driicke, die einige der chemischen
Schritte erfordern, ist das industrielle Interesse nach einem biotechnologischen
Verfahren gro3. In den letzten 20 Jahren gab es daher viele Ansatze, Vitamin C (Rao
und Sureshkumar, 2000) oder die Vitamin C-Vorstufe 2-KGLA mikrobiell zu
produzieren (Bremus et al., 2006; Hancock und Viola, 2002; Delic et al., 1989).
Abbildung 2 fasst die haufigsten mikrobiellen 2-KGLA-Produktionsmethoden, die
bendtigten Enzyme und die verwendeten Stamme zusammen. Ausgehend von
Glukose, Sorbitol oder Sorbose erfolgte die 2-KGLA-Produktion durch Ein- oder
Zwei-Stufen-Fermentation mit Stammen der Gattungen Gluconobacter, Acetobacter,
Ketogulonicigenium, Pseudomonas, Erwinia und Corynebacterium (Urbance et al.,
2001; Sugisawa et al., 1990; Isono et al.,, 1968) bzw. mit Mischkulturen dieser
Stamme (Xu et al., 2004; Nogami et al., 1987; Zinsheng et al., 1981; Aiguo und Peiji,
1998; Feng, 2000). Ein Beispiel ist der von Sonoyama et al. (1982) entwickelte Zwei-
Stufen-Fermentationsprozess, bei dem in einem ersten Schritt mittels Erwinia
Glukose zu 2,5-di-Keto-Glukonat (2,5-dKGA) und in einem zweiten Schritt mittels
Corynebacterium 2,5-dKGA zu 2-KGLA umgesetzt wird (Abb. 2). Ein weiterer Ansatz
war die Stammverbesserung durch heterologe Uberproduktion von Enzymen mit
2-KGLA bildenden Aktivitaten (Shibata et al., 2000a; Saito et al., 1997; Shinjoh et al.,
1995). Zum Beispiel konstruierten Anderson et al. (1985) und Grindley et al. (1988)
rekombinante Erwinia herbicola-Stamme mit der 2,5-dKGA-Reduktase aus
Corynebacterium (Abb. 2). Mit den rekombinanten Erwinia-Stdmmen wurde der oben
beschriebene Zwei-Stufen-Prozess vereinfacht und eine direkte Produktion von bis
zu 120 g/l 2-KGLA ermdglicht (Chotani et al., 2000).
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(i) Sugisawa/ Hoshino
. PQQ-SLDH FAD-SDH
— D-Sorbitol —PQQ-SLDH L-Sorbose ———  L-Sorboson
Gluconobacter Gluconobacter Gluconobacter
NAE?I%E“BH Acetobacter
Pseudomonas
Chemische —— > L-Gulonat
Reduktion
PQQ-SLDH 5-K luk
Gluconobacter eto-D-glukonat
PQQ- (iii) Gray v Enolisierung
GDH Gray's Methode Gray's Methode 9. _; _ Lactonisierung _
D-Glukose ——— p-Glukonat —— > L-ldonat 222 T 2KetooL hVito L-Ascorbinsaure
Gluconobacter gulonat
Erwinia -
Pantoea FAD- (i) Sonoyama * CHOH
Pseudomonas G-2-DH
—————— 2-Keto-D-glukonat
Gluconobacter C
Erwinia
Pantoea | FAD- H
Pseudomonas | 2-KGADH
2,5-DKGR
> 2,5-Diketo- —————— O OH
b-glukonat orynebacterium

Abb. 2: Produktionswege fur 2-KGLA mit Bakterien: (i) Verfahren tber die Sorbitol-DH (SLDH),
Sorbose-DH (SDH) und Sorboson-DH (SNDH) nach Sugisawa et al.(1990) und Hoshino et al. (1990);
(ii) Verfahren Uber Glukose-DH (GDH), Glukonat-2-DH (G-2-DH), 2-Keto-D-Glukonat-DH (2-KGA-DH)
und 2,5-Diketo-D-Glukonat-Reduktase (2,5-DKGR) nach Sonoyama et al. (1982); (iii) Umsetzung von
D-Glukonat tUber 5-Keto-D-Glukonat zu 2-KGLA nach Gray (1945a, b).

Neben der 2-KGLA-Produktion mit Bakterien sind auch verschiedene Ansétze zur
Vitamin C-Produktion mit Hefen (Roland et al., 1990; Hancock et al., 2000; Sauer et
al., 2004) und Mikroalgen (Running et al., 1994, 1999, 2002, 2003) beschrieben.
Ausgehend von D-Glukose erfolgt in einigen Hefen, Mikroalgen und hdheren
Pflanzen die Umsetzung bis zur L-Ascorbinsaure. Die Synthese erfolgt dabei tber die
Zwischenprodukte L-Galaktose und L-Galaktono-1,4-lacton und weicht somit von den
bakteriellen Synthesewegen ab (Bremus et al., 2006). Die bisher erzielten Ausbeuten
sind jedoch zu gering fur eine rentable industrielle Anwendung.

3. Die Oxidation von Sorbitol zu 2-Keto-L-Gulonséaure

Bei den meisten mikrobiellen Anséatzen zur Vitamin C-Produktion erfolgt die
Synthese der Vorstufe 2-KGLA ausgehend von Sorbitol. Mit den drei
Dehydrogenasen Sorbitol-DH (SLDH), Sorbose-DH (SDH) und Sorboson-DH
(SNDH) ist in G. oxydans uber den so genannten ,L-Sorboson-Pathway* (Hoshino et
al., 1990; Shinjoh et al., 1990, 1995, 2002a) die sequenzielle Oxidation von Sorbitol
Uber Sorbose und Sorboson zu 2-KGLA mdoglich (Abb. 3). Der erste Schritt — die
Oxidation von Sorbitol zu Sorbose — erfolgt in den meisten G. oxydans-Stdmmen
nahezu quantitativ (Shinjoh et al, 1990). Von der fur diese Reaktion
verantwortlichen SLDH sind vier verschiedene Isoenzyme in G. oxydans beschrieben
(Asai, 1968; Matsushita, et al., 2003). Drei dieser Isoenzyme sind membran-
gebunden, wovon das erste FAD-abhangig ist und aus drei Untereinheiten besteht
(Shinagawa et al., 1982). Das zweite ist PQQ-abhangig und setzt sich ebenfalls aus
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drei Untereinheiten zusammen (Choi et al., 1995), und das dritte ist PQQ-abhangig
und besteht nur aus einer Untereinheit (Sugisawa und Hoshino, 2002; Miyazaki et
al., 2002; Kersters und De Ley, 1966). Nur von der zuletzt genannten SLDH konnte
durch Gendisruption nachgewiesen werden, dass sie in vivo fur die quantitative
Umsetzung von Sorbitol zu Sorbose verantwortlich ist (Shinjoh et al., 2002b). Die
vierte, NADP-abhangige SLDH ist zytosolisch und spielt nur eine untergeordnete
Rolle fur die in vivo-Umsetzung von Sorbitol zu Sorbose, da sie beim intrazellular
vorherrschenden pH-Wert vornehmlich die Ruckreaktion katalysiert (Asai, 1968,
Shibata et al.,2000b). Des Weiteren existiert noch eine zweite zytosolische SLDH,
die jedoch Sorbitol zu Fruktose umsetzt und bei der Assimilation von Sorbose eine
Rolle spielt (Anhang, Abb. 36; Shinjoh et al., 1990, 2002a).

Nach der periplasmatischen Umsetzung von Sorbitol zu Sorbose erfolgt im
nachsten Schritt die Oxidation von Sorbose zu Sorboson (Abb. 3), die von einer FAD-
abhangigen, 58 kDa grofien und membrangebundenen SDH Kkatalysiert wird
(Sugisawa et al., 1991a). Im letzten Schritt wird Sorboson in G. oxydans von der
53 kDa grol3en, NAD-abhangigen l6slichen cSNDH zu 2-KGLA oxidiert (Hoshino et
al., 1991). In A.liquefaciens hingegen wird dieser Schritt von einer
membrangebundenen Sorboson-DH (MSNDH) katalysiert (Shinjoh et al., 1994), so
dass alle Reaktionsschritte von Sorbitol bis 2-KGLA im Periplasma stattfinden
kénnen und kein Membrantransport von Zwischenprodukten notwendig ist. Aufgrund
eines fehlenden PQQ-Bindemotivs in der Aminosauresequenz dieses Enzyms wird
davon ausgegangen, dass die mSNDH kein Quinoprotein ist, sondern FAD als
Kofaktor verwendet (Shinjoh et al., 1995). Wahrend Studien von Isono et al. (1968)
darauf hinwiesen, dass nur Gluconobacter, Acetobacter und Pseudomonas die oben
beschriebenen Enzyme des ,L-Sorboson-Pathways" besitzen, wurden kirzlich zwei
Ketogulonicigenium-Spezies isoliert, die mit Hilfe einer bifunktionalen SDH/SNDH
ausgehend von 20 g/l Sorbose bis zu 9.3 g/l 2-KGLA produzierten und somit
ebenfalls alle Enzyme des ,L-Sorboson-Pathways" enthalten (Sugisawa et al., 2005;
Urbance et al., 2001; Asakura und Hoshino, 1999).

CH,OH CHQOH COOH

SLDH SNDH in V|tro
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-Sorbitol L-Sorbose L-Sorboson 2-Keto-L-Gulonat L-Ascorbinsaure

Abb. 3: Reaktions-Sequenz von Sorbitol zu L-Ascorbinséure (,L-Sorboson-Pathway*). SLDH:
Sorbitol-DH, SDH: Sorbose-DH und SNDH: Sorboson-DH
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Ein Beispiel fur die gro3technische Umsetzung von Sorbitol zu 2-KGLA ist ein in
China entwickelter und angewandter Zwei-Stufen-Fermentationsprozess, mit dem
mittlerweile auch die Firmen Roche und Cerestar Vitamin C produzieren (Ning et al.,
1988; Yin et al., 2001). Nach der Biotransformation von D-Sorbitol zu L-Sorbose mit
G. oxydans erfolgen in einer zweiten Fermentationsstufe mit einem undefinierten
Bakteriengemisch die beiden Oxidationen von L-Sorbose uber L-Sorboson zu
2-KGLA. Im Gegensatz dazu beschrieben Saito et al. (1997, 1998) und Shinjoh et al.
(1995) Methoden zur mikrobiellen 2-KGLA-Produktion aus Sorbitol, bei denen der
Fokus auf Ein-Stamm- und Ein-Stufen-Fermentationen mit definierten Organismen
lag. Da nur wenige G. oxydans-Stamme mit allen Enzymen des ,L-Sorboson-
Pathways" ausgestattet sind und die mit den Wildtypen erzielten 2-KGLA-Ausbeuten
aufgrund niedriger SDH- und SNDH-Aktivitaten nur gering sind (Sugisawa et al.,
1990; Tsukada und Perlman, 1972), wurde durch Uberproduktion von SDH und
SNDH versucht, die 2-KGLA-Produktivitdit zu steigern. So konnten durch
Uberexpression der Gene fiir die SDH und die lésliche SNDH aus G. oxydans T-100
in einem Sorbose-akkumulierenden G. oxydans-Stamm sowie durch Suprimierung
des Synthesewegs fir das Nebenprodukt L-ldonat eine 2,3-fache Steigerung der
2-KGLA-Produktion auf 130 g/l 2-KGLA aus 150 g/l Sorbitol erzielt werden (Saito et
al.,1997, 1998). Durch Uberexpression des Gens einer membrangebundenen SNDH
aus A. liquefaciens in dem Sorboson-akkumulierenden Stamm G. oxydans IFO 3293
wurden mit ruhenden Zellen Sorbose und Sorboson, nicht jedoch Sorbitol zu 2-KGLA
umgesetzt. Daruber hinaus konnte mit wachsenden Zellen die 2-KGLA-Ausbeute
nicht verbessert werden (Shinjoh et al., 1995), so dass dieser Stamm, wie auch die
von Saito et al. (1997) konstruierten Stamme, nicht zur grof3technischen 2-KGLA-
Produktion eingesetzt werden konnten.

Im Gegensatz zur 2-KGLA-Produktionssteigerung durch gezielte Uberexpression
der 2-KGLA-Synthesegene, versuchten Sugisawa et al. (1990) durch ungerichtete
Mutagenese und Selektion Stamme zu isolieren, die vermehrt 2-KGLA produzieren.
Auf diese Weise entstanden zahlreiche Mutanten des Stammes G. oxydans
IFO 3293, der als Wildtyp bereits 2,8 g/l 2-KGLA aus 25 g/l Sorbose produziert
(Hoshino et al., 1990). Die Mutanten G. oxydans UV-10 und G. oxydans N44-1 waren
in der Lage 70 g/l Sorbitol zu 26 g/l 2-KGLA (G. oxydans UV-10) bzw. 100 g/l Sorbitol
zu 30-50 g/l 2-KGLA (G. oxydans N44-1) umzusetzen, wobei die molekularen
Grinde fur die gesteigerte 2-KGLA-Produktion nicht aufgeklart werden konnten
(Sugisawa et al., 1990). Berry et al. (2005) konnten kurzlich G. oxydans N44-1 so
modifizieren, dass erstmals nicht nur die Vitamin C-Vorstufe 2-KGLA, sondern direkt
L-Ascorbinsaure produziert wurde. Fur die direkte Umsetzung von Sorboson zu
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Vitamin C ist eine membrangebundene Sorbosondehydrogenase (SNDHai)
verantwortlich, die aus G. oxydans N44-1 und Ketogulonicigenium vulgare (friher
G. oxydans DSM 4025) isoliert werden konnte (Berry et al., 2005; Miyazaki et al.,
2006). Die homologe Uberproduktion der SNDHai in G. oxydans N44-1 fuhrte zur
Bildung von 4,2 g/l Vitamin C aus 10 g/l L-Sorboson. Aus bislang ungeklarten
Griunden war die Vitamin C-Produktion jedoch nur mit ruhenden Zellen und nicht mit
Sorbose oder Sorbitol als Substrat moglich (Berry et al., 2005). Im Gegensatz dazu
ist K. vulgare in der Lage, mit ruhenden und wachsenden Zellen aus 5 g/l Sorboson
bis zu 1,4 g/l Vitamin C zu produzieren (Sugisawa et al., 2005). Dartber hinaus
wurden auch D-Sorbitol, L-Sorbose und L-Gulose zu L-Ascorbinsaure umgesetzt.

Abgesehen von dem oben beschriebenen Zwei-Stufen-Verfahren mit einem
undefinierten Bakteriengemisch (Ning et al., 1988; Yin et al., 2001) ist bislang mit
keinem der beschriebenen Stamme und Methoden eine rentable grof3technische
2-KGLA-Produktion moglich, so dass der Grof3teil der Vitamin C-Produktion immer
noch durch das o6konomisch und 0kologisch bedenkliche Reichstein-Verfahren
abgedeckt wird (Boudrant, 1990). Um in Zukunft Vitamin C biotechnisch herstellen zu
kénnen, missen die molekularen Hintergrinde der 2-KGLA-Bildung weiter
untersucht und noch besser verstanden werden.

4. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung eines mikrobiellen
2-KGLA-Produktionssystems mit G. oxydans in einer Ein-Stamm- und Ein-Stufen-
Biotransformation (Abb. 28). Um der 2-KGLA-Synthese zugrunde liegende
Mechanismen und Verknipfungen zum Zentralstoffwechsel aufzuklaren, sollten die
rekombinanten Stamme nicht durch Mutagenese, sondern definiert und zielgerichtet
konstruiert werden. Dafiir sollten zunéchst verschiedene G. oxydans-Stamme
beziglich Biomasse- und Produktbildung charakterisiert und ein geeigneter Wildtyp
fur die Konstruktion von 2-KGLA-Produktionsstammen ausgewahlt werden. In
diesem sollten anschlieRend alle notwendigen Enzyme der 2-KGLA-Synthese aus
Sorbitol funktionell Uberproduziert werden (SDH, cSNDH, mSNDH). Um hohe
2-KGLA-Ausbeuten zu erzielen, ist es notwendig, den zellinternen Katabolismus von
Intermediaten der 2-KGLA-Synthese zu verhindern, da dieser in Konkurrenz zur
periplasmatischen 2-KGLA-Produktion steht. Deshalb sollte im letzten Teil der Arbeit
der Sorbitolstoffwechsel in G. oxydans untersucht werden.
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1. Bakterienstamme

Tab. 1: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Eigenschaften/ Genotyp/ Phanotyp/ Quelle/Referenz
Resistenz
E. coli DH5a F’, ®80d lacZAM15, recAl, endAl, (Hanahan, 1983; Yanisch-
gyrA96, thi-1, hsdR17(r,,m,’"), Perron et al., 1985)
SsupE44, relAl, deoR, A(lacZYA-
argF)U169
E. coli HB101 F’, hsdS20 (r's, mg), SUpE44, ara-14, |(Boyer und Roulland-
galK-2, lacY1, proA2, rpsL20, xyl-5, Dussoix, 1969; Figurski und
mtl-1, recA13, Kan®, oriColE1, RK2- | Helinski, 1979; Lam et al.,
Mob®, RK2-Tra", mH-1 1985)
mit Plasmid pRK2013
G. oxydans DSM 2343 Wilgtyp (De Ley et al., 1984)
Cef
G. oxydans DSM 3503 Wildtyp (De Ley et al., 1984; Klasen
Cef? et al., 1995)
G. oxydans DSM 3504 Wildtyp, Cef® (De Ley et al., 1984;
(Donor des sndh/sdh-Genclusters, Sugisawa et al., 1990)
produziert 0,08 g/l 2-KGLA aus 25 g/l
Sorbose)
G. oxydans IFO 3293 Wildtyp, Cef" (Sugisawa et al., 1990 ;
(produziert 2,77 g/l 2-KGLA aus 25 g/l | Hoshino et al., 1990)
Sorbose)
G. oxydans NCIMB 8084 Wildtyp, Cef® (Silberbach et al., 2003;
Beschkov et al., 1995)
G. oxydans UV-10 Cef®, (durch Mutagenese aus (Sugisawa et al., 1990)
G. oxydans IFO 3293 entstanden;
produziert 26 g/l 2-KGLA aus 70 g/l
Sorbitol)
G. oxydans N44-1 Cef®, (durch Mutagenese aus (Sugisawa et al., 1990)
G. oxydans IFO 3293 entstanden;
produziert 50 g/l 2-KGLA aus 100 g/l
Sorbitol)
A. liguefaciens DSM 5603 Wildtyp, Cef®, (Donor des msndh- (De Ley et al., 1981)
Gens)
A. liquefaciens LU9082 Wildtyp, Cef", (alternativer Donor des | BASF AG, Ludwigshafen
msndh-Gens)
Sinorhizobium meliloti 1021 Wildtyp, Strep” (alternativer Donor (Capela et al., 2001; Galibert
des sndh/sdh-Genclusters) et al., 2001)
Zymomonas mobilis Wilgtyp (Neveling et al., 1999)
Cef

Zusatzlich zu den in Tab. 1 aufgefihrten Stdmmen wurden verschiedene

rekombinante Stdmme in dieser Arbeit konstruiert. Dazu wurden Escherichia coli
DH5a sowie G. oxydans DSM 2343, DSM 3504, IFO 3293 und N44-1 mit den in
Tab. 3 aufgelisteten Plasmiden transformiert. Tab. 2 gibt eine Ubersicht uber die

konstruierten Stamme und die in dieser Arbeit verwendeten Stammabklrzungen.

1
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Tab. 2: In der Arbeit konstruierte Stamme mit den dazugehdrigen Abklrzungen

Konstruierte E. coli- und G. oxydans-Stamme

Verwendete Stammabkiirzung

. coli DH5a mit pPBBR1MCS2 DH50-pBBR
. coli DH5a mit pBBR1MCS2-csndh DH5a-csndh
. coli DH5a mit pPBBR1MCS2-sdh DH5a-sdh

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-csndh/sdh

DH5a-csndh/sdh

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-csndh-tufB

DH5a-csndh-tufB

. coli DH5a mit pPBBR1MCS2-sdh-tufB

DH5a-sdh-tufB

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB

DH5a-csndh/sdh-tufB

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-msndh-tufB

DH5a-msndh-tufB

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB

DH5a-msndh/sdh-tufB

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB-tracou

DH5a-msndh/sdh-tufB-tracou

. coli DH5a mit pEXGOX-pgi/tal-fw-tufB

DH5a-pEXGOX-pgi/tal-fw-tufB

. coli DH5a mit pEXGOX-pgi/tal-rev-tufB

DH5a-pEXGOX-pgi/tal-rev-tufB

. coli DH5a mit pBBR1MCS2-pgi/tal-fw-tufB

DH5a-pgi/tal-fw-tufB

. coli DH5a mit pPBBR1MCS2-pgi/tal-rev-tufB

DH5a-pgi/tal-rev-tufB

. coli DH5a mit pPEXGOX-mldh-fw-tufB

DH5a-pEXGOX-midh-fw-tufB

. coli DH5a mit pPEXGOX-mldh-rev-tufB

DH5a-pEXGOX-midh-rev-tufB

. coli DH5a mit pPBBR1MCS2-midh-fw-tufB

DH5a-mldh-fw-tufB

. coli DH5a mit pPBBR1MCS2-midh-rev-tufB

DH5a-mldh-rev-tufB

. oxydans DSM 2343 mit pPBBR1IMCS2

DSM 2343-pBBR

. oxydans DSM 2343 mit pPBBR1MCS2-csndh

DSM 2343-csndh

. oxydans DSM 2343 mit pPBBR1MCS2-sdh

DSM 2343-sdh

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-csndh/sdh

DSM 2343-csndh/sdh

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-csndh-tufB

DSM 2343-csndh-tufB

. oxydans DSM 2343 mit pPBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB

DSM 2343-csndh/sdh-tufB

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-msndh-tufB

DSM 2343-msndh-tufB

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB

DSM 2343-msndh/sdh-tufB

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB-tracou

DSM 2343-msndh/sdh-tufB-tracou

. oxydans DSM 2343 mit pPBBR1MCS2-pgi/tal-fw-tufB

DSM 2343-pgi/tal-fw

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-pgi/tal-rev-tufB

DSM 2343-pgiltal-rev

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2-mldh-fw-tufB

DSM 2343-midh-fw

. oxydans DSM 2343 mit pBBR1MCS2- mldh-rev-tufB

DSM 2343-mldh-rev

. oxydans DSM 3504 mit pPBBR1IMCS2

DSM 3504-pBBR

. oxydans DSM 3504 mit pBBR1MCS2-csndh/sdh

DSM 3504-csndh/sdh

. oxydans DSM 3504 mit pBBR1MCS2-csndh-tufB

DSM 3504-csndh-tufB

. oxydans DSM 3504 mit pBBR1MCS2-sdh-tufB

DSM 3504-sdh-tufB

. oxydans DSM 3504 mit pPBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB

DSM 3504-csndh/sdh-tufB

. oxydans DSM 3504 mit pBBR1MCS2-msndh-tufB

DSM 3504-msndh-tufB

. oxydans DSM 3504 mit pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB

DSM 3504-msndh/sdh-tufB

. oxydans DSM 3504 mit pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB-tracou

DSM 3504-msndh/sdh-tufB-tracou

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2

IFO 3293-pBBR

. oxydans IFO 3293 mit pBBR1MCS2-csndh/sdh

IFO 3293-csndh/sdh

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-csndh-tufB

IFO 3293-csndh-tufB

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-sdh-tufB

IFO 3293-sdh-tufB

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB

IFO 3293-csndh/sdh-tufB

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-msndh-tufB

IFO 3293-msndh-tufB

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB

IFO 3293-msndh/sdh-tufB

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB-tracou

IFO 3293-msndh/sdh-tufB-tracou

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-pgi/tal-fw-tufB

IFO 3293-pgi/tal-fw

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-pgi/tal-rev-tufB

IFO 3293-pgi/tal-rev

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-mldh-fw-tufB

IFO 3293-mldh-fw

. oxydans IFO 3293 mit pPBBR1MCS2-mldh-rev-tufB

IFO 3293-mldh-rev

. oxydans N44-1 mit pPBBR1IMCS2

N44-1-pBBR

. oxydans N44-1 mit pPBBR1MCS2-pgi/tal-fw-tufB

N44-1-pgi/tal-fw

. oxydans N44-1 mit pPBBR1MCS2-pgi/tal-rev-tufB

N44-1-pgi/tal-rev

. oxydans N44-1 mit pPBBR1MCS2-midh-fw-tufB

N44-1-mldh-fw

QOOOOIOOOOOOOOODOOIOOOOOOOOOOOOOOOO OO O @M Mmmmm|mmmmmmmmmmimimm

. oxydans N44-1 mit pPBBR1MCS2-mldh-rev-tufB

N44-1-mldh-rev
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2. Plasmide und DNA-Fragmente

2.1 Plasmide

Tab. 3: Verwendete und konstruierte Plasmide

Plasmid

Beschreibung/ Eigenschaften

Quelle/Referenz

PBBR1IMCS2

5144 bp, Kan"; ,broad-host-range-vector®,
15 Kopien/ Zelle, Expression in G. oxydans

(Kovach et al., 1995)

PEXGOX

5731 bp, Gm", Derivat von pBBR1MCSS5,
Expression in G. oxydans

pVLT31

Kan®, ,broad-host-range-vector®,
RSF1010-Derivat

(De Lorenzo et al.,
1993)

pRK2013

Kan", Konjugation-Helferplasmid
(tra-Gene + mob-Region)

(Ditta et al., 1980)

pBBR1MCS2-csndh

csndh-Gen aus G. oxydans DSM 3504
unter Kontrolle des nativen Promotors

diese Arbeit, Kap.

v/i2.1

pBBR1MCS2-sdh

sdh-Gen aus G. oxydans DSM 3504 unter
Kontrolle des nativen Promotors

diese Arbeit, Kap.

Iv/2.1

pBBR1MCS2-csndh/sdh

csndh/sdh-Cluster aus G. oxydans DSM
3504 unter Kontrolle des nativen Promotors

diese Arbeit, Kap.

Iv/i2.1

pBBR1MCS2-csndh-tufB

csndh-Gen aus G. oxydans DSM 3504
unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

v/i2.1

pBBR1MCS2-sdh-tufB

sdh-Gen aus G. oxydans DSM 3504 unter
Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

Iv/i2.1

pBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB

csndh/sdh-Cluster aus G. oxydans DSM
3504 unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

v/2.1

pBBR1MCS2-msndh-tufB

msndh-Gen aus A. liguefaciens DSM 5603
unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

v/i2.1

pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB

msndh-Gen aus A. liguefaciens DSM 5603
und sdh-Gen aus DSM 3504 unter
Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

Iv/i2.1

pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB-
tracou

wie pPBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB, aber
zwischen dem msndh-Gen und dem sdh-
Gen ist Zustand, wie im csndh/sdh-
Gencluster aus G. oxydans DSM 3504
(,2translational coupling®)

diese Arbeit, Kap.

v/i2.1

PEXGOX-pgi/tal-fw-tufB

pgi/tal-Gen aus DSM 2343 richtig orientiert
unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

Iv/4

pBBR1MCS2-pgi/tal-fw-tufB

pgi/tal-Gen aus DSM 2343 richtig orientiert
unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

IvV/4

PEXGOX-pgi/tal-rev-tufB

pgi/tal-Gen aus G. oxydans DSM 2343
revers orientiert unter Kontrolle des tufB-
Promotors (Transkriptionsabschwéchung
durch antisense-RNA)

diese Arbeit, Kap.

IvV/4

pBBR1MCS2-pgi/tal-rev-tufB

pgi/tal-Gen aus G. oxydans DSM 2343
revers orientiert unter Kontrolle des tufB-
Promotors (Transkriptionsabschwéchung
durch antisense-RNA)

diese Arbeit, Kap.

IvV/4

PEXGOX-midh-fw-tufB

mldh-Gen aus DSM 2343 richtig orientiert
unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

IV/3.2

pBBR1MCS2-mldh-fw-tufB

mldh-Gen aus DSM 2343 richtig orientiert
unter Kontrolle des tufB-Promotors

diese Arbeit, Kap.

IV/3.2

PEXGOX-midh-rev-tufB

mldh-Gen aus G. oxydans DSM 2343
revers orientiert unter Kontrolle des tufB-
Promotors (Transkriptionsabschwéachung
durch antisense-RNA)

diese Arbeit, Kap.

IV/3.2

pBBR1MCS2-midh-rev-tufB

mldh-Gen aus G. oxydans DSM 2343
revers orientiert unter Kontrolle des tufB-
Promotors (Transkriptionsabschwéchung
durch antisense-RNA)

diese Arbeit, Kap.

IV/3.2
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2.2 Oligonukleotide

Fur Nukleotidsequenzanalysen, PCR-Amplifikationen, Northern Blot-Analysen,

ortsgerichtete Mutagenesen und Kassettenmutagenesen wurden Oligonukleotide der

Reinigungsstufe ,Salt-Free* verwendet. Alle Oligonukleotid-Sequenzen sind in 5°-3'-

Richtung angegeben. Die Synthese erfolgte bei MWG-Biotech (Ebersberg), Operon
(Hilden) oder der BASF AG (Ludwigshafen).

Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide. Abk.: Amplif. = PCR-Amplifikation; Seq. = Sequenzierung;
RSS = Restiktionsschnittstelle; oM = ortsgerichtete Mutagenese; NB = Northern Blot

Bezeichnung (Verwendung) bp Sequenz

CB1 (Insertion einer BInl-RSS|42-mer |d(GGA AAA GGG ATG GCA GCA CCT AGG TCAGCA
vor csndh-Gen mittels oM) GGAATATTT CTQ)

CB2 (Insertion einer BInl-RSS |42-mer |d(GAG AAA TAT TCC TGC TGA CCT AGG TGC TGC
vor csndh-Gen mittels oM) CAT CCCTTT TCCQ)

CB3 59-mer |d(CCG GTG CAATTT TTT AGT TGC ATG AAC TCG
(tufB-Promotor-Kassette) CAT GTC TCC ATAGAATGC GCG CTACTT GC)
CB4 59-mer |d(CTA GGC AAG TAG CGC GCA TTC TAT GGA GAC
(tufB-Promotor-Kassette) ATG CGA GTT CAT GCA ACT AAAAAATTG CA)
CB5 (Insertion einer BInl-RSS |42-mer |d(TGT CCA TAT CGA AAC TGG CCT AGG TTC GCA
vor sdh-Gen mittels oM) CTG GAT TTC GTA)

CB6 (Insertion einer BInl-RSS|42-mer |d(TAC GAA ATC CAG TGC GAA CCT AGG CCAGTT
vor sdh-Gen mittels oM) TCG ATATGG ACA)

CB11 (Amplif. msndh-Gen; 30-mer |d(CAC GGA CCT AGG GAA TGC AAG GCC GCC CTC)
(msndh-Sonde/ NB)

CB12 (Amplif. msndh-Gen; 28-mer | d(GGA ATA AAC GTT CGT GGT ACT GGG CCT G)
(msndh-Sonde/ NB)

CB20 (Seq. tal/pgi-Gen) 19-mer |d(GCT GTT CTC GCT GGA CGC G)

CB21 (Seq. tal/pgi-Gen) 21-mer |d(CGA TCA CGG CAAGTC CCG TGCQC)

CB22 (Seq. tal/pgi-Gen) 19-mer |d(GCT GCA TGT GCT CGA CAG Q)

CB23 (Seq. tal/pgi-Gen) 22-mer | d(GGT CTG GGC CTC ATC CCC ATC G)

CB24 (Seq. tal/pgi-Gen) 20-mer | d(CGC CTA TAT CAG GCG CGA CC)

D-LDH-3-blunt 26-mer |d(TCA GAC GCT CTC GGC AAC CCA GTT CC)
(Amplif. mldh-Gen)

D-LDH-5-blunt 28-mer |d(ATG TCA GCG TCA CTA AAA GGC AGT TCC G)
(Amplif. mldh-Gen)

G.ox-TAL/PGI-fw 24-mer |d(GTG GCA GAC ACA ATC TCC AAC ACC)

(Amplif. tal/pgi-Gen)

G.ox-TAL/PGl-rev 25-mer |d(TTATGC TCC TGC CAG TGC TTT GTG G)

(Amplif. tal/pgi-Gen)

Idh-seqg-1 (Seq. mldh-Gen) 24-mer |d(GCG GTC GCG GTA GTC ACA CAT GCG)
pBBR1MCSX-for 19-mer |d(ATA CGA CTC ACT ATA GGG C)

(Seq. pPBBR1IMCS2-Derivate)

pBBRMCS2_fwd 19-mer |d(ATA CGA CTC ACT ATA GGG C)

(Seq. pPBBR1IMCS2-Derivate)

pBBRMCS2_rev 19-mer |d(GCT ATG ACC ATG ATT ACG C)

(Seq. pPBBR1IMCS2-Derivate)

pBBR-rep_forw 19-mer |d(CGT AAG TGC GCT GTT CCA G)

(Seq. pBBR1MCS2-Derivate)

SD-Ali_Gox_SDH_1 (Insertion | 67-mer | d(CAC GGA CCA GAA GCG TAC GTG ACG CGC CCT
von zwei BsiWI-RSS zwischen TTC AGG CCC AGT ACC ACG AAC GTA CGC ACT
msndh- und sdh-Gen mittels oM) GGATTT Q)

SD-Ali_Gox_SDH_2  (Insertion |67-mer |d(GAA ATC CAG TGC GTA CGT TCG TGG TAC TGG
von zwei BsiWI-RSS zwischen GCC TGA AAG GGC GCG TCACGT ACG CTT CTG
msndh- und sdh-Gen mittels oM) GTC CGT G)

SDHgoF3ba-53 27-mer |d(GCG TCT AGA GAC ACG GTT TAC GGC TTG)

(Amplif. sdh-Gen)
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Fortsetzung Tab. 4:

SDHgoFS3-51 (sdh-Sonde/ NB)

18-mer

d(GAC ACG GTT TAC GGC TTG)

SDHgoRS3-50 (sdh-Sonde/ NB)

17-mer

d(CTG TCC TGA CTT TCG TC)

SDHgoSPER3-31 26-mer |d(CGC ACT AGT CTG TCC TGACTT TCG TC)
(Amplif. csndh/sdh-cluster und

sdh-Gen)

Seq_sldh_p_01_f 20-mer |d(GGG TAA CGC CAG GGTTTT CC)
(Seq. tal/pgi-Gen)

Seq-A.lig-sndh-3 20-mer |d(GGA CAA ATC CGG CGC CCT CC)
(Seq. msndh-Gen)

Sldh-Sonde-F (sldh-Sonde/ NB) | 23-mer |d(CGG ATATCG GGT CCA TGG ATC CG)
Sldh-Sonde-R (sldh-Sonde/ NB) | 23-mer | d(GCT GAC CGT CGA GAA CTT CGT GG)
SNDHgoFS1-49 20-mer |d(CCG TGATTA AGAATT GCATG)
(csndh-Sonde/ NB)

SNDHgoRS1-48 19-mer |d(CGA TGA GAC AGA CAC GGAC)
(csndh-Sonde/ NB)

SNDHgoF1lba-52 29-mer |d(GCG TCT AGA CCG TGA TTAAGA ATT GCATG)
(Amplif. csndh/sdh-cluster und

csndh-Gen)

SNDHgoR1sal-46 28-mer |d(CGC GTC GAC CGA TGA GAC AGA CAC GGA C)
(Amplif. csndh-Gen)

Sub137 16-mer |d(AGG CCC AGC TTCTTCA)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

Sub138 16-mer |d(GTC GGC AAG TCC TGT A)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

Sub139 16-mer |d(CAC CCT GAATAC CGC C)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

Sub140 16-mer |d(GCC CGA CAA CAT CAT C)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

Sub141 17-mer |d(GCT GTT CAG CGT AAT CC)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

Sub142 16-mer |d(GTA CGG CGT TGA GGA A)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

Sub143 17-mer |d(ACG AAA TCC AGT GCG AA)

(Seq. csndh/sdh-Cluster)

tal/pgi-25R (Seq. tal/pgi-Gen) 20-mer |d(GGAATC TTG ATC AGG TTC GG)
tal/pgi-26R (Seq. tal/pgi-Gen) 20-mer |d(CCA GAT AGT ACT GAT ACG CQC)
tal/pgi-27R (Seq. tal/pgi-Gen) 20-mer |d(CCA CAT CGT CAC GCA GAT CC)
tal/pgi-28R (Seq. tal/pgi-Gen) 22-mer |d(GGA TCG GTG ATG GCG ATG AAG C)
tal/pgi-29R (Seq. tal/pgi-Gen) 19-mer |d(CGT GGC GAA CTC GAATAG G)
tal/pgi-30R (Seq. tal/pgi-Gen) 20-mer |d(CCG TGA CCT GCA GGA ACA CG)

3. Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme

Bis auf die in Tab. 5 aufgefihrten Chemikalien wurden alle Chemikalien
(Reinheitsgrad: zur Analyse) von Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Merck (Darmstadt),
Fluka (Neu-Ulm) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Fir Enzymaktivitatsmessungen
wurden die Enzyme Glukose-6-Phosphat-DH (L. mesenteroides),

Phosphat-DH (Kaninchenmuskel),

Triosephosphatisomerase (Kaninchenmuskel) von Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

verwendet.
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Tab. 5: Verwendete Chemikalien und Biochemikalien

Bezeichnung

Herstellerfirma

2-KGLA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

CaCO; (Kalziumkarbonat) Fluka, Neu-Ulm
D-(-)-Fruktose, reinst Merck, Darmstadt
D-(+)-Glukose Monohydrat Fluka, Neu-Ulm

D-Sorbitol, minimum 98 %

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Erythrose-4-Phosphat Natriumsalz

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Fruktose-6-Phosphat Dinatriumsalz

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Glukose-6-Phosphat Dinatriumsalz

Sigma Aldrich, Taufkirchen

L-(-)-Sorbose

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Fluka, Neu-Ulm

L-Sorboson

DSM Nutritional Products, Kaiseraugst
BASF AG, Ludwigshafen
Prof. Pietruska, FZ Julich GmbH, Jilich

Mannitol, ACS Reagent

Sigma Aldrich, Taufkirchen

NAD Dinatriumsalz

Sigma Aldrich, Taufkirchen

NADP Dinatriumsalz

Sigma Aldrich, Taufkirchen

NADPH

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

PCR-Nucleotid-Mix (,10 mM each dNTP")

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

4. Antibiotika

Tab. 6: Verwendete Antibiotika und deren eingesetzte Konzentrationen

Antibiotika Verwendete Endkonzentration Herstellerfirma

Ampicillin E. coli: 100 pg/ml Roche, Mannheim

Cefoxitin G. oxydans: 50ug/ml Sigma Aldrich, Taufkirchen

Gentamycin E. coli: 10 pg/ml Sigma Aldrich, Taufkirchen

Kanamycin E. coli: 25 pg/ml Sigma Aldrich, Taufkirchen
G. oxydans: 50ug/ml

Streptomycin S. meliloti: 500 pg/mi Sigma Aldrich, Taufkirchen

Fur die Zugabe in die autoklavierten und abgekihlten Medien wurden 1000fach

konzentrierte L6sungen hergestellt. Dabei wurden Ampicillin, Cefoxitin, Gentamycin

und Kanamycin in H,O und Streptomycin in EtOH geldst und bei —20 T ge lagert.

5. Nahrmedien

Die Medienbestandteile ,Bacto-Tryptone*,

,Bacto-Yeast Extract”, ,Bacto-Agar”

und ,Difco-M9 Minimal Salts“ wurden von Becton Dickinson GmbH (Heidelberg) und
(MQW) von der BASF AG (Ludwigshafen) bezogen. Zur
Sterilisation wurden die Nahrmedien 20 min bei 121 T autoklaviert. Zum Abpuffern

Maisquellwasser

der Medien wurde teilweise CaCOs; separat und trocken im Erlenmyerkolben
autoklaviert und anschlieBend das sterile Medium zugegeben, um die Bildung von
Ca-Salzen und CO; zu vermeiden. Bei der Herstellung von festen Nahrmedien fur
Agarplatten wurde dem entsprechenden Flissigmedium vor dem Autoklavieren 15 g/l
Nach Abkihlen auf ca. 50 € wurden dann bei

,Bacto-Agar‘ zugesetzt.
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Selektivplatten die Antibiotikaldsungen und bei der Herstellung von IPTG/X-Gal-
Platten 40 pg/ml X-Gal (in Dimethylformamid gelost und sterilfiltriert) und 0,5 mM
IPTG (in 50 %igem EtOH gel6st und sterilfiltriert) zugegeben. Selektiv- und IPTG/X-
Gal-Platten wurden lichtgeschutzt bei 4 <C, je nach Antibiotikum, drei bis flnf
Wochen aufbewahrt (Sambrook und Russel, 2000). Im Folgenden sind nur die
G. oxydans-Medien aufgefihrt. E. coli (37 ) und S. meliloti (28 ) wurden in Luria
Bertani-Medium (Sambrook und Russell, 2000) und A. liquefaciens in den gleichen

Medien wie G. oxydans bei 30 T kultiviert.

Vollmedium (VM)-Medium (Buchert und Viikari, 1988; Klasen et al., 1995)

Hefeextrakt 5 g/l
Trypton 3 g/l
D-Mannitol oder D-Sorbitol 10 g/l
[Bacto-Agar 15 g/l]

(ad 1I mit VE-H,0, pH 6 mit HCI)

Maisquellwasser (MOQW)-Medium (Elfari et al., 2005)

MQW-Konzentrat 7,5 g/l

Ca(CH3CO0O0), 0,549/

(NH4)2804 0,41 g/l

(NH4)2HPO4 0,1 g/|

MgSO, 0,07 g/l

C-Quelle 10-100 g/l (Sorbitol, Mannitol, Glukose, Glyzerin)
Antifoam (Silikonol) 1 Tropfen

(ad 1I mit VE-H,0, pH 5 mit HCI, wegen Salzprézipitation sterilfiltrieren)

No. 5-Medium (Shinjoh et al., 1995)

Hefeextrakt 15 g/l
Glyzerin 0,5 g/l
MgSQOq4 2,5 g/l
C-Quelle 100 g/l (Sorbitol, Mannitol, Fruktose)
CaCO3 15 g/l

(ad 1I mit VE-H,0, C-Quelle und CaCO3 separat autoklavieren)

Sorbitol/Sorbose (S/S)-Medium

Hefeextrakt 15 g/l
Glyzerin 0,5 g/l
MgSQOq4 2,5 g/l
D-Sorbitol 80 g/l (alternativ wurde 100 g/l Sorbitol eingesetzt)
L-Sorbose 20 g/l
CaCl, 1,5 g/l

(pH 6 mit HCI; Hefeextrakt, Glyzerin und MgSO,4 bzw. C-Quelle und CaCl; in
jeweils 500 ml VE-H,O autoklavieren und nach dem Abkuhlen vereinigen)
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Elektroporations (EP)-Medium

Hefeextrakt 15 g/l
Glyzerin 0,59/
MgSO, 2,549l
D-Mannitol 80 g/l (fur SDH-Test: 80 g/l Sorbose eingesetzt)
CaCl, 1,549/

(ad 1 I mit VE-H,0, pH 6 mit HCI; sterilfiltrieren)

Puffer fur ruhende Zellen (PR-Puffer)
Difco M9 Minimal Salze 11,3 g/l

MgSO, 0,49 g/l
CaCl, 0,02 g/l
C-Quelle 20 g/l (Sorbitol, Sorbose oder Sorboson)

(ad 1l mit VE-H0; alles separat autoklavieren und nach Abkihlen vereinigen)

6. LOsungen und Puffer

Tab. 7: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Puffer-Bezeichnung Zusammensetzung/Herstellung/Lagerung
Probenpuffer fur Agarosegele (6x) 0,25 % Bromphenolblau
(SCB-Puffer) 0,25 % Xylencyanol FF

30 % steriles Glyzerin
69,5 % steriles NP-H,O

TAE-Puffer, pH 8 40 mM  Tris-Azetat
5mM Na-Azetat
1mM EDTA
in NP-H,0, pH 8 mit CH;COOH
Trenngel-Puffer (SDS-Gel) 18,2 % Tris/HCI in NP-H,O, pH 8,8 mit HCI
Sammelgel-Puffer (SDS-Gel) 6,0 % Tris/HCI in NP-H,O, pH 6,8 mit HCI
SDS-Laufpuffer (10x) 0,25M Tris
1,92 M Glyzin
1,00% SDS
in NP-H,O
Harnstoffpuffer 8 M Harnstoff

0,1 M NaH,PO,
0,01 M Tris/HCI
in NP-H,0, pH 7 mit HCI

Laemmli-Probenpuffer (2x) 50 mM Tris/HCI pH 6,8

10 % Glyzerin

2 % [B-Mercaptoethanol
4 % SDS

0,03 % Bromphenolblau
in NP-H,O

RNA-Laufpuffer (10x) 0,5M MOPS
10 MM Na,EDTA
in NP-H,0, pH 7 mit H,SO,4

RNA-Probenpuffer (4x) 10 % RNA-Laufpuffer (10x)
[Lagerung -20 C] 50 % Formamid, 100 %ig
6,8 % Formaldehyd, 37 %ig

11,7 % Glyzerin, 87 %ig
1% Xylencyanol, konz. (gesattigte Losung)
1% Bromphenolblau, konz. (geséttigte Losung)
5% Ethidiumbromid (10 mg/ml Losung)

in NP-H,O
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7. Laborgeréte, Filter und GefaRRe

Tab. 8: Verwendete Laborgerate, Filter und Geféalle

Gerat

Bezeichnung (Typ)

Hersteller

Gel-Dokumentations-Anlage
fur Agarose- und SDS-Gele

Image Master ®VDS

Pharmacia Biotech, Freiburg

UV-Transilluminator

Chroma 42

Vetter GmbH, Wiesloch

Photometer

Ultrospec 3000 pro

Amersham Bioscience,
Freiburg

Ultrazentrifuge

L8-M ultracentrifuge

Beckman Coulter, Krefeld

250 ml-Becher-Zentrifuge

Avanti J-25 centrifuge

Beckman Coulter, Krefeld

Falcon-Zentrifuge

Avanti 30 centrifuge

Beckman Coulter, Krefeld

Tischzentrifugen

eppendorf centrifuge 5415C
eppendorf centrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Kiihlzentrifuge

Laborzentrifuge 2K15

Sigma, Taufkirchen

Falcon-Kihlzentrifuge

Allegra 6KR centrifuge

Beckman Coulter, Krefeld

pH-Meter

765 Calimatic

Knick GmbH, Berlin

PCR-Thermocycler

Mastercycler personal

Eppendorf, Hamburg

French-Press

French Pressure Cell Press

SLM-Aminco spectronic
instruments, Rochester, USA

Ultraschall fur Zellaufschluss

UP 200s

Hielscher GmbH, Stuttgart

Gelelektrophoresekammer
groB3 (fur Agarosegele)

Sub-cell GT Basic

Biorad Laboratories, Miinchen

Gelelektrophoresekammer
klein (fir Agarosegele)

Sub-cell GT Mini

Biorad Laboratories, Miinchen

Elektrophoresekammer fur
SDS-Gele

Mini Protean Il

Biorad Laboratories, Miinchen

Schittelblock

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Sterilfilter

0,1 pum Nitrozellulose-Membranfilter
ME 24 @50 mm

Schleicher und Schuell, Dassel

Einmalsterilfiltriereinheit

Stericup 0,22 um, GP Express

Millipore GmbH, Frankfurt

Kivetten

Y. Mikro Einmalkivetten, 1 ml

Mdiller ratioLab, Dreieich

MALDI-TOF

Voyager-DE STR Bio Spectrometry
Workstation

Applied Biosystems, Darmstadt

8. Kultivierung und Stammhaltung

Im Folgenden wird nur auf die Kultivierungsbedingungen von G. oxydans
eingegangen. Die Kultivierung von E. coli erfolgte analog mit LB-Medium und je nach
Plasmiden mit Selektivantibiotika in entsprechender Konzentrationen (Tab. 6) bei

37 T Inkubationstemperatur.

Kultivierung auf Agarplatten

Zur Kultivierung von G. oxydans auf Festmedium wurden ausschlie3lich VM-
Sorbitol-Agarplatten (Kap. 5) mit der in Tab. 6 angegebenen Konzentration Selektiv-
antibiotikum verwendet. Die Inkubation erfolgte lichtgeschitzt bei 30 T fur mind.
24 h. Die G. oxydans-Wildtypen wurden unter Zugabe von Cefoxitin angezogen.
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Kultivierung in Kulturréhrchen

Zur Anzucht von Vorkulturen oder Kulturen fur die Mini-Plasmidpraparationen
wurden 5 ml VM-, S/S- oder EP-Medium in sterilen Kulturréhrchen mit den zur
selektiven Anzucht benétigten Antibiotika in entsprechender Konzentration (Tab. 6)
mit einer stecknadelkopfgroRen Zellmenge einer frisch bewachsenen Agarplatte steril
beimpft und je nach Stamm 12 bis 24 h bei 30 € und 200 Upm in einem Schittel-
Brutschrank inkubiert. Bei den G. oxydans-Wildtypen wurde nur Cefoxitin verwendet.

Kultivierung in Schiittelkolben

Fur Elektroporationen, Zellrohextraktherstellung, Ganzzell-Biotransformationen,
Wachstums-Experimente oder Fermentations-Vorkulturen wurden 50 ml Medium in
500 ml-Erlenmeyerkolben mit einer ODgoonm VONn ca. 0,2 steril aus einer Vorkultur
beimpft. Dabei wurden zur selektiven Anzucht die in Tab. 6 angegebenen Antibiotika-
Konzentrationen verwendet. Die Inkubation bis zur gewtinschten Zelldichte erfolgte
bei mind. 200 Upm und 30 T im Schuttelinkubator.

Kultivierung in der ,Fedbatch-pro“-Fermentationsanlage

Aufgrund des hohen Sauerstoffbedarfs und der pH-Abhéngigkeit bei der
Biotransformation von Sorbitol und Glukose mit G. oxydans wurde das ,Fedbatch-
Pro“-Parallelfermentations-System der Firma DASGIP (Julich) eingesetzt und den
unterschiedlichen C-Quellen angepasste Fermentationsbedingungen etabliert. Das
System (Abb. 4) bestand aus vier 250 ml GlasgefalRen mit jeweils einer Sauerstoff-
und einer pH-Elektrode, dem Begasungssystem ,MX 4/4, dem Saure/Lauge-
Dosiersystem ,MP 8, dem pH/pO,-Monitoringsystem ,pH4/pO4“ und der
Abgasanalytik ,GA4“. Somit konnte der pH-Wert, der Sauerstoffpartialdruck (pO.,),
die Ruhrerdrehzahl (N), die Temperatur (T), die Zusammensetzung der Zuluft und die
Begasungsrate reguliert bzw. gesteuert werden. Mittels der Abgasanalytik konnte die
Zusammensetzung der Abluft bestimmt werden, so dass eine Kohlenstoff-
Bilanzierung mdglich war. Fir die Ganzzell-Biotransformation mit G. oxydans stellten
sich folgende Fermentationsparameter als optimal heraus: Fermentationsvolumen
V = 200 ml; Begasungsrate = 10 bis 20 I/h; N = 500 bis 700 Upm; pO, = 10 bis 20 %;
pH =6 und T = 30C. Besonders wichtig war ein kons tanter CO»-Anteil von 0,05 % in
der Fermenterzuluft, da anderenfalls die anaplerotischen Reaktionen in der Zelle
nicht ablaufen konnten. Als Medien wurden MQW-Medium, S/S-Medium oder davon
leicht abgewandelte Medien verwendet, wobei pro Fermenter ein Tropfen separat

21



[1l. Material und Methoden

autoklavierter Antifoam (Silikon6l) und die Antibiotika vor Fermentationsstart
zugegeben wurden. Der pH-Wert wurde durch Titration mit einer 2 N NaOH-L6sung
reguliert. Vor jedem Versuch wurden die Pumpen, die pH-Elektroden und die O,-
Elektroden nach Herstellerangaben kalibriert bzw. polarisiert. Die Fermentationen
wurden durch Inokulation aus einer exponentiell gewachsenen 50 ml-Vorkultur mit
einer Animpf-ODgoonm VON mind. 0,3 gestartet. Die Regelung und die Aufzeichnung
aller Daten erfolgte durch die Software ,Fedbatch-Pro“ (DASGIP, Julich).

I# Dosierungs- Monitoring- Begasungs-
Saure \ J I System System System
und/oder A 0;  N; €O
Base, | o o048

Medien,
Substrate

. Kontroll-System Fermentationsgefal3e

Abb. 4: Schematische Darstellung des ,, Fedbatch—piro“ —Sysfems (DASGIP AG, Jilich)

Biotransformation mit ruhenden Zellen

Exponentiell und unter Selektionsdruck gewachsene Zellen aus einer 50 ml-Kultur
(S/S-Medium) wurden zweimal mit 50 mM KPOy-Puffer (pH 6) bei 4 T gewaschen
und in 15 ml PR-Puffer (Kap. 111/ 5) mit Sorbitol, Sorbose oder Sorboson als C-Quelle
resuspendiert. Dabei wurde eine definierte Zelldichte (ODgoonm ~ 1,3) eingestellt. Die
Biotransformation erfolgte mit den entsprechenden Antibiotika in einem 250 ml
Erlenmeyerkolben bei 30 T und 170 Upm im Schittelb rutschrank fur ca. 200 h. In
regelmanigen Abstanden wurden Proben fir die HPLC-Analytik entnommen.

Lagerung und Stammhaltung

Rekombinante E. coli- und G. oxydans-Stamme wurden Uber langere Zeitrdume
in Form von Glyzerinkulturen aufbewahrt. Hierzu wurden eine exponentiell und unter
Selektionsdruck gewachsene Kultur und steriles Glyzerin zu gleichen Teilen gemischt
und anschlieBend bei —70 T eingefroren. Die Dauerk ulturen kdnnen so uber
mehrere Jahre gelagert werden (Sambrook und Russel, 2000). Stammkulturen auf
Selektiv-Festmedien kénnen bis zu 6 Wochen bei 4 T aufbewahrt werden.
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9. Molekularbiologische Methoden

9.1 Plasmid-Transformation von E. coli und G. oxydans

Transformation von E. coli

Transformationskompetente Zellen sind in der Lage, Plasmid-DNA aufzunehmen.
Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der RbCl,-Methode (Cohen
et al., 1972). Die Zellen wurden entweder sofort fir die Plasmid-Transformation
(Hanahan, 1983) eingesetzt oder in 200 pl-Aliquots bei -70 T gelagert und bei
Bedarf auf Eis aufgetaut. Transformiert wurden 15-30 pl Ligationsansatze
(Kap. 111/ 9.6) oder bis zu 1 pg Plasmid-DNA. Als Kontrolle wurde stets 1 pg pUC18-
Plasmid-DNA zur Berechnung der Transformationseffizienz eingesetzt. Anschlie3end
wurden die Zellen auf Selektionsmedium ausgestrichen.

Transformation von G. oxydans

Die Transformation von G. oxydans erfolgte entweder durch Elektroporation
(Trevors und Stradoub, 1990) oder durch di- und triparentale Konjugation (Fischer-
Fantuzzi und Di Girolamo, 1961; Condon et al.,, 1991; Connell et al., 1995). Die
Herstellung elektrokompetenter Zellen und die Elektroporation erfolgte nach Modifi-
kation des von Mostafa et al. (2002) beschriebenen Protokolls, wobei die Zellanzucht
in EP-Medium (Kap. IlI/5) erfolgte und die Zellen viermal in sterilem 10 %igem
Glyzerin gewaschen wurden. Transformiert wurden 0,5 bis 2 pg Plasmid-DNA. Nach
der Elektroporation folgte eine mind. dreistiindige Kultivierung in 1 ml EP-Medium bei
30 T zur Ausbildung der Resistenz, bevor auf Selek tivmedium ausplattiert wurde.
Die Koloniebildung der Transformanden konnte bis zu 72 h dauern.

Als weitere Transformationsmethode fur G. oxydans wurde die di- und triparentale
Konjugation angewandt. Als Helferstamm wurde E. coli HB101, der die Gene fiur die
Mobilisierung auf dem Plasmid pRK2013 tragt, eingesetzt (Figurski und Helinski,
1979; Lam et al., 1985). Der G. oxydans-Empfanger-, E. coli-Helfer- und E. coli-
Donorstamm wurden in jeweils 5 ml LB- bzw. Vollmedium bis zur mittleren
exponentielle Phase kultiviert. Zur Konjugation wurden dann jeweils 50 ul der drei
Kulturen vermischt auf VM-Festagar aufgetropft und fir 16 bis 30 h bei 30C
inkubiert. Die Zellen wurden mit VM-Medium abgeschwemmt, 1:10 bzw. 1:100
verdunnt und auf VM-Selektivagar mit zusatzlich 100 pg/ml Cefoxitin ausplattiert.
Cefoxitin  stellte  sicher, dass keine E. coli-Stamme anwuchsen; das
Selektivantibiotikum liel3 nur Wachstum von G. oxydans-Stammen zu, die aus dem

Donorstamm das Plasmid mit dem Resistenzgen tbernommen hatten.
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9.2 Isolierung von DNA aus E. coli und G. oxydans

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus G. oxydans und E. coli erfolgte mit dem
,QIAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen, Hilden) oder, fur DNA-Mengen uber 20 pg, mit
dem ,Qiagen Plasmid Midi Kit* (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Das Prinzip
beruht auf einer modifizierten alkalischen Zell-Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Eluiert
wurde die Plasmid-DNA in 50 ul Elutions-Puffer oder NP-H,O; die Lagerung erfolgte
bei -20 . Genomische DNA aus G. oxydans wurde mit dem ,Puregene DNA
Purification Kit* (Gentra, Minneapolis, USA) nach Herstellerangaben isoliert. Die
Lagerung genomische DNA erfolgte bei 4C.

9.3 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die analytische und praparative Grol3enauftrennung von DNA wurde in
Agarosegelen mit TAE-Laufpuffer (Tab. 7) durchgefthrt (Sambrook und Russel,
2000). Je nach Grol3e der DNA-Fragmente enthielten die Gele 0,8 bis 2 % Agarose.
Die DNA-Proben wurden nach Zugabe von 1/6 Volumen SCB-Puffer (Tab. 7) bei
einer konstanten elektrischen Feldstarke von 5 bis 10 V/cm elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur GroRRenabschéatzung der DNA-Banden wurden 6 pl GrofRenmarker
(,1 kb DNA Ladder“, Biomol GmbH, Hamburg) aufgetragen. AnschlielRend wurde die
DNA in 2 %iger Ethidiumbromidlésung gefarbt, in VE-H,O entfarbt, im UV-Durchlicht
(302 nm) durch Fluoreszenzanregung sichtbar gemacht und fotografiert (Image
Master, VDS-System, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

9.4 Reinigung und Aufkonzentration von DNA

Zur Reinigung und Praparation von DNA-Fragmenten wurde die DNA in einer
praparativen Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und das gewilnschte DNA-
Fragment unter UV-Licht ausgeschnitten. Zur Isolierung der im Gelsttick enthaltenen
DNA wurde das ,QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) nach Herstelleran-
gaben verwendet. Eluiert wurde dabei mit einer der erwarteten DNA-Ausbeute
entsprechenden Menge NP-H,O. Zum Umpuffern und Entfernen von Salzen,
Nukleotiden, Oligonukleotiden und Enzymen aus DNA-L6sungen oder zur Erhéhung
der DNA-Konzentration wurde eine DNA-Isopropanol-Fallung durchgefihrt
(Sambrook und Russel, 2000). Je nach erforderlicher Reinheit wurde der EtOH-
Waschschritt mehrfach  durchgefiuhrt und das DNA-Sediment in einem
angemessenen Volumen NP-H,O resuspendiert. Zum Reinigen bzw. Umpuffern der
DNA aus PCR-Reaktionsansatzen wurde das ,QIAgick PCR Purification Kit* (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben verwendet.
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9.5 Konzentrationsbestimmung von DNA-LOsungen

Die Bestimmung der DNA-Konzentration in Losungen erfolgte durch Verwendung
des ,NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometers® (Nanodrop Technology,
Wilmington, USA), das unter Verwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes die
DNA-Konzentration durch Absorptionsmessung bei 260 nm (g260 =2,86 x 102 cm?/jg)
berechnet. Als Mal3 fur die Reinheit der DNA-L6sung wurde der Quotient von
OD260nm Und OD2gonm herangezogen. Proteinfreie DNA-L&sungen weisen dabei einen
Wert von ca. 1,8 auf (Sambrook und Russel, 2000). Bei sehr geringen DNA-
Konzentrationen wurde eine Konzentrationsabschatzung durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitat ethidiumbromidgefarbter DNA im Agarosegel durchgefuhrt.
Dazu wurde die abzuschatzende Bande mit einer Marker-Bande entsprechender
DNA-Fragmentgrof3e und bekannter Konzentration verglichen.

9.6 Enzymatische DNA-Reaktionen

DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die DNA-Spaltung an spezifischen Sequenzen mit Restriktionsendonukleasen
erfolgte unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen. Dazu wurden die
Restriktionsendonukleasen von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) verwendet.
Das Volumen des Restriktionsansatzes wurde so gewahlt, dass bis zu 3 U Enzym
pro pug DNA eingesetzt wurden, der Gesamtanteil des Enzyms im Ansatz aber nicht
hoher als 10 % (v/v) betrug. Bei DNA-Restriktion mit zwei Enzymen wurde der
Reaktionspuffer gewahlt, in dem beide Enzyme die hdchste Aktivitat aufwiesen, oder
es wurde zunachst mit dem Restriktionsenzym geschnitten, das bei der niedrigeren
Salzkonzentration spaltet, dann die DNA umgepuffert und anschlielend die
Restriktion mit dem anderen Enzym fortgefuhrt. Bei unterschiedlichen
Temperaturoptima von Enzymen wurde die Restriktion zunachst bei der niedrigeren
Temperatur und anschliel3end bei der hdheren Temperatur durchgefihrt.

Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um die Religation linearisierter Vektor-DNA zu verhindern und bei der Ligation die
Insertion von DNA-Fragmenten mit intakter 5’-Phosphatgruppe zu férdern, wurde
nach der Vektor-Restriktion eine Abspaltung der 5-Phosphatgruppen durchgefuhrt
(Sambrook und Russel, 2000). Zur Dephosphorylierung von DNA-Molekilen wurde
SAP (shrimp alkaline phosphatase) von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) nach
Herstellerangaben verwendet.
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5’-Phosphorylierung von DNA-Enden

Wenn DNA-Fragmente fir nachfolgende Ligationsreaktionen mit dephosphorylier-
tem Vektor eingesetzt werden sollten und nicht aus einem Restriktionsverdau
stammten, bei dem DNA-Fragmente mit intakten 5’-Phosphatgruppen entstehen,
wurde die DNA phosphoryliert. Dabei wurde T4-Polynukleotid-Kinase von Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim) nach der von Gassen und Schrimpf (1999)
beschriebenen Methode eingesetzt. Phosphorylierte PCR-Fragmente oder
Oligonukleotide wurden sofort weiter verwendet oder bei -20 T gelagert.

Ligation von DNA-Enden

Um 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxy-Enden doppelstrangiger, linearer DNA Uber
Phosphordiesterbindungen miteinander zu verkntpfen, wurde das ,Rapid DNA
Ligation Kit* (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) nach Herstellerangaben
verwendet. Die DNA-Fragmente wurden bei Uberhangenden Enden im molaren
Verhéltnis von 3:1 und bei glatten Enden im molaren Verhaltnis von 5:1 (Insert-
DNA:dephosphorylierte Vektor-DNA) eingesetzt, wobei eine Gesamt-DNA-Konzen-
tration von 50 pg/ml Ligationsansatz nicht tGberschritten wurde. Es wurde stets eine
Kontrolle (geschnittener Vektor mit NP-H,O statt Insert-DNA) zur Abschatzung der
Anzahl von Religanden mitgefuhrt. Nach anschlieBender Transformation und
Kultivierung auf Selektiv-Festmedium wurden nur dann Kolonien auf Insertion der
Ziel-DNA untersucht, wenn verglichen mit der Kontrolle eine signifikant hohere

Anzahl an Kolonien gewachsen war.

9.7 Polymerase-Kettenreaktion

Die spezifische in vitro-Amplifikation doppelstrangiger DNA aus einem Plasmid
oder genomischer DNA wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
durchgefuhrt (Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al., 1988). Als DNA-Polymerasen
wurden wahlweise ,Pwo* und ,Tagq“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) oder
.Herculase* und ,PfuTurbo“ (Stratagene, Heidelberg) nach Herstellerangaben
verwendet. Die zur selektiven DNA-Amplifikation benétigten spezifischen Primer sind
in Tab. 4 aufgelistet. Der Reaktionsansatz setzte sich wie bei Gassen und Schrimpf
(1999) beschrieben zusammen, wobei das molare Verhéltnis der Nukleotide im
dNTP-Mix aufgrund des hohen GC-Gehalts im G. oxydans Genom so gewahlt wurde,
dass ein 1,5-facher Uberschuss an dCTP- und dGTP-Nukleotiden vorlag. Teilweise
musste dem PCR-Ansatz wegen des hohen GC-Gehalts zuséatzlich 5 % DMSO
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zugegeben werden. Die zyklische Reaktion wurde im ,Mastercycler personal®
(Eppendorf, Hamburg) durchgefuhrt, wobei die 30 Sekunden lange Hybridisierung
der Primer 5-7 T unterhalb der niedrigsten Schmelztemperatur der beiden
verwendeten Primer und die Elongationsreaktion bei der DNA-Polymerase-
spezifischen Temperatur fur die vom Hersteller angegebene Dauer stattfandrn. Es
wurden jeweils 30-50 Zyklen durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Amplifikat mittels
Agarosegelelektrophorese kontrolliert und die DNA fir die nachfolgenden
Arbeitschritte gereinigt.

9.8 Ortsgerichtete Mutagenese

Zum Einfigen von Punktmutationen in doppelstrangige, zirkulare DNA wurde eine
in vitro-ortsgerichtete Mutagenese mit dem ,,QuikChange Site-Directed Mutagenesis
Kit“ (Stratagene, Heidelberg) durch-gefiihrt. Durch Einbau von zwei zu der Region
um die zu mutierende Stelle komplementaren Primern, die beide die gewiinschte
Mutation trugen, wurde das eingesetzte Template-Plasmid in einer PCR-&hnlichen
Reaktion zielgerichtet mutagenisiert und amplifiziert (Papworth et al., 1996). Mit einer
nur fur methylierte DNA spezifischen Dpnl-Restriktion wurde das mutationsfreie
Template-Plasmid gespalten, wahrend die in vitro amplifizierte und daher
unmethylierte, mutagenisierte DNA nicht als Substrat diente. Die mutagenisierte,
lineare Plasmid-DNA wurde zur Transformation von E. coli verwendet. Dort lagerte
sich die DNA zu doppelstrangigen Plasmiden mit versetzten Einzelstrangbrichen
zusammen, die durch das Reparatursystem der Zelle geschlossen wurden. Die
genaue Durchfihrung sowie die notwendigen Eigenschaften der Mutageneseprimer
wurden den Herstellerangaben entnommen.

9.9 Kassettenmutagenese

Das Prinzip einer Kassettenmutagenese beruht auf dem Austausch eines
bestimmten DNA-Abschnitts aus doppelstrangiger Plasmid-DNA durch ein chemisch
neu synthetisiertes DNA-Fragment (Gassen und Schrimpf, 1999). Die zu ersetzende
Region wurde zunachst durch Restriktion aus der Ziel-DNA ausgeschnitten und
mittels praparativer Gelelektrophorese vom Vektor abgetrennt; der Restvektor wurde
anschlieBend dephosphoryliert. In  Form einer Kassette, die aus zwei
komplementéaren, phosphorylierten Oligonukleotiden der gewilnschten Sequenz
bestand, wurde dann das neue DNA-Fragment eingesetzt. Durch die Wahl der

Restriktionsenzyme und der Oligonukleotid-Sequenz wiesen sowohl der gespaltene

27



[1l. Material und Methoden

Vektor als auch die Mutagenesekassette tiberhangende und nicht kompatible Enden
auf, wodurch die richtige Orientierung der Mutagenesekassette festgelegt wurde. Die
Herstellung der Mutagenesekassette erfolgte nach dem von Gassen und Schrimpf
(1999) beschriebenen Protokoll. Fertige Mutagenesekassetten wurden bei -20C
gelagert oder 1 pl davon direkt zur Ligation mit dem hydrolysierten Vektor eingesetzt.
Dabei wurde das Protokoll von Gassen und Schrimpf (1999) so abgeandert, dass die
Ligation mit dem ,Rapid DNA Ligation Kit* (Kap. 111/9.6) durchgefiihrt werden konnte.
Anschliel3end erfolgte die Transformation von E. coli.

9.10 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung neu konstruierter Plasmide nach der Kettenabbruch-Methode
(Sanger et al., 1977; Ansorge et al., 1987) wurde entweder von der BASF AG
(Ludwigshafen) bzw. SRD Biotech GmbH (Frankfurt) durchgefiuihrt oder selbst
vorgenommen. Dazu wurde das ,BigDye Terminator Kit 3.1“ (Applied Biosystems,
Darmstadt) nach Herstellerangaben verwendet. Nach der Sequenzierreaktion im
.Mastercycler personal“ (Eppendorf, Hamburg) wurden die nicht eingebauten
Nukleotide mit dem ,DyeEX Kit* (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aus den
Sequenzieransatzen entfernt und zur Denaturierung der DNA bei 95 € fur 10 min
eine Volumeneinheit Formamid zugegeben. Die DNA-Sequenz wurde anschliel3end
im Kapillarsequenziergerat ,3100 Avant Genetic Analyzer® (Applied Biosystems,
Darmstadt) mit der Auswertesoftware ,Sequencing Analysis Software, Version 5.1.1"
(Applied Biosystems, Darmstadt) ermittelt.

9.11 Northern Blot-Analyse

Zur Uberprifung der Transkription tiberexprimierter Gene wurde die Gesamt-RNA
aus G. oxydans mit dem ,RNeasy Kit* (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben
isoliert und zusammen mit RNA-Probenpuffer fur 10 min bei 65 T inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der RNA (Sambrook
und Russel, 2000) in RNA-Laufpuffer (Tab. 7). Die Verteilung der rRNA-Banden
wurde mit dem ,Image Master-VDS-System* (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) dokumentiert bevor die RNA mittels Kapillartransfer auf eine
Nylonmembran transferiert und mittels UV-Bestrahlung fixiert wurde (L6w und
Rausch, 1994; Ming et al., 1994). Die Hybridisierung der mRNA mit den jeweiligen
spezifischen Digoxigenin-markierten DNA-Sonden erfolgte fur 16 h bei 45 T im
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Hybridisierungsofen (Davies et al., 1996). Danach wurde die an die mRNA
gebundene Sonde mit dem ,DIG Luminescence Detection Kit* (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) nach Herstellerangaben detektiert (Davies et al., 1996).

9.12 DNA-Mikroarray-Analyse

Die zur Transkriptom-Analyse von G. oxydans verwendeten DNA-Chips wurden
von Dr. A. Ehrenreich (Institut fir Mikrobiologie und Genetik, Georg August
Universitat, Gottingen) zur Verfigung gestellt. Die Gesamt-RNA aus G. oxydans
wurde mit dem ,RNeasy Kit* (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.
Anschliel3end erfolgten Reverse Transkription, Hybridisierung und Auswertung nach
den von der Arbeitsgruppe ,Funktionelle Genomforschung® (IBT 1, FZ Jlich)
etablierten und verdoffentlichten Protokollen (Wendisch, 2003; Lange et al., 2003)

10. Biochemische Methoden

10.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration unbekannter Proteinlésungen wurde nach der Methode von
Bradford (1976) im UV/VIS-Photometer ,Ultrospec 3000 pro* (Amersham Bioscience,
Freiburg) bei einer Wellenlange von 595 nm ermittelt. Vor jeder
Konzentrationsmessung wurde eine Kalibriergerade mit 0 - 100 ug BSA/mI erstellt,
anhand derer die Proteinkonzentration in der unbekannten Probe nach Abzug des
Leerwertes berechnet wurde. Es wurde jeweils aus sechs Konzentrations-

bestimmungen der Mittelwert gebildet.

10.2 Zellaufschluss und Fraktionierung

Fur die Bestimmung von Enzymaktivitdten in der I6slichen oder der Membran-
Fraktion und fir die SDS-PAGE wurden kleinere Mengen (bis zu 80 mg BFM)
E. coli- bzw. G. oxydans-Zellen mit einem Ultraschallprozessor ,UP200s" (Hielscher
GmbH, Stuttgart) aufgeschlossen. Dazu wurden die Zellen aus exponentiell
gewachsenen 50 ml-Zellkulturen geerntet (10 min, 3.000 x g, 4 €) und mit 10 mM
Na-Acetat gewaschen. Die Zellen wurden dann in 1,8 ml des fir den jeweiligen
Enzymtest verwendeten Aufschlusspuffers resuspendiert. Der Ultraschallaufschluss
erfolgte dann zweimal 5 min in einem 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal3 im Eisbad
(Zyklus: 0,5 Zyklen, Amplitude: 55 — 60). Zwischen den Beschallungen wurde die
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Suspension 5 min auf Eis abgekihlt. Die nicht aufgeschlossenen Zellen und die
Zelltrimmer wurden fir 10 min bei 4 € und 10.000 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand enthielt als ,zellfreier Rohextrakt“ sowohl die I6slichen Proteine als auch
die Zellmembranen mit den daran gebundenen Proteinen. Das Sediment bestand
aus Zellen, Zellbruchstiicken und Einschluss-Kérpern. Um die in den Einschluss-
Korpern enthaltenen Proteine zu analysieren, wurde das Pellet in Harnstoffpuffer
geldst (Tab. 7). Zur Isolierung der Membranproteine wurde der mit Aufschlusspuffer
ohne Detergens hergestellte zellfreie Rohextrakt fir 1 h bei 4 T und 100.000 x g in
der Ultrazentrifuge zentrifugiert und so die Membranfraktion abgetrennt. Die
membrangebundenen Proteine wurden durch Ruhren (1 h, 4 €C) in dem fur die
Analysemethode verwendeten Puffer mit Detergens (Triton-X100 oder
n-Octylglycosid) homogenisiert. Die Isolierung der Membranproteine fur die
massenspektroskopische Untersuchung am Institut fir Mikrobiologie an der Ernst-
Moritz-Arndt-Universitat in Greifswald erfolgte nach der Methode von Eymann et al.
(2004), wobei die Membranproteine durch einen Potter-Elvehjem-Homogenisator mit
Pistill (5 ml) homogenisiert wurden. GrofRere Zellmengen wurden bei 108 MPa
(E. coli) und 207 MPa (G. oxydans) in einer French-Press-Zelle (SLM Aminco
Spectronic Instruments, Rochester, USA) oder durch Vortexen mit Glasperlen bei

4 C aufgeschlossen.

10.3 Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen

Die Translation Uberexprimierter Gene in Proteine wurde mittels denaturierender
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) Uberprift (Laemmli, 1970). Die in
Sammel- und Trenngel unterteilten SDS-Gele wurden selbst hergestellt; die
Zusammensetzung ist Tab. 9 zu entnehmen. Die Substanzen APS und TEMED
wurden dabei unmittelbar vor dem Giel3en des Gels zugegeben, da diese die
Polymerisationsreaktion starten. Der zellfreie Rohextrakt oder die in Harnstoff
geldsten Einschluss-Korper (Kap. 111/10.2) wurden so weit verdiinnt, dass pro Tasche
hochstens 20 pg Gesamtprotein in einem Volumen von nicht mehr als 10 pl
aufgetragen wurden. Die Proben wurden mit zweifach konzentriertem Laemmli-
Probenpuffer (Tab. 7) versetzt, 10 min bei 95 T de naturiert und auf einem 12 %igen
Acrylamidgel bei 120 V und 50 — 100 mA in der mit SDS-Laufpuffer (Tab. 7) gefillten
Gelelektrophoresekammer ,Mini Protean 1lI* (Biorad Laboratories, Minchen)
aufgetrennt. Zur Gré3enabschéatzung der Proteinbanden wurden 6,5 ul ,Low Range*-
Proteinmarker (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) parallel aufgetrennt. Die
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Anfarbung der Proteinbanden erfolgte durch Verwendung des ,,Gel Code Blue Stain
Reagents” (Pierce Perbio Science GmbH, Bonn) nach Herstellerangaben oder durch
eine modifizierte Methode der Silberfarbung nach Blum (Nesterenko et al., 1994).

Tab. 9: Zusammensetzung der verwendeten Polyacrylamidgele

Komponenten Trenngel (12 %) Sammelgel
30 %iges Acrylamid 4 ml 0,83 ml
Trenngel-Puffer (Tab 8) 25ml -
Sammelgel-Puffer (Tab 8) - 1,25 ml
10 %iges SDS 0,1ml 50 pl
NP-H,O 3,3ml 2,82 ml
TEMED 5ul 5ul

10 %iges APS (w/v) 0,1 ml 50 ul

10.4 Bestimmung von Enzymaktivitaten

Alle in der vorliegenden Arbeit gemessenen Enzymaktivitaten wurden durch
Extinktionsanderung der Cofaktoren NAD(H), NADP(H) bzw. der artifiziellen
Elektronenakzeptoren DPIP und MTT bei substratabhangiger Anderung des
Redoxzustandes im Photometer ,Ultrospec 3000 pro“ (Amersham Bioscience,
Freiburg) bei 30 <€ und entsprechender Wellenlange bestimmt. Die
membrangebundenen Enzyme wurden mit Detergenz (Triton-X100 oder
n-Octylglycosid) in Lésung gebracht und mit jeweils frisch angesetztem PMS als
Elektronenmediator und DPIP bzw. MTT als Elektronenakzeptor wurde die Aktivitat
bestimmt. Die Anséatze wurden mit den unten genannten Zusammensetzungen und
Konzentrationen in eine 1 ml-Klvette pipettiert, 2 min auf 30 T vorgewarmt und
nach Starten der Reaktion mit der zu analysierenden Probe wurde die
Extinktionsanderung (AE/min) Uber einen Zeitraum von 2 min bestimmt. Dabei wurde
die Extinktions&nderung von DPIP bei einer Wellenlange von 600 nm, von MTT bei
570 nm und von NAD(P)H bei 340 nm bestimmt. Als millimolare Extinktions-
koeffizienten [mM™ x cm™] wurden folgende Werte verwendet: enapeH (PH 7,
340 nm) = 6,3; eppip (PH 5, 600 Nm) = 8,4; eppip (PH 7, 600 Nm) = 14,5 und eurr (PH 8,
570 nm) = 17,0. Die Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat [U/mg Protein]
erfolgte nach Abzug der unten angegebenen Leerwerte mit der in Abb.5
dargestellten Formel, wobei ein Unit als 1 uMol gebildetes Substrat pro min definiert
wurde. Die im Ergebnisteil angegebenen Enzymaktivitaten sind Mittelwerte aus
mindestens sechs verschiedenen Messungen, bei denen zur Uberpriifung der

Linearitat unterschiedliche Proteinkonzentrationen im Test eingesetzt wurden. Wenn
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nicht anders angegeben, wurde aus einer exponentiell gewachsenen 50 mil-Kultur mit
S/S-Medium zellfreier Rohextrakt oder die Membranfraktion mit dem unten
genannten Zellaufschlusspuffer hergestellt und in diesem so verdinnt, dass man im

Test eine lineare Extinktionsanderung erhielt.

TV [mi] 1 N 1y
PV [ml] g[/l{nchm] d [cm] Pk[m%ﬂ]

u/mg = A—_E(im linearen Bereich) x V
[min]

Abb. 5: Formel zur Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat. Abkirzungen: Testvolumen
(TV); Probenvolumen (PV); Schichtdicke (d); Proteinkonzentration (PK); Vorverdiinnung (VV).

Sorbitol-DH-Aktivitétstest (SLDH)
(modifiziert nach Sugisawa et al., 2002; Choi et al., 1995; Hoshino et al., 2003)

DPIP* DPIP"
Prinzip: Sorbitol ~~=—=3 Sorbose
Aufschlusspuffer: 0,1 M Na-Acetat; 20 mM MgCl,; 10 mM CaCl,. pH 5
Testansatz: 400 pl Aufschlusspuffer mit 1,5 % n-Octylglycosid
200 pul NP-H,O

100 pl PMS (2 mM)
100 pl DPIP (2 mM)
100 pl Sorbitol (2,5 M)

mit 100 pul Membranfraktion (gel6st in Testpuffer) gestartet

Messung: - Abnahme von DPIP® => Extinktionsabnahme (600 nm)
- Abzug der Leerwerte ,- Sorbitol“ und ,- Membranfraktion®

Sorbose-DH-Aktivitatstest (SDH)
(modifiziert nach Sugisawa et al., 1991; Shinjoh et al., 1995; Lee und Pan, 1999;
Saito et al., 1997)

DPIP™" DPIP™
Prinzip: Sorbose %E)HZ' Sorboson
Aufschlusspuffer: 10 mM KPP; 0,3 % Triton-X100; 0,2 M Sorbose; pH 7
Testansatz: 300 pl Testpuffer (0,1 M KPP; 1,6 % Triton-X100; pH 7)
300 pl NP-H,0O

100 ul PMS (1,2 mM)
100 pl DPIP (1,5 mM)
100 pl Rohextrakt oder Membranfraktion (gel6st in Testpuffer)

mit 100 pl Sorbose (4 M) gestartet

Messung: - Abnahme von DPIP® => Extinktionsabnahme (600 nm)
- Abzug der Leerwerte ,- Sorbose” und ,- Rohextrakt/
Membranfraktion*
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zytosolische Sorboson-DH-Aktivitatstest (cSNDH)
(modifiziert nach Lee und Pan, 1999; Hoshino et al., 1991)

+

NAD NADH
Prinzip: Sorboson %» 2-KGLA
Aufschlusspuffer: 10 mM KPP, ,Complete” (Roche Diagnostics, Mannheim), pH 7
Testansatz: 100 pl Testpuffer (0,5 M KPP; pH 7)
650 ul NP-H,O

100 pl NAD (10 mM)
50 ul zellfreier Rohextrakt

mit 100 ul Sorboson (0,4 M) gestartet

Messung: - Zunahme von NADH => Extinktionszunahme (340 nm)
- Abzug des Leerwertes ,- Rohextrakt”

membrangebundene Sorboson-DH-Aktivitatstest (mSNDH)
(modifiziert nach Shinjoh et al., 1995)

DPIP* DPIP"
Prinzip: Sorboson %ﬁ’ 2-KGLA
Aufschlusspuffer: 10 mM KPP; 0,3 % Triton-X100; pH 7
Testansatz: 300 pl Testpuffer (0,1 M KPP; 1,6 % Triton-X100; pH 7)
350 ul NP-H,O

100 pl PMS (2,5 mM)
100 pl DPIP (1,1 mM)
100 pl Rohextrakt oder Membranfraktion (gelost in Testpuffer)

mit 50 pl Sorboson (40 mM) gestartet

Messung: - Abnahme von DPIP® => Extinktionsabnahme (600 nm)
- Abzug der Leerwerte ,- Sorboson“ und ,- Rohextrakt/
Membranfraktion®

Phosphoglukoseisomerase-Aktivitatstest (PGI)
(modifiziert nach Sugiyama et al., 2003)

NADP* NADPH

Prinzip: Fruktose-6-® ——» Glukose-6- L%Glukonat-&
—inzp. ® PGI ®GIuk—6—®-DH ®

Aufschlusspuffer: 10 mM KPP, ,Complete” (Roche Diagnostics, Mannheim), pH 7

Testansatz: 100 pl Testpuffer (0,5 M KPP; pH 7)
675 pl NP-H,O
100 pl NADP (10 mM)
25 pl Glukose-6-®-DH (200 U/ml)
50 pl zellfreier Rohextrakt

mit 50 pl Fruktose-6-® (0,1 M) gestartet

Messunag: - Zunahme von NADPH => Extinktionszunahme (340 nm)
- Abzug der Leerwerte ,- Rohextrakt* und ,- Fruktose-6-®*

33



[1l. Material und Methoden

Transaldolase-Aktivitatstest (TAL)
(modifiziert nach Sugiyama et al., 2003)

- TAL
Prinzip: Fruktose-6-® + Erythrose-4-® —— Seduheptulose-7-®
+ Glyzerinaldehyd-3-®
NAD* NADH lTp|
Glyzerin-3-® Dihydroxyaceton-®
Glyz-3-®-DH

Aufschlusspuffer: 10 mM KPP, ,Complete” (Roche Diagnostics, Mannheim), pH 7

Testansatz: 100 pl Testpuffer (0,5 M KPP; pH 7)
635 ul NP-H,0
75 pl NADH (5 mM)
20 pl Glyzerin-3-®-DH (100 U/ml)
20 pul Triosephosphatisomerase (100 U/ml)
50 pl Erythrose-4-® (100 mM)
50 ul zellfreier Rohextrakt

mit 50 pl Fruktose-6-® (0,1 M) gestartet

Messung: - Abnahme von NADH => Extinktionsabnahme (340 nm)
- Abzug des Leerwertes ,- Fruktose-6-®"

Fruktokinase-Aktivitatstest (FK)
(modifiziert nach Bringer-Meyer et al., 1985)

o FK
Prinzip: Fruktose —~ Fruktose-6-® e, Glukose-6-®
ATP ADP NADP’
Gluk-6-®-DH
NADPH
Glukonat-6-®
Aufschlusspuffer: 50 mM TEA, ,Complete” (Roche Diagnostics, Mannheim), pH 7
Testansatz: 100 pl Testpuffer (0,5 M TEA; 80 mM MgCly; pH 7)
500 pl NP-H,0

100 pl ATP (10 mM)

100 pl NADP (20 mM)
25 ul Phosphoglukoseisomerase (200 U/ml)
25 pl Glukose-6-®-DH (200 U/ml)

100 pl zellfreier Rohextrakt

mit 50 pl Fruktose (0,6 M) gestartet

Messung: - Zunahme von NADPH => Extinktionszunahme (340 nm)
- Abzug der Leerwerte ,- Fruktose“ und ,- Rohextrakt*
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Pyruvatdecarboxylase-Aktivitatstest (PDC)
(modifiziert nach Bringer-Meyer et al., 1986)

H™  CO, NADH  NAD'
Prinzip: Pyruvat S A Acetaldehyd S A Ethanol
PDC ADH
Aufschlusspuffer: 0,1 M Na-Zitrat; 20 mM MgSQOy, 1,5 mM Thiamin-PP, pH 6)
Testansatz: 100 pl Testpuffer (1 M Na-Zitrat; 0,2 M MgSO,, 15 mM Thiamin-PP)
230 ul NP-H,O

500 pl Na-Pyruvat (34 mM)
100 pl NADH (2 mMm)
20 pl Alkoholdehydrogenase (175 U/ml)

mit 50 pl zellfreiem Rohextrakt gestartet

Messung: - Abnahme von NADH => Extinktionsabnahme (340 nm)
- Abzug der Leerwerte ,- Pyruvat” und ,- Rohextrakt"

membrangebundene Laktat-DH-Aktivitatstest (mLDH)
(modifiziert nach Rule et al., 1985; Pratt et al., 1979; Barnes et al., 1970; Barnes et
al., 1971; Dym et al., 2000)

MTT MTT™
Prinzip: Laktat %[%» Pyruvat
Aufschlusspuffer: 10 mM KPP; 0,3 % Triton-X100; pH 8
Testansatz: 100 pl Testpuffer (1M KPP, pH 8)

500 pl Triton-X100 (1,2 %)
100 pl MTT (0,6 mg/ml)
100 pl PMS (1,2 mg/ml)
100 pl D-Laktat (0,1 M)

mit 100 pl zellfreiem Rohextrakt oder Membranfraktion gestartet

Messung: - Zunahme von MTT™ => Extinktionszunahme (570 nm)
- Abzug des Leerwertes ,- Laktat®

Fruktose-1,6-bis-Phosphatase-Aktivitatstest (F-1,6-BPase)
(modifiziert nach Rittmann et al., 2003)

Prinzip: Fruktose-1,6-bis-® ﬂ» Fruktose-6-®P—G|> Glukose-6-®
NADP*
Gluk-6-®-DH
KANADPH
Glukonat-6-®

Aufschlusspuffer: 50 mM TEA; 50 mM KCI; ,Complete* (Roche Diagnostics,
Mannheim), pH 7,7
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Testansatz: 100 pl Testpuffer (0,5M TEA; 80mM MgCl,; 80mM MnCl,; 1M KCL; pH7,7)
600 pl NP-H,O
100 pl NADP (20 mM)
25 ul Phosphoglukose-Isomerase (200 U/ml)
25 pl Glukose-6-®-DH (200 U/ml)
100 pl zellfreier Rohextrakt

mit 50 pl Fruktose-1,6-bis-® (15 mM) gestartet

Messung: - Zunahme von NADPH => Extinktionszunahme (340 nm)
- Abzug der Leerwerte - Fruktose-1,6-bis-®* und ,- Rohextrakt"

11. Bioanalytische Methoden

11.1 Enzymatische Glukosebestimmung

Da sich mit der verwendeten HPLC-Analytik Glukose und Glukonat nicht trennen
lieBen, wurde die Glukosekonzentration enzymatisch bestimmt. Dazu wurde ein
fertiger Glukosetest (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim) nach
Herstellerangaben verwendet, dessen Testzusammensetzung wie unten angegeben
modifiziert wurde. In einer Halbmikrokivette (Schichtdicke: 1 cm) wurde die von der
Glukose-DH (GDH) katalysierte glukoseabhéngige Bildung von NADH im Photometer
,2Ultrospec 3000 pro“ (Amersham Bioscience, Freiburg) bei RT und 340 nm
Wellenldnge gemessen. Die Ermittlung des Berechnungsfaktors erfolgte durch eine
Eichgerade mit 10 Glukosel6sungen im Konzentrationsbereich 0,01 — 0,10 mg/ml.

NAD* NADH
Prinzip: D-Glukose % D-Glukonolakton
Testansatz: 100 pl Kulturtiberstand (1:2000 vorverdinnt)

800 pul Reagenz 1 (vortemperiert auf RT)
200 pl Reagenz 2 (vortemperiert auf RT)

Messung: - mischen, 15 min Inkubation bei RT
- Zunahme von NADH => Extinktionszunahme ( 340 nm)
- Abzug des Reagenzienleerwerts

11.2 Bestimmung von Metaboliten mittels HPLC

Die Bestimmung der Konzentrationen von Biotransformations-Substraten und
Produkten wurde mit hochauflésender Flissigchromatographie (HPLC) durchgefuhrt.
Dabei wurden die Konzentrationen von Glukose/Glukonat, 5-KGA und 2-KGA/
2,5-dKGA mit der Methode 1 (Tab. 10) bestimmt, mit der jedoch keine Trennung von
Glukose und Glukonat bzw. 2-KGA und 2,5-dKGA erreicht wurde. Zur Bestimmung
der Konzentrationen von Sorbitol, Sorbose, Sorboson und 2-KGLA wurde die
Methode 2 in dieser Arbeit entwickelt (Tab. 11). Die HPLC-Anlage bestand aus
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folgenden Komponenten: Pumpe (L-7100, Hitachi Merck), UV-Detektor (L-7400,
Hitachi Merck), Brechungsindex-Detektor (L-7490, Hitachi Merck) und S&ulenofen
(Jetstream plus, Hitachi Merck). Vor der chromatographischen Trennung wurden die
Kulturiberstande durch eine 0,1 pm-Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell,
Dassel) sterilfiltriert und 1:10 im jeweiligen Laufmittel verdinnt (10 pl
Injektionsvolumen). Die Berechnung der Metabolitkonzentrationen erfolgte anhand
einer substanzspezifischen Kalibriergeraden fir den UV- und RI-Detektor mit der
Software ,HSM D-7000, Multi HSM Manager, Version 4.1" (Hitachi Merck).

Tab. 10: HPLC-Methode 1 zur Quantifizierung von Glukose/Glukonat, 5-KGA und 2-KGA/2,5-dKGA.

Metabolite Glukose/Glukonat [6,29 min], 5-KGA [6,93 min] und 2-KGA/2,5-di-KGA
[Retentionszeit RI] [5,53 min]

Chromatographie-Art | Umkehrphasenchromatographie

Saule Shodex DE-613, 150 x 6,0 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)

Laufmittel 2 mM HCIO,

Temperatur 30C

Flussrate 0,5 ml/min

Laufzeit 25 min

Detektion UV-Detektion bei 210 nm Wellenlédnge, RI-Detektion

Tab. 11: HPLC-Methode 2 zur Quantifizierung von Sorbitol, Sorbose, Sorboson und 2-KGLA.

Metabolite Sorbitol [10,81 min], Sorbose [9,87 min], Sorboson [9,43 min], 2-KGLA
[Retentionszeit RI] [8,42 min], Acetat [16,61 min]

Chromatographie-Art | Kationenaustauschchromatographie

Saule Aminex HPX-87 H, 300 x 7,8 mm (Biorad Laboratories, Miinchen)
Laufmittel 6 mM H,SO,

Temperatur 60 T

Flussrate 0,6 ml/min

Laufzeit 25 min

Detektion UV-Detektion bei 190 nm Wellenlange, RI-Detektion

11.3 Massenspektroskopie

Die Identifizierung von Proteinen erfolgte mittels Peptidmassen-,Fingerprint“-
Analyse (Fountoulakis und Langen, 1997; Nouwens et al., 2000; Schaffer et al.,
2001). Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurden die
interessierenden Proteinbanden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten, zweimal 15 min
mit 30 % Acetonitril (v/v) in 0,1 M NH4HCO3; gewaschen und fur 20 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Rehydrierung wurden die Gelstiicke in 5 pl 3 mM
Tris/HCI pH 8,8 mit 10 ng/ul Trypsin (Promega, Mannheim) inkubiert. Nach 30 min
wurden 10 pl 3 mM Tris/HCI pH 8,8 hinzugefugt und die Proben UN bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Elution der tryptisch gespaltenen Peptide aus der
Gelmatrix erfolgte durch Inkubation mit 8 pul NP-H,O fir 15 min, anschliel3ender
Zugabe von 10 ul 30 % Acetonitril (v/v) in 0,1 % Trifluoressigsaure (v/v) und weiteren
10 min Inkubation bei Raumtemperatur. Zur MALDI-TOF-MS-Analyse wurden 0,5 pl
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Probe in 0,5 ul Matrix (a-Cyano-4-hydroxy-trans-zimtsaure in 50 % Acetonitril (v/v)
und 0,25 % Trifluoressigsaure (w/v)) auf einer Probenplatte kokristallisiert (Vorm und
Mann, 1994) und in einer ,Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation* (Applied
Biosystems, Darmstadt) vermessen. Zur Steuerung und Datenanalyse wurde die
Software ,Voyager Control Panel 5.0 und ,Voyager Data Explorer 3.5 (Applied
Biosystems, Darmstadt) verwendet und das Gerat zuvor mit dem ,Sequazyme
Peptide Mass Standard Kit* (Applied Biosystems, Darmstadt) Kkalibriert.
Monoisotopische Peptidmassen wurden mit den theoretischen Massen der durch das
G. oxydans-Genomprojekt zuganglichen Datenbank tryptisch geschnittener Peptide
mittels des Programms ,MSFit“ (University of California, San Francisco, USA)
verglichen und ausgewertet. Flr eine sichere ldentifizierung wurde vorausgesetzt,
dass mindestens vier Peptidmassen mit den far ein bestimmtes Protein
vorhergesagten Fragmentmassen Ubereinstimmten und die Unterschiede zwischen
gemessener und theoretischer Masse maximal 100 ppm betragen.

Fur den Membranproteinvergleich am Institut fir Mikrobiologie der Ernst-Moritz-
Arndt-Universitat (Greifswald) wurden 400 ml G. oxydans-Kulturen (S/S-Medium) in
2 |-Erlenmeyerkolben bis zur exponentiellen Phase kultiviert und die geernteten
Zellen auf Trockeneis nach Greifswald transportiert. Die Herstellung der zellfreien
Rohextrakte und der Membranfraktionen, das Reinigen der Membranen, die
Solubilisierung der Membranproteine mit Dodecylmaltosid und das Abtrennen der
Membranen erfolgte wie von Eymann et al. (2004) beschrieben. Mit den aus dem
Membranverbund herausgelésten Proteinen wurde anschlieRend eine SDS-PAGE
durchgefuhrt, wobei  von  jedem G. oxydans-Stamm exakt  gleiche
Gesamtproteinmengen aufgetrennt wurden. Jede Spur des SDS-Gels wurde in
vierzehn Fragmente unterteilt, wobei darauf geachtet wurde, dass nicht durch
Proteinbanden hindurch geschnitten wurde. Die auf diese Weise erhaltenen 56
Gelfragmente wurden zweimal mit 200 pl 200 mM NH4HCOg3 in 50 % Acetonitril fur
30 min bei 37 € gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und fur eine
Stunde tryptisch verdaut. Nach Abnehmen des Uberstandes und weiterer Inkubation
fur 18 h bei 37 € wurden die Proteine fur 30 min b ei RT im Ultraschallbad eluiert.
Der Uberstand wurde in der bei Eymann et al. (2004) beschriebenen Weise mittels
HPLC vorfraktioniert und massen-spektroskopisch analysiert (ESI-MS). Anhand der
Anzahl von identifizierten Peptiden konnte aufgrund der normierten Vorgehensweise
eine semiquantitative Aussage uber die Konzentration des jeweiligen Proteins in der
Probe getroffen werden.
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1. Wachstum und Produktbildung verschiedener G. oxydans-Stadmme

Um einen geeigneten G. oxydans-Wildtypen fir die Konstruktion von 2-KGLA
bildenden Stammen auszuwahlen, wurden G. oxydans DSM 2343, DSM 3503,
DSM 3504 und NCIMB 8084 (Tab. 1) bezuglich ihrer Wachstumsparameter (Yyxss,
Mmax), ihrer naturlichen Substrat- und Produktspektren, ihrer Produktausbeuten (Y ys)
und ihrer Produktbildungsraten (g) charakterisiert. Da die membranstandige
Sorbitoldehydrogenase (mSLDH) auch die Oxidation von Mannitol zu Fruktose, von
Glukonat zu 5-Keto-Glukonat und von Glyzerin zu Dihydroxyaceton katalysiert
(Matsushita et al., 2003; Salusjarvi et al., 2004), wurden neben Sorbitol auch die
C-Quellen Mannitol, Glukose und Glyzerin verwendet. Im Zuge einer
Medienoptimierung stellte sich heraus, dass fur das Wachstum von G. oxydans
neben der C-Quelle entweder Hefeextrakt oder Maisquellwasser notwendig war.
Dabei wurde fur Hefeextrakt eine optimale Konzentration von 15 g/l und flr
Maisquellwasser eine optimale Konzentration von 7,5 g/l ermittelt. Durch die Zugabe
von 0,5 % Glyzerin konnte, unabhangig von der verwendeten C-Quelle, die Lag-
Phase deutlich verkurzt werden und ein reproduzierbareres Anwachsen der Zellen
erzielt werden. Wahrend die Charakterisierung der Stamme fur die C-Quellen
Sorbitol, Mannitol und Glyzerin im Schuttelkolben erfolgte, wurde fir die Kultivierung
mit Glukose eine Fermentations- bzw. Biotransformationsmethode in dem
Parallelfermentationssystem ,Fedbatch-pro* (DASGIP AG, Jilich) entwickelt
(Kap. 111/8.1). Durch Titration konnte so die Anséduerung des Mediums wahrend der
Umsetzung von Glukose zu Glukonat verhindert werden. Die im Folgenden
angegebenen Wachstums- und Produktions-Parameter sind Mittelwerte aus jeweils
zwei voneinander unabhangigen Kultivierungen. Um bei der Berechnung der
Parameter Ypix, Yxs und Yps Fehler aufgrund von Messungenauigkeiten zu
vermeiden, wurden diese nicht nur mit einem Messwert durch Quotientenbildung am
Kultivierungsendpunkt bestimmt, sondern Gber den gesamten Fermentationsverlauf
ermittelt (Anhang, Abb. 30).

1.1 Wachstum und Substratumsatz mit Sorbitol als C-Quelle

G. oxydans oxidiert Sorbitol mit Hilfe der mSLDH zu Sorbose und katalysiert
somit den ersten Schritt des ,L-Sorboson-Pathways” zur Synthese von 2-KGLA
(Hoshino et al., 2003). Mit Sorbitol als C-Quelle wuchs G. oxydans DSM 3504 im
Vergleich zu den anderen drei Stammen mit der hdochsten Wachstumsrate und dem
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grofldten Biomasseausbeutekoeffizienten bis zu deutlich héheren optischen Dichten,
wahrend die anderen Stamme mit untereinander gleichen Wachstumsraten weniger
Biomasse produzierten (Abb. 6, Tab. 12).

1,5 || == DSM 2343
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Abb. 6: Wachstum verschiedener G. oxydans-Stamme in MQW-Medium mit 25 g/l Sorbitol.

Zur Berechnung der Substratumsatz-Parameter (Tab. 12) wurde die bei
Wachstum auf Sorbitol erfolgte Substratabnahme und Produktzunahme in
Abhangigkeit der Kultivierungsdauer mittels HPLC bestimmt (Abb. 7). Die
Produkt/Substrat-Ausbeuten (Yps), die bei allen vier Stdmmen etwa 1,0 betrugen,
verdeutlichten, dass Sorbitol vollstandig zu Sorbose umgesetzt wurde. Shinjoh et al.
(1990) beschrieben ebenfalls einen stéchiometrischen Sorbitolumsatz durch die
mMSLDH.

Die in dieser Arbeit untersuchten Stamme unterschieden sich jedoch deutlich in
der Geschwindigkeit, mit der sie Sorbitol oxidierten. So setzte G. oxydans DSM 2343
mit der geringsten Biomasse das Sorbitol am schnellsten zu Sorbose um, was sich in
der hochsten spezifischen Sorbosebildungsrate (9™®somose = 17,2 g Sorbose/
g BTM x h) und der hochsten spezifischen Produktausbeute (Ypx = 102,1 g Sorbose/
g BTM) niederschlug. Im Gegensatz dazu erfolgte die Umsetzung durch G. oxydans
DSM 3504 langsamer (™ somose = 13,7 g Sorbose/ g BTM x h) und mit 50 % mehr
Biomasse (Ypix = 59,7 g Sorbose/ g BTM). Die spezifischen Produktausbeuten von
G. oxydans DSM 3503 und NCIMB 8084 lagen mit ca. 89 g Sorbose/ g BTM
zwischen den Werten von G. oxydans DSM 2343 und DSM 3504.
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Abb. 7: Substratumsatz verschiedener G. oxydans-Stamme bei Wachstum in MQW-Medium mit
25 g/l (110 mM) Sorbitol.

Tab. 12: Wachstums- und Substratumsatz-Parameter verschiedener G. oxydans-Stamme bei
Wachstum in MQW-Medium mit 25 g/l Sorbitol. BTM = um die zum Zeitpunkt t = O h korrigierte
BTM, pumax = maximale Wachstumsrate, ty = Verdopplungszeit; Yys = Biomasseausbeutekoeffizient;
4" sormose = Spezifische, maximale Produktbildungsrate, Yps = Produktausbeutekoeffizient, Ypx =

spezifischer Produktausbeutekoeffizient.

G. oxydans- End- BT™M Hmax td Y></s qmax Sorbose Yp/s Yp/><
Stamm oD [a/l [h'l] [h] [gBTM/ [g Sorbose/ [g Sorbose/ [g Sorbose/
g Sorbitol] g BTM * h] g Sorbitol] g BTM]
DSM 2343 0,99 0,24 0,17 | 41 0,010 17,2 0,97 102,1
DSM 3503 1,02 0,24 0,15 | 4,7 0,012 13,2 1,03 88,9
DSM 3504 1,51 0,39 0,23 | 3,0 0,016 13,7 0,97 59,7
NCIMB 8084 1,01 0,24 0,16 | 4,3 0,011 14,5 0,99 89,2

1.2 Wachstum und Substratumsatz mit Glukose als C-Quelle

Glukose wird von G. oxydans mit der Glukose-DH, Glukonat-5-DH (identisch mit
MSLDH) und Glukonat-2-DH uber die Zwischenstufe Glukonat zu 5-Keto-Glukonat
(5-KGA) und 2-Keto-Glukonat (2-KGA) oxidiert (Velizarov und Beschkov, 1998;
Shinagawa und Ameyama, 1982; Shinagawa et al., 1983, 1999). In einigen Stammen
kann 2-KGA durch eine 2-KGA-DH weiter zu 2,5-Di-keto-Glukonat (2,5-dKGA)
umgesetzt werden (Weenk et al., 1984; Shinagawa et al., 1981).

Die Kultivierung der G. oxydans-Stamme mit Glukose als C-Quelle erfolgte in der
.Fedbatch-pro“-Parallelfermentationsanlage bei pH 5 und somit zwischen dem
pH-Optimum des G. oxydans-Wachstums von pH 5,5 (Holt et al., 1994) und dem pH-
Optimum der Glukose-DH von pH 4,8 (Silberbach et al., 2003). Erneut wuchs
G. oxydans DSM 3504 mit der hochsten Wachstumsrate und dem grofiten
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Biomasseausbeutekoeffizienten (Yxs = 0,04) bis zu der héchsten optischen Dichte.
In der Reihenfolge G. oxydans NCIMB 8084, DSM 2343 und DSM 3503 nahm dann
die Biomasseproduktion ab (Tab. 13). Verglichen zu den Biomasseausbeute-
koeffizienten von z. B. Corynebacterium glutamicum (Yxs ~ 0,4; Wendisch et al.,
2000) und E.coli (Yxs ~ 0,5, Tempest und Neijssel, 1987) sind die
Biomasseausbeuten von G. oxydans deutlich geringer, da die C-Quelle von
G. oxydans im Gegensatz zu E. coli und C. glutamicum nicht im Zytosol
verstoffwechselt wird, sondern nach nur wenigen Oxidationsschritten in Form von
unvollstandig oxidierten Produkten im Medium akkumuliert (Abb. 8).

Bei Wachstum auf Glukose lie3en sich zwei unterschiedliche Oxidationsphasen
mit erhdhtem Sauerstoffbedarf voneinander abgrenzen: In der ersten Phase erfolgte
die stdchiometische Umsetzung von Glukose zu Glukonat und in der zweiten Phase
die Oxidation von Glukonat zu den Ketoglukonaten (Abb. 8). Aus der
Glukoseabnahme und den Produktzunahmen in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer
wurden die Substratumsatzparameter ermittelt (Tab. 13). Hierbei wurden die
Konzentrationen von 2-KGA und 2,5-dKGA zusammen dargestellt, da sich diese
beiden Produkte mittels HPLC nicht voneinander trennen lie3en. Aufgrund einer im
Genom von G.oxydans DSM 2343 fehlenden 2-KGA-DH konnte G. oxydans
DSM 2343 jedoch nur 2-KGA und kein 2,5-dKGA bilden (Prust et al., 2005). Von
G. oxydans DSM 3504 und NCIMB 8084 hingegen wurden groRe Mengen 2,5-dKGA
gebildet, was anhand der starken Rotfarbung des Mediums zu erkennen war; bei
G. oxydans DSM 3503 fand keine Rotfarbung statt. Deshalb wurden die
Produktausbeuten bei G. oxydans DSM 2343 und DSM 3503 nur fiir 2-KGA und bei
G. oxydans DSM 3504 und NCIMB 8084 fir 2-KGA und 2,5 dKGA gemeinsam
berechnet. Diese beiden Stamme wuchsen im Vergleich zu G. oxydans DSM 2343
und DSM 3503 bis zu wesentlich hoheren optischen Dichten heran (Tab. 13), da
aufgrund des zusatzlichen Oxidationsschrittes von 2-KGA zu 2,5-dKGA mehr Energie
gewonnen werden konnte. Diese Annahme wurde durch die Korrelation der
Farbintensitat des Fermentationsiiberstands mit der Biomasse-produktion bestatigt.

Die Addition der einzelnen Ypis-Werte (Tab. 13) verdeutlichte, dass auch bei
Glukose als C-Quelle kaum Substrat fir die Biomasseproduktion verwendet wurde,
sondern die gesamte Glukose in die Produkte Glukonat, 2-KGA, 5-KGA oder
2,5-dKGA umgesetzt wurde. Die Summen der Produktausbeuten nahmen sogar
Werte Uber eins an, was auf die Verwendung von Komplexmedium (MQW-Medium)
zurtckgefuhrt wurde. Hinsichtlich der Endproduktspektren und Produktausbeuten bei
Wachstum auf Glukose wurden grofRe Unterschiede zwischen den Stammen
deutlich: Wahrend G. oxydans DSM 3503 Glukose zum grof3ten Teil nur bis zu
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Glukonat umsetzte (87 %), oxidierten G. oxydans DSM 3504 und NCIMB 8084 die
Glukose zu 93 % bzw. 95 % zu 2-KGA bzw. 2,5-dKGA. Dabei wurde aufgrund der
oben beschriebenen Rotfarbung des Mediums darauf geschlossen, dass den
groldten Produktanteil das 2,5-dKGA ausmachte. Somit eignen sich diese beiden
Stamme besonders fir die in der Arbeitsgruppe untersuchte Umsetzung von Glukose
Uber 2,5-dKGA zu Vitamin C (Sonoyama et al., 1982). G. oxydans DSM 2343 setzte
Glukose jeweils zur Halfte in 2-KGA (Y2-keaclukese = 0,55) und 5-KGA (Ys-kea/Glukose =
0,55) um. Da 5-KGA die direkte Vorstufe der L-(+)-Weinsaure ist, wurde mit Hilfe der
verwendeten Biotransformationsmethode (Kap. 111/8) und G. oxydans DSM 2343 ein
neues Verfahren zur mikrobiellen L-(+)-Weinsaure-Produktion entwickelt (Merfort,
2006; Bremus et al., 2004). Die hohe 5-KGA-Produktivitat von G. oxydans DSM 2343
gab zuséatzlich einen Hinweis darauf, dass sich dieser Stamm auch fur die
Konstruktion eines Vitamin C-Produktionsstamms eignet, da die mSLDH sowohl fur
die Umsetzung von Glukonat zu 5-KGA als auch fur die Oxidation von Sorbitol zu
Sorbose verantwortlich ist (Matsushita et al., 2003).
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Abb. 8. Glukoseoxidation von G. oxydans DSM 2343 (A), DSM 3503 (B), DSM 3504 (C) und
NCIMB 8084 (D) bei Fermentation in MQW-Medium mit 25 g/l Glukose (pH 5). Die in Tab. 13
aufgelisteten Substratumsatz-Parameter sind zum Zeitpunkt 32 h berechnet worden, da dort die
Konzentrationen der jeweiligen Endprodukte ihr Maximum erreichten.
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Tab. 13: Wachstums- und Substratumsatz-Parameter verschiedener G. oxydans-Stamme bei
Wachstum in MQW-Medium mit 25 g/l Glukose. Die Substratumsatz-Parameter wurden zum
Zeitpunkt 32 h berechnet (Abb. 8). Abkirzungen siehe Tab. 12.

G.oxydans- | End- | BTM | Mmax ty Yuis Yois Yoix
Stamm oD [a/l [h'l] [h] [0 BTM/ [g Produkt/ [g Produkt/
g Glukose] g Glukose] g BTM]
1,14 | 0,33 | 0,13 | 54 0,014 5-KGA: 0,55 | 5-KGA: 41,9
DSM 2343 2-KGA: 0,55 | 2-KGA: 41,1

Glukonat: 0,05 | Glukonat: 3,9
Summe: 1,15 Summe: 86,9

0,75 0,13 0,08 | 8,8 0,005 5-KGA: 0,08 | 5-KGA: 15,95
DSM 3503 2-KGA: 0,07 | 2-KGA: 13,35
Glukonat: 1,11 | Glukonat: 214,1
Summe: 1,26 Summe: 243.,4

3,36 1,00 0,14 | 5,3 0,040 5-KGA: 0,07 | 5-KGA: 2,20
DSM 3504 2-/12,5-dKGA: 1,03 | 2-/2,5-dKGA: 33,8
Glukonat: 0,01 | Glukonat: 0,32
Summe: 1,11 | Summe: 36,32

1,59 0,49 0,12 | 5,8 0,020 5-KGA: 0,06 | 5-KGA: 4,19
NCIMB 8084 2-/12,5-dKGA: 1,13 | 2-/2,5-dKGA: 76,5
Glukonat: 0,00 | Glukonat: 0,00
Summe: 1,19 | Summe: 80,69

Bei der Umsetzung von Glukose zu 5-KGA mit G. oxydans DSM 2343 wurde zum
einen deutlich, dass das Verhéltnis von gebildetem 5-KGA zu 2-KGA von der
Glukosekonzentration abhéngt. Sowohl im Schittelkolben als auch im Fermenter
stellte sich eine Glukosekonzentration von 75 g/l fir das Wachstum (nicht gezeigt)
und die 5-KGA-Bildung als optimal heraus (Abb. 9). Zum anderen wurde eine starke
Abhangigkeit der 5-KGA-Bildung vom pH-Wert beobachtet. Bei pH-Werten zwischen
2,5 und 3 (Abb. 9-A) wurde bei einer Glukosekonzentration von 75 g/l zweieinhalb
mal mehr 5-KGA als 2-KGA gebildet, wahrend bei pH 6 (Abb. 9-B) etwa zehnmal
weniger 5-KGA als 2-KGA gebildet wurde. Berlcksichtigt man, dass bei pH 5
(Abb. 8-A) zu gleichen Teilen 5-KGA und 2-KGA entstanden, kann gefolgert werden,
dass die Glukonat-2-DH bei pH-Werten tUber pH 5 eine hdhere Aktivitat als die
Glukonat-5-DH besitzt und bei pH-Werten unter pH 5 die Glukonat-5-DH aktiver ist
als die Glukonat-2-DH. In Ubereinstimmung damit wurde beschrieben, dass die
Glukonat-2-DH bis zu pH 7 aktiv ist (Matsushita et al., 2003), wahrend die Glukonat-
5-DH in vitro ein pH-Optimum von pH 4 und keine nachweisbare Aktivitat tber pH 6
besitzt (Salusjarvi et al.,, 2004, Shinagawa et al., 1999). In vivo beschreiben
Shinagawa et al. (1983) einen fur die 5-KGA-Produktion optimalen pH-Wert von pH
2,5-4,0.
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Abb. 9: Verhaltnis von gebildetem 5-KGA zu 2-KGA bei Kultivierung von G. oxydans DSM 2343
mit verschiedenen Glukosekonzentrationen. (A) Im Schuttelkolben, wo sich bereits zu Beginn des
exponentiellen Wachstums pH-Werte von pH 2,5 (200 g/l Glukose) bis pH 3 (10 g/l Glukose)
einstellten; (B) Bei geregeltem pH-Wert (pH 6) in der ,Fedbatch-pro“-Anlage.

1.3 Wachstum und Substratumsatz mit Mannitol als C-Quelle

Da G. oxydans mit Hilfe der mSLDH Mannitol zu Fruktose oxidiert (Matsushita et
al., 2003; Salusjarvi et al., 2004), wurde ebenfalls die Verwendung von Mannitol als
C-Quelle getestet. Auch dabei wuchs G. oxydans DSM 3504 im Vergleich zu den
anderen drei G. oxydans-Stdammen mit einer zweifach héheren Wachstumsrate bis
zu doppelt so hohen optischen Dichten (Tab. 14). Es wurde geringfigig mehr
Biomasse gebildet als bei Wachstum auf Sorbitol, wodurch die Ergebnisse von
Gosselé et al. (1980) bestatigt wurden. Eine mogliche Erklarung fur die héhere
Biomasseproduktion ist, dass Mannitol nur zu etwa 90 % zu Fruktose umgesetzt
(YEruktose/mannitol ~ 0,9) und das restliche Substrat im Zytosol verstoffwechselt wurde,
wahrend im Gegensatz dazu Sorbitol vollstandig zu Sorbose oxidiert und kein
Substrat in die Zelle aufgenommen wurde. In Ubereinstimmung damit korrelierte bei
G. oxydans DSM 3504 auch die hochste Biomasseausbeute mit der niedrigsten
Produktausbeute (Tab. 14). Da alle Stamme Mannitol in gleichem Umfang und gleich
schnell zu Fruktose umsetzten, G. oxydans DSM 3504 daflir jedoch doppelt so viel
Biomasse zur Verfigung stand als G. oxydans DSM 2343, wurden fur G. oxydans
DSM 3504 die niedrigsten und fir G. oxydans DSM 2343 die hichsten spezifischen
Produktbildungsraten und spezifischen Produktausbeuten berechnet. G. oxydans
DSM 3503 und NCIMB 8084 wiesen geringfliigig niedrigere spezifische
Produktausbeuten als G. oxydans DSM 2343 auf, produzierten jedoch ebenfalls mit
der Halfte der Biomasse etwas mehr Fruktose als DSM 3504.
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Tab. 14: Wachstums- und Substratumsatz-Parameter verschiedener G. oxydans-Stamme bei
Kultivierung in MQW-Medium mit 25 g/l Mannitol. Abklrzungen wie Tab. 12, Fruk = Fruktose.

G.oxydans- | End- | BTM | Hmax | ta Yys 9™ Ypis Yoix
Stamm oD [a/] [h'l] [h] [g BTM/ [g Fruk/ [g Fruk/ [g Fruk/
g Mannitol] | g BTM * h] g Mannitol] g BTM]
DSM 2343 0,99 | 0,25 | 0,12 | 59 0,010 10,9 0,90 92,8
DSM 3503 1,04 | 0,26 | 0,10 | 6,7 0,012 9,5 0,92 91,3
DSM 3504 1,89 | 0,52 | 0,22 | 3,1 0,021 9,0 0,84 40,7
NCIB 8084 1,03 | 0,25 | 0,12 | 5,8 0,011 10,4 0,92 86,3

1.4 Wachstum mit Glyzerin als C-Quelle

Glyzerin wird von G. oxydans mit Hilfe der mSLDH zu Dihydroxyaceton
umgesetzt (Matsushita et al., 2003; Salusjarvi et al., 2004; Bauer et al., 2005). Bei
Kultivierung mit Glyzerin zeigten sich deutliche Wachstumsunterschiede zwischen
allen vier G. oxydans-Stammen (Tab. 15), so konnte auch in diesem Fall G. oxydans
DSM 3504 die C-Quelle am besten verwerten und produzierte mit der hdchsten
Wachstumsrate die meiste Biomasse. In der Reihenfolge G. oxydans DSM 3504,
NCIMB 8084, DSM 3503 und DSM 2343 wurde die Fahigkeit zur Verwertung von
Glyzerin immer geringer, was sich in den abnehmenden Wachstums-Parametern
widerspiegelte. Im Vergleich zu den anderen C-Quellen stellte sich Glyzerin als das
schlechteste Wachstumssubstrat heraus.

Tab. 15: Wachstumsparameter verschiedener G.oxydans-Stamme bei Wachstum in MQW-
Medium mit 25 g/l Glyzerin. Abkirzungen: siehe Tab. 12.

G. oxydans-Stamm End-OD | BTM [9/l] | Hmax[h™] | ta[h] | Y. [g BTM/g Glyzerin]
DSM 2343 0,31 0,11 0,02 30,1 0,005
DSM 3503 0,47 0,16 0,11 6,4 0,007
DSM 3504 1,10 0,33 0,14 4,9 0,014
NCIMB 8084 0,77 0,21 0,09 7,5 0,009

1.5 Auswahl von G. oxydans DSM 2343 zur Konstruktion von rekombinanten
2-KGLA- Produktionsstammen

Wahrend G. oxydans DSM 3504 auf allen getesteten Substraten mit den
hochsten Wachstumsraten die meiste Biomasse produzierte (Abb. 10-A), setzte
G. oxydans DSM 2343 die Substrate am effektivsten in die entsprechenden Produkte
um. G. oxydans DSM 2343 produzierte daher mit den hdochsten Produktbildungsraten
genau so viel Sorbose aus Sorbitol und Fruktose aus Mannitol, jedoch viel mehr
5-KGA aus Glukose als die anderen Stamme (Abb. 10-B). Beim Glukoseumsatz
wurde in Abb. 10 nur die Bildung von 5-KGA bertcksichtigt, da diese genau wie die
Fruktose- und Sorbosebildung durch die fur die Vitamin C-Synthese notwendige
mSLDH katalysiert wird. In Ubereinstimmung mit den gréRten Sorbose-, Fruktose-
und 5 KGA-Bildungsraten wurde fir G. oxydans DSM 2343 auch die hochste
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MSLDH-Aktivitat bestimmt (G. oxydans DSM 2343: 0,3 U/mg Membranprotein;
G. oxydans DSM 3503, DSM 3504 und NCIMB 8084: 0,2 U/mg Membranprotein). Ein
weiterer Vorteil von G. oxydans DSM 2343 ist, dass die Produktbildung im Vergleich
zu den anderen Stammen mit deutlich weniger Biomasse erfolgte. Deshalb wurden
die hochsten spezifischen Produktausbeuten mit G. oxydans DSM 2343 erzielt (Abb.
10-C). Die Korrelation von geringer Biomassebildung mit den héchsten Umsatzraten
macht G. oxydans DSM 2343 besonders interessant fur die Konstruktion eines
2-KGLA-Produktionsstamms und fur die biotechnische Anwendung.
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Abb. 10: Biomasseausbeuten (A), Produktausbeuten (B) und spezifische Produktausbeuten (C)
der angegebenen G. oxydans-Stamme bei Wachstum auf verschiedenen Substraten.
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Neben den héchsten Produktbildungsraten und spezifischen Produktausbeuten,
die G. oxydans DSM 2343 fir die Verwendung in einem rekombinanten 2-KGLA-
Produktions-System auszeichnen, stand nur fir diesen Stamm die komplette
Genomsequenz als Werkzeug fir molekularbiologische Arbeiten zur Verfigung.
Anhand der Genomdaten (Prust et al.,, 2005) konnte dartuber hinaus das
Vorhandensein einer 2-KGLA-Reduktase ausgeschlossen werden. Dieses Enzym
fahrt z.B. in den G. oxydans-Stammen G624 (Saito et al., 1997, 1998), IFO 3293 und
N44-1 (Sugisawa et al., 1990) zu einer Verminderung der 2-KGLA-Ausbeute, da
2-KGLA zum Nebenprodukt L-ldonat reduziert wird. Des Weiteren besitzt G. oxydans
DSM 2343 weder SDH- noch SNDH-Gene, so dass in diesem Stamm keine
ungewinschten Rekombinationen auftraten und Enzymaktivitdtsmessungen zur
Analyse einer heterologen sdh- und sndh-Uberexpression nicht durch
Basalaktivitaten Gberdeckt wurden. Aus den genannten Grinden wurde G. oxydans
DSM 2343 dazu verwendet, durch Uberexpression der 2-KGLA-Synthesegene ein
mikrobielles 2-KGLA-Produktionssystem zu konstruieren.

1.6 Bestimmung der optimalen Sorbitolkonzentration fir G. oxydans DSM 2343

Nach Auswahl von G. oxydans DSM 2343 als Wildtyp zur Konstruktion eines
2-KGLA-Produktionsstamms wurde fur diesen Stamm die optimale Substrat-
konzentration fur das Wachstum auf Sorbitol, dem Ausgangsubstrat fur die 2-KGLA-
Synthese, bestimmt (Abb. 11-A). Durch Erhéhung der Sorbitolkonzentration auf bis
zu 300 g/l liel3 sich das Wachstum bis zu einer End-OD von 4,0 steigern. Dabei
unterschieden sich jedoch die erreichten optischen Dichten zwischen 100 und 300 g/l
Sorbitol nur noch kaum. Die Erh6hung der Sorbitolkonzentration auf 400 g/l fihrte zu
einer Verringerung der Biomasseproduktion. Wie in Abb. 11-B zu erkennen ist,
nahmen die Wachstumsraten bis zu einer Sorbitolkonzentration von 100 g/l zu und
bei hoheren Sorbitolkonzentrationen wieder ab. Bereits ab einer Sorbitol-
konzentration von 200 g/l erfolgte das Wachstum langsamer und die stationére
Phase wurde spater erreicht. Mdglicherweise ist das verringerte Wachstum bei
hohen Sorbitolkonzentrationen durch Osmostress, Substrat- oder Produkthemmung
zu erklaren. Die optimale Sorbitolkonzentration fir das Wachstum von G. oxydans
DSM 2343 lag somit bei etwa 100 g/l. Da G. oxydans DSM 2343 daruber hinaus die
100 g/l Sorbitol innerhalb von 24 h vollstandig zu Sorbose umsetzte, wurde im
Folgenden diese Substratkonzentration bei Sorbitol-Biotransformationen eingesetzt.
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Abb. 11: Wachstum (A) und Abhangigkeit der Wachstumsrate von der Substratkonzentration
(B) von G. oxydans DSM 2343 bei Kultivierung auf verschiedenen Sorbitolkonzentrationen.

2. Konstruktion von 2-KGLA-Produktions-Stadmmen und Expressionsanalysen

2.1 Klonierung der Gene von SDH, cSNDH und mSNDH

Zur Konstruktion von rekombinanten 2-KGLA-Produktionsstammen sollte
G. oxydans DSM 2343 mit allen fur die 2-KGLA-Synthese essentiellen Enzymen
ausgestattet werden. Aufgrund der natirlichen Enzymausstattung war in G. oxydans
DSM 2343 die mSLDH-AKktivitat in ausreichendem Umfang vorhanden, so dass der
erste 2-KGLA-Syntheseschritt von Sorbitol zu Sorbose vollstandig stattfand. Um
jedoch die Oxidation von Sorbitol zu 2-KGLA durchfiihren zu kénnen, mussten die
Gene fur eine SDH und eine SNDH plasmidkodiert eingebracht und funktionell
Uberexprimiert werden, da diese im Genom von G. oxydans DSM 2343 nicht
vorhanden sind (Prust et al., 2005).

Als Spenderorganismen fir die Gene der SDH und der l6slichen SNDH (cSNDH)
wurden G. oxydans DSM 3504 und S. meliloti ausgewabhlt, bei denen das csndh- und
sdh-Gen zusammen in einem Gencluster vorliegen (Lee und Pan, 1999; Saito et al.,
1997; Capela et al., 2001). Mittels PCR und entsprechenden Primern wurde aus der
genomischen DNA von G. oxydans DSM 3504 sowohl das komplette csndh/sdh-
Gencluster als auch das csndh-Gen und das sdh-Gen separat amplifiziert. Dabei
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wurden die zur Klonierung bendtigten Restriktionsschnittstellen mit Hilfe der Primer
eingefiigt. Das csndh-Gen wurde Uber die Schnittstellen Xbal/ Sall und das sdh-Gen
sowie das csndh/sdh-Gencluster tber die Schnittstellen Xbal/ Spel in den Vektor
pBBR1MCS2 (Kovach et al., 1995) kloniert, in dem die Expression unter Kontrolle
des nativen Promotors stattfinden sollte. Auf diese Weise entstanden die Vektoren
pBBR1MCS2-csndh, pBBR1IMCS2-sdh und pBBR1MCS2-csndh/sdh, die durch
Sequenzanalyse Uberpruft wurden (Abb. 12). Analog dazu wurde das csndh-Gen,
das sdh-Gen und das csndh/sdh-Gencluster aus S. meliloti in den Vektor
pPBBR1MCS?2 kloniert. Nach Uberfiihrung der konstruierten Plasmide von E. coli nach
G. oxydans DSM 2343 konnte nur eine sehr geringe Transkription der csndh- und
sdh-Gene (Tab. 16), aber keine funktionelle Uberproduktion der SDH und cSNDH
mittels SDS-PAGE, Enzymaktivitdts-Tests oder eine Uber Sorbose hinausgehende
Produktbildung nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Da die Funktionalitdt des csndh/sdh-Genclusters aus G. oxydans T-100 durch
Uberexpression in G. oxydans G624 nachgewiesen war (Saito et al., 1997), wurde
das csndh/sdh-Gencluster von G. oxydans DSM 3504 sequenziert (Anhang, Abb. 31)
und mit den Sequenzen von S. meliloti (Galibert et al., 2001) und G. oxydans T-100
(Saito et al., 1997) verglichen. Wahrend die Sequenzidentitat zwischen dem
Gencluster von G. oxydans T-100 und S. meliloti nur etwa 70 % (auf Nukleotid- und
Aminosaure-Sequenzebene) betrug, beschrénkten sich die Unterschiede zwischen
den Gencluster-Sequenzen von G. oxydans DSM 3504 und G. oxydans T-100 auf 83
stille Mutationen und sieben Basensubstitutionen, die einen Aminosaureaustausch
zur Folge hatten (Anhang, Abb. 32). Durch Abgleich mit weiteren bekannten SNDH-
und SDH-Sequenzen aus anderen Organismen konnte jedoch davon ausgegangen
werden, dass Art und Position der einzelnen Aminoséuresubstitutionen keine
Beeintrachtigung der Funktionalitat des csndh/sdh-Genclusters von G. oxydans
DSM 3504 zur Folge haben. Somit waren die fehlenden SDH- bzw. SNDH-Aktivitaten
in den Stammen mit den plasmidkodierten Genen aus G. oxydans DSM 3504 durch
zu geringe Expression zu begrinden (Tab. 16). Um die Expression der SDH- und
cSNDH-Gene bzw. des Genclusters aus G. oxydans DSM 3504 zu steigern, wurden
die nativen Promotoren gegen den starken konstitutiven E. coli-tufB-Promotor (An
und Friesen, 1980; Saito et al., 1997, 1998) ausgetauscht. In die Plasmide
pBBR1MCS2-csndh, pBBR1MCS2-sdh und pBBR1MCS2-csndh/sdh wurde zu
diesem Zweck mittels ortsgerichteter Mutagenese eine BInl-Schnittstelle vor das
Start-Codon der einzelnen Gene bzw. des Genclusters inseriert. Nach
Herausschneiden der nativen Promotoren Uber die Restriktionsschnittstellen PinAl
und BInl erfolgte die Insertion der tufB-Promotorkassette mittels Kassetten-
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mutagenese (Abb. 12), wobei die jeweils neun bp vor dem Start-Codon liegende
putative RBS (Saito et al.,, 1997) erhalten wurde. Die so entstandenen Plasmide
pBBR1MCS2-csndh-tufB, pBBR1MCS2-sdh-tufB und pBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB
wurden sequenziert, bevor sie von E. coli mittels Elektroporation in G. oxydans
DSM 2343 uberfuhrt wurden.

Die Verwendung einer membranstdndigen SNDH (mSNDH) anstelle einer
zytosolischen bietet bei der Umsetzung von Sorbitol zu 2-KGLA eine interessante
Alternative, da der Transport von Sorboson und 2-KGLA Uber die innere
Zellmembran entfallt und alle Reaktionen im Periplasma stattfinden kdnnen.
AulRerdem bendtigt die cSNDH ein zytosolisches NADP-Regenerierungssystem,
wahrend die mSNDH die Elektronen direkt tber FAD in die Atmungskette einspeisen
kann (Shinjoh et al.,, 1995). Das csndh-Gen in den Plasmiden pBBR1MCS2-
csndh/sdh-tufB und pBBR1MCS2-csndh-tufB wurde deshalb durch das aus
A. liquefaciens DSM 5603 amplifizierte msndh-Gen ersetzt (Abb. 12). Dabei wurde
die putative RBS des msndh-Gens erhalten und das 3’-Ende des csndh-Gens aus
der Gencluster-Konfiguration im Konstrukt belassen, da Saito et al. (1997) dort eine
RBS fir das sdh-Gen beschrieben (Anhang, Abb. 35). Die so entstandenen Plasmide
pBBR1MCS2-msndh-tufB  und pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB  wurden nach
Sequenzierung von E. coli in G. oxydans DSM 2343 Uberfihrt. Ein Sequenzvergleich
zwischen dem in dieser Arbeit verwendeten msndh-Gen aus A. liquefaciens
DSM 5603 (Anhang, Abb. 34) und dem msndh-Gen aus A. liquefaciens IFO 12258
(Shinjoh et al., 1995) ergab nur vier Basensubstitutionen, von denen drei einen
Aminosaureaustausch zur Folge hatten (Anhang, Abb. 33). Aufgrund von Art und
Position der einzelnen Aminoséauresubstitutionen konnte eine Beeintrachtigung der
von Shinjoh et al. (1995) gezeigten Funktionalitat des msndh-Gens in G. oxydans
ausgeschlossen werden.

Bevor mit den Stammen G. oxydans DSM 2343-csndh, DSM 2343-sdh,
DSM 2343-csndh/sdh, DSM 2343-csndh-tufB, DSM 2343-csndh/sdh-tufB, DSM
2343-msndh-tufB und DSM 2343-msndh/sdh-tufB Expressionsanalysen erfolgten,
wurde die Plasmidstabilitat Uberpruft. Eine Kontrolle des Restriktionsmusters der
Plasmide nach abwechselnder Kultivierung auf Fest- und Flissigmedium (jeweils
zweimal) ergab, dass in G. oxydans DSM 2343 alle Plasmide stabil repliziert wurden.
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pBBRlMC|82-csndh pBBR1MCS2-csndh/sdh pBBR1M|CSZ—sdh

Insertion einer BInl-Schnittstelle (ortsgerichtete Mutagenese), Heraus-
schneiden des nativen Promotors (PinAl/Binl), Insertion der tufB-P-Kassette

!

Psp 1406 |

Bin |

pBBR1MCS2-csndh-tufB pBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB  pBBRIMCS2-sdh-tufB

Austausch von csndh gegen msndh
(Psp 14061/ BIn I): PCR, Restriktion, Ligation
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genomische DNA von
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mit putativer RBS fir

Psp 1406 |
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Pin Al
pBBR1MCS2-msndh-tufB pBBR1IMCS2-msndh/sdh-tufB

Abb. 12: Konstruierte Plasmide zur Uberexpression der Gene fiir cSNDH, mSNDH und SDH.
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2.2 Expression der heterolog eingebrachten Gene

Zur Kontrolle, ob in den konstruierten Stdmmen die Transkription der drei
klonierten Gene sdh, csndh und msndh erfolgte, wurde die Expression zunachst auf
der Stufe der mRNA nachgewiesen. Dazu wurde aus den in Tab. 16 aufgelisteten
Stammen die Gesamt-RNA isoliert und mit spezifischen sldh-, sdh-, csndh- und
msndh-Sonden eine Northern Blot-Analyse durchgefuhrt. In G. oxydans DSM 2343
lieBen sich auf Grund der im Genom fehlenden sdh-, csndh- und msndh-Gene (Prust
et al., 2005) keine entsprechenden Transkripte detektieren (Tab. 16). Auch in
G. oxydans DSM 3504, dem Donor des csndh/sdh-Genclusters, lie3en sich keine
oder nur sehr geringe Mengen der sdh- bzw. csndh-mRNA nachweisen. Bei
Expression des csndh/sdh-Genclusters unter Kontrolle des nativen Promotors
konnten geringe Mengen von csndh- und sdh-Transkript detektiert werden, obwohl,
wie bereits erwahnt, mittels SDS-PAGE und Aktivitatstests keine entsprechende
Uberproduktion nachweisbar war. Im Gegensatz dazu fiihrte die Verwendung des
tufB-Promotors in G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB zu einem starken Anstieg
der Transkriptmenge beider Gene, wahrend in G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-
tufB das sdh-Gen nur in geringem Mal3e transkribiert wurde. Die Transkriptmengen
der Gene von loslicher und membrangebundener SNDH in G. oxydans DSM 2343-
csndh/sdh-tufB und DSM 2343-msndh/sdh-tufB waren ahnlich. Verglichen mit der
nachweisbaren Transkriptmenge des sldh-Gens in G. oxydans DSM 2343 und DSM
3504, in denen die SLDH-Aktivitat ausreichte um Sorbitol vollstdndig zu Sorbose
umzusetzen (Tab. 12), sollte die Transkription aller heterologen Gene effizient genug
sein, um Sorbitol zu 2-KGLA zu oxidieren.

Tab. 16: Transkriptionsnachweis mittels Northern Blot-Analyse. Die Anzahl der Pluszeichen steht

fur die Signalintensitat der jeweiligen Banden (,+* = geringe Signalintensitat; ,++++ = sehr starke
Signalintensitat; ,-“ = kein nachweisbares Signal).

G. oxydans-Stamm Signalintensitat | Signalintensitat | Signalintensitat | Signalintensitat
sldh-Sonde sdh-Sonde csndh-Sonde msndh-Sonde

DSM 3504 + - + -

DSM 2343 + - - -

DSM 2343-csndh/sdh n.d ++ ++ -

DSM 2343-csndh/sdh-tufB n.d ++++ ++++ -

DSM 2343-msndh/sdh-tufB n.d + - +++

Um zu Uberprifen, ob nach der Transkription der heterolog eingebrachten Gene

auch die Translation zum Protein stattfand, wurden in einem zweiten Schritt SDS-
PAGE-Analysen durchgefihrt. rekombinanten G. oxydans DSM 2343-
Stammen, bei denen die sdh-, csndh- und msndh-Expression unter Kontrolle des

In den

nativen Promotors stattfand, lieRen sich bei Auftrennung von Membranfraktion (nicht
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gezeigt), zellfreiem Rohextrakt mit solubilisierten Membranproteinen (Abb. 13-A) oder
in Harnstoff gelosten Zelltrimmern (Abb. 13-B) keine Proteinbanden der Produktion
von SDH, cSNDH oder mSNDH zuordnen. In Ubereinstimmung mit einer erhohten
Transkriptmenge fihrte die Verwendung des tufB-Promotors in G. oxydans DSM
2343-csndh-tufB und DSM 2343-csndh/sdh-tufB zu einer deutlichen Uberproduktion
der cSNDH (Abb. 13-A). Das anhand der Aminosauresequenz fur die cSNDH
berechnete Molekulargewicht von 53 kDa (Hoshino et al., 1991) stimmte mit dem aus
der SDS-PAGE bestimmten Molekulargewicht Uberein. Daruber hinaus konnten
durch MALDI-TOF-Analyse die Banden mit einer Sequenzabdeckung von 48 % als
cSNDH identifiziert werden. Die Uberproduktion der SDH lieR sich im Rohextrakt von
G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB durch eine schwachere Bande nachweisen
(Abb. 13-A). Auch dabei stimmte das fir die SDH berechnete Molekulargewicht von
58 kDa (Sugisawa et al., 1991) mit dem im SDS-Gel bestimmten Molekulargewicht
Uberein und MALDI-TOF-Analysen bestéatigten mit einer Sequenzabdeckung von
38 %, dass die Proteinbande der SDH zu zuordnen war. In Ubereinstimmung mit
einer sehr geringen sdh-Transkriptmenge in G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB
war in diesem Stamm die SDH jedoch nicht nachweisbar.

Hinweise fiir die Uberproduktion der mSNDH konnten nur durch Auftrennung von
Zelltrummern erhalten werden (Abb. 13-B). Bei dem fur die mSNDH zu erwartenden
Molekulargewicht von 48 kDa (Shinjoh et al., 1995) waren nur in den Spuren von
G. oxydans DSM 2343-msndh-tufB und DSM 2343-msndh/sdh-tufB zwei zusatzliche
schwache Banden zu erkennen. Die aus dem Gel isolierten Proteinmengen reichten
jedoch nicht aus, um die Bande mittels MALDI-TOF-Analyse als mSNDH zu
identifizieren. Die Tatsache, dass die mSNDH trotz vergleichbar hoher
Transkriptmengen von csndh und msndh (Tab. 16) nur in den Zelltrimmern
detektierbar war, wies auf die Bildung von Einschlusskorpern aufgrund von
Problemen bei der Proteinfaltung hin. Diese Vermutung wurde durch die stark
erhohte Produktion des Chaperons GroEL untermauert. Die in G. oxydans
DSM 2343-msndh/sdh-tufB hervortretende Bande bei ca. 60 kDa konnte mittels
MALDI-TOF-Analyse mit einer Sequenzabdeckung von 52 % als GroEL identifiziert
werden (Abb. 13-A).
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Abb. 13: Coomassiegefarbte SDS-PAGEs von Proben der angegebenen Stamme und mittels
MALDI-TOF-Analyse identifizierte Proteine. (A) Pro Spur wurden 20 pg Gesamtprotein aus
zellfreiem Rohextrakt mit solubilisierten Membranproteinen (0,3 % Triton X-100) aufgetragen; (B) Pro
Spur wurden 10 pg Gesamtprotein der in 8 M Harnstoff gelésten Zelltrimmer aufgetragen.

Um zu dberprufen, ob die auf Transkriptions- und Translationsebene
nachgewiesene Genexpression die Bildung aktiver Enzyme zur Folge hat, wurden
die SDH-, cSNDH- und mSNDH-Enzymaktivitdten in den konstruierten G. oxydans-
Stammen bestimmt. Aus Grunden der Vergleichbarkeit wurden zusatzlich die
Aktivitaten in den Donorstammen der jeweiligen Gene und in den zwei
Industriestammen G. oxydans UV-10 und N44-1 (Sugisawa et al., 1990) sowie die
SLDH-Aktivitaten gemessen (Tab. 17). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus
Northern Blot- und SDS-PAGE-Analysen flihrte der Austausch der nativen
Promotoren gegen den tufB-Promotor zu einer deutlichen Steigerung der SDH- und
cSNDH-AKktivitdten in G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB. Verglichen mit dem
csndh/sdh-Donor G. oxydans DSM 3504 konnte in den rekombinanten Stammen die
SDH-Aktivitat um das Funffache und die SNDH-Aktivitat um das Siebenfache
gesteigert werden. Auch die mSNDH-AKktivitat in G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-
tufB wurde - verglichen zum msndh-Donor A. liuefaciens DSM 5603 - verdoppelt;
jedoch waren bei Uberproduktion der mSNDH nur ca. zehnfach geringere SNDH-
Aktivitaiten nachweisbar als bei der cSNDH-Uberproduktion. Aufgrund von
vergleichbar hohen mSNDH-Aktivitaten in mit Triton X-100 hergestellten
Rohextrakten (Tab. 17) und in isolierten Membranen (0,025 bis 0,028 U/mg
Membranprotein) konnte aber nachgewiesen werden, dass die mSNDH aus
A. liquefaciens zumindest teilweise funktional in die Membran von G. oxydans
integriert.
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Die SDH-Aktivitat in G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB war in Uberein-
stimmung mit dem geringen sdh-Transkriptlevel (Tab. 16) und der nicht
nachweisbaren Proteinbande (Abb. 13) mit 0,05 U/mg Protein nur leicht erhdht. Bei
der Konstruktion von pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB wurden die letzten 21 bp vom
3’-Ende des csndh-Gens vor dem sdh-Gen belassen (s.0.), da Saito et al. (1997) dort
die fur die Translation des sdh-Gens verantwortliche RBS lokalisierten (Anhang,
Abb. 35). Die putative sdh-RBS im 3’-Ende des csndh-Gens von G. oxydans
DSM 3504 war jedoch nicht funktionell, denn das sdh-Gen wurde nur exprimiert,
wenn die Klonierung als vollstdndiges csndh/sdh-Cluster erfolgte. Beim Konstrukt
pBBR1MCS2-sdh-tufB, in dem das sdh-Gen mit den vorangestellten 21 bp des
csndh-Gens separat hinter den tufB-Promotor kloniert wurde, konnte keine SDH-
Aktivitat bestimmt werden (Tab. 18). Folglich wurde nachgewiesen, dass im
csndh/sdh-Gencluster von G. oxydans DSM 3504 eine translationale Kopplung
(Yakhnin et al., 2001; Rex et al., 1994) vorliegt und die csndh-RBS fiir die Translation
beider Gene verantwortlich ist (Abb. 14). Die geringe Translation des sdh-Gens im
Konstrukt pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB erfolgte somit tUber die msndh-RBS, die
jedoch nicht so effizient wie die csndh-RBS-vermittelte Translation in pBBR1MCS2-
csndh/sdh-tufB funktioniert, da die msndh-RBS in ihrer nativen Konfiguration nicht far
eine translationale Kopplung in einem Gencluster ausgelegt ist.

eine RBS fir beide Gene
Promotor /csndh sdh Terminator

TGG ATT TCG TAATG ACG AGC GGT

Abb. 14: Translationale Kopplung im csndh/sdh-Gencluster von G. oxydans DSM 3504. Es gibt
nur eine RBS fiir beide Gene des Genclusters und das Stop-Codon des csndh-Gens Uberlappt mit
dem Start-Codon des sdh-Gens um ein Basenpaar. Bei der Translation liest das Ribosom zunachst
Uber den ersten polycistronischen mRNA-Abschnitt (csndh), stoppt bei dem Stop-Codon des ersten
Gens, springt ein Basenpaar zurtick und liest dann Uber den zweiten mRNA-Abschnitt (sdh).

Die translationale Kopplung kommt in bakteriellen Genclustern haufiger vor und
stellt sicher, dass die fur einen Syntheseweg bengtigten Gene im richtigen Verhaltnis
exprimiert werden (Yakhnin et al., 2001; Rex et al., 1994). Sie ist dariiber hinaus ein
Hinweis darauf, dass die Genprodukte (SNDH wund SDH) durch die
Zytoplasmamembran hindurch miteinander assoziieren, da eine translationale
Kopplung héaufig bei Genpaaren auftritt, deren Proteine in einem Multienzymkomplex
zusammengelagert vorliegen (Saito et al., 1987, 1997, 1998; Yanofsky et al., 1981).
So wird z. B. in G. oxydans DSM 4025 das sndh- und sdh-Gen zusammen als ein

membrangebundener Proteinkomplex mit zwei getrennten funktionalen Unterein-
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heiten exprimiert (Asakura und Hoshino, 1999); eventuell ist das csndh/sdh-
Gencluster aus G. oxydans DSM 3504, bei dem zwei unabhéangige Enzyme
entstehen, aus einem cSNDH/SDH-Fusionsprotein hervorgegangen, wobei die
translationale Entkopplung noch nicht vollstandig stattgefunden hat und immer noch

nur eine RBS fir beide Gene am Anfang des Clusters existiert.

Tab. 17: SLDH-, SDH-, c¢cSNDH- und mSNDH-Enzymaktivitditen der Gendonoren, der
konstruierten G. oxydans DSM 2343-Stamme und von zwei Industriestammen. Zur Bestimmung
der SDH- und mSNDH-Aktivitat wurden die Membranproteine mit 0,3 % Triton X-100 solubilisiert und
zellfreier Rohextrakt eingesetzt; die Bestimmung der SLDH-Aktivitat erfolgte in der Membranfraktion.

G. oxydans-Stamm SLDH- SDH- CSNDH- mMSNDH-
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat
[U/mg Protein] | [U/mg Protein] | [U/mg Protein] | [U/mg Protein]

DSM 3504 (csndh-, sdh- Donor) 0,22 0,04 0,02 0,000
A. lig DSM 5603 (msndh-Donor) 0,02 0,03 0,05 0,006
DSM 2343 0,30 0,02 0,02 0,000
DSM 2343-pBBR 0,21 0,02 0,02 0,000
DSM 2343-csndh n.d. 0,02 0,02 0,000
DSM 2343-csndh/sdh n.d. 0,01 0,02 0,000
DSM 2343-sdh n.d. 0,01 0,02 0,000
DSM 2343-csndh-tufB 0,19 0,02 0,19 0,000
DSM 2343-csndh/sdh-tufB 0.17 0,21 0,16 0,000
DSM 2343-msndh-tufB 0,16 0,02 0,02 0,012
DSM 2343-msndh/sdh-tufB 0,13 0,05 0,02 0,013
N44-1 (Industriestamm) 0,11 0,04 0,01 0,000
UV-10 (Industriestamm) 0,11 0,03 0,01 0,000

Um zu dberpriufen, ob durch homologe Expression des csndh/sdh-Genclusters im
Donorstamm G. oxydans DSM 3504 hohere Enzymaktivitdten erzielt werden konnten
als durch heterologe Expression in G. oxydans DSM 2343, wurden alle o.g.
Vektorkonstrukte in G. oxydans DSM 3504 Uberfuhrt (Tab. 19). Die Verwendung von
G. oxydans DSM 3504 zur Uberexpression der csndh- und sdh-Gene fiihrte jedoch
zu keiner signifikanten Erhohung der SDH- und cSNDH-Aktivitdten (Tab. 18). In
G. oxydans DSM 3504-csndh/sdh-tufB war die cSNDH-Aktivitat sogar drastisch
verringert, was auf homologe Rekombination zwischen dem genomischen und dem
csndh/sdh-Cluster
Plasmidinstabilitat zuriickzufihren war. Bereits nach einer auf die Elektroporation

plasmidkodierten und auf eine daraus resultierende
folgenden Kultivierung von G. oxydans DSM 3504-csndh/sdh-tufB konnten trotz
Kanamycinresistenz und erhohter SDH-Aktivitdt entweder kein Plasmid oder
Plasmide der falschen Grol3e mit variierendem Restriktionsmuster isoliert werden, da
pBBR1MCS2-csndh/sdh-tufB ganz oder teilweise in das Genom integriert war.
Dariber hinaus wurde die Verwendung von G. oxydans IFO 3293 - dem
Ausgangsorganismus des 2-KGLA-Produzenten G. oxydans N44-1 (Sugisawa et al.,
1990) - als Expressionsstamm getestet, da dieser von Natur aus schon geringe

Mengen 2-KGLA akkumuliert (Hoshino et al., 1990; Sugisawa et al., 1990; Tsukada
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und Perliman, 1972) und es mdoglicherweise einfacher ist, die vorhandenen
Enzymaktivitaten zu verstarken, als neue in G. oxydans DSM 2343 zu etablieren. Die
Uberexpression der csndh- und sdh-Gene in G. oxydans IFO 3293 fiihrte jedoch zu
keiner signifikanten Erh6hung der SDH- und cSNDH-Aktivitaten (Tab. 18). Nur bei
der msndh-Uberexpression in G. oxydans IFO 3293 konnte die mSNDH-AKktivitat

verglichen mit G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB verdoppelt werden.

Tab. 18: SLDH-, SDH-, cSNDH- und mSNDH-Aktivitaten in G. oxydans DSM 3504 und IFO 3293.

G. oxydans-Stamm SLDH- SDH- CSNDH- mMSNDH-
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat
[U/mg Protein] | [U/mg Protein] | [U/mg Protein] | [U/mg Protein]
DSM 3504 0,22 0,04 0,02 0,000
DSM 3504-pBBR 0,21 0,04 0,02 0,000
DSM 3504-csndh/sdh 0,21 0,03 0,03 0,000
DSM 3504-csndh-tufB 0,21 0,04 0,17 0,000
DSM 3504-csndh/sdh-tufB 0,16 0,18 0,03 0,000
DSM 3504-sdh-tufB 0,19 0,02 n.d. n.d.
DSM 3504-msndh-tufB 0,22 0,00 0,02 0,010
DSM 3504-msndh/sdh-tufB 0,19 0,04 0,02 0,013
IFO 3293 0,15 0,02 0,02 0,000
IFO 3293-pBBR 0,12 0,02 0,02 0,000
IFO 3293-csndh/sdh 0,13 0,02 0,02 0,000
IFO 3293-csndh-tufB 0,14 0,01 0,22 0,000
IFO 3293-csndh/sdh-tufB 0,12 0,22 0,19 0,000
IFO 3293-sdh-tufB 0,15 0,02 n.d. n.d.
IFO 3293-msndh-tufB 0,14 0,01 0,02 0,018
IFO 3293-msndh/sdh-tufB 0,12 0,05 0,02 0,029

Die Bestimmung der Enzymaktivitdten ergab, dass alle drei rekombinanten
Proteine (SDH, cSNDH und mSNDH) in G. oxydans DSM 2343, DSM 3504 und
IFO 3293 als aktive Enzyme gebildet wurden. Zur Abschéatzung der Effektivitat der
heterolog eingefuhrten Enzymaktivitaten wurden sie mit der homologen SLDH-
Aktivitat in G. oxydans DSM 3504 verglichen, da diese ausreicht, um Sorbitol
innerhalb von 20 h vollstandig zu Sorbose umzusetzen (Kap. 1V/1.1, Abb. 7). Die
SDH und cSNDH in z. B. G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB waren vergleichbar
aktiv wie die SLDH in G. oxydans DSM 3504 (Abb. 15); somit sollten die
Enzymaktivitaten ausreichen, um Sorbitol effizient zu 2-KGLA zu oxidieren. Die
MSNDH- und SDH-Aktivitaten in G. oxydans IFO 3293-msndh/sdh-tufB waren zwar
geringer, aber im Vergleich zu den SDH- und cSNDH-Aktivitdten im Industriestamm
G. oxydans N44-1, der Sorbitol zu 50 % in 2-KGLA umsetzt (Sugisawa et al., 1990),
um das 1,4- bzw. 2,9-fache erhdht. Neben sehr niedrigen SDH- und cSNDH-
Aktivitaten war in G. oxydans N44-1 darUber hinaus nur eine viel geringere SLDH-
Aktivitat nachweisbar als in den in dieser Arbeit konstruierten G. oxydans-Stammen
(Tab. 17).
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Abb. 15: Vergleich der neu eingefihrten rekombinanten SDH-, cSNDH- und mSNDH-Aktivitaten
mit der SLDH-Aktivitat in G. oxydans DSM 3504 und den Enzymaktivitdten im Industriestamm
G. oxydans N44-1

Nach Abschluss der Stammkonstruktionen und Expressionsanalysen standen
somit verschiedene rekombinante Stamme zur Verfiigung, in denen alle zur 2-KGLA-
Synthese bendtigten Enzymaktivitaten (SLDH, SDH, cSNDH und/oder mSNDH) in
mehr als ausreichendem Umfang vorliegen sollten, um die Biotransformation von
Sorbitol zu 2-KGLA durchzufihren.

3. Ganzzellbiotransformation von Sorbitol zu 2-Keto-L-Gulonséaure

3.1 Ganzzellbiotransformation mit ruhenden Zellen

Nachdem alle fir die 2-KGLA-Bildung essentiellen Gene in verschiedenen
G. oxydans-Stammen funktionell Gberexprimiert wurden, erfolgte die Untersuchung
zur Biotransformation von Sorbitol zu 2-KGLA zun&chst mit ruhenden Zellen. Hierbei
wurden 20 g/l Sorbitol von G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB zu 1,2 % und von
G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB zu 4 % zu 2-KGLA umgesetzt (Tab. 19).
Folglich konnte gezeigt werden, dass alle in G. oxydans eingebrachten Enzyme
(SDH, c¢cSNDH und mSNDH) in vivo aktiv waren und durch deren heterologe
Uberproduktion der Stamm G. oxydans DSM 2343 die Fahigkeit erlangte, 2-KGLA zu
synthetisieren.

In Ganzzellbiotransformationen mit ruhenden Zellen konnten durch mSNDH-
Uberproduktion hohere 2-KGLA-Ausbeuten erzielt werden als durch Uberproduktion
der cSNDH, obwohl fir die mSNDH eine zehnfach geringere in vitro-Aktivitat betimmt
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wurde als fur die cSNDH. Dabei verfarbte sich der Biotransformationsansatz von
G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB im Verlaufe des Versuchs gelb, wéahrend der
Ansatz von G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB farblos blieb. Massenspektrosko-
pische Untersuchungen ergaben, dass die Gelbfarbung auf eine spontane
Polymerisation des Intermediats Sorboson zurtickzufiihren war. Aus diesem Grund
war Sorboson nicht mehr mittels HPLC quantifizierbar. Die Gelbfarbung wies jedoch
darauf hin, dass bei Verwendung der cSNDH ein Teil des gebildeten Sorbosons
akkumulierte und polymerisierte, bevor es in die Zelle transportiert wurde, wéahrend
bei Verwendung der mSNDH Sorboson im Periplasma umgehend zu 2-KGLA oxidiert
wurde, bevor die Polymerisation stattfinden konnte. Shinjoh et al. (1995) beschrieben
ebenfalls eine Verringerung der 2-KGLA-Ausbeute aufgrund der physiologischen
Instabilitat von Sorboson und dass bei Verwendung der mSNDH periplasmatisch
gebildetes Sorboson zu 2-KGLA umgesetzt wird, bevor ein nichtenzymatischer
Sorbosonabbau erfolgt.

Tab. 19: Umsetzung von 20 g/l Sorbitol mit ruhenden Zellen.

G. oxydans-Stamm Endkonzentration [g/I] Ausbeute [%]

DSM 2343-pBBR (Kontrolle) Sorbitol: 19,38 Sorbitol: 96,9
Sorbose: 0,50 Sorbose: 2,5

2-KGLA: 0,00 2-KGLA: 0,0

DSM 2343-csndh/sdh-tufB Sorbitol: 19,26 Sorbitol: 96,3
Sorbose: 0,06 Sorbose: 0,3

2-KGLA: 0,24 2-KGLA: 1,2

DSM 2343-msndh/sdh-tufB Sorbitol: 19,40 Sorbitol: 97,0
Sorbose: 0,50 Sorbose: 2,5

2-KGLA: 0,80 2-KGLA: 4,0

Bereits der erste Reaktionsschritt, die Oxidation von Sorbitol zu Sorbose, erfolgte
mit ruhenden Zellen nur zu 2,5 % (Tab. 19) und stellte somit den limitierenden Schritt
in der Oxidationskette dar. Dies konnte durch Verwendung der Intermediate Sorbose
und Sorboson als Substrate fir die Biotransformation gezeigt werden, wodurch die
2-KGLA-Ausbeuten auf bis zu 15 % (G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB)
gesteigert werden konnten. Shinjoh et al. (1995) erzielten durch Uberproduktion einer
MSNDH mit ruhenden G. oxydans IFO 3293-Zellen ebenfalls nur mit Sorbose und
Sorboson, aber nicht mit Sorbitol als Substrat eine Steigerung der 2-KGLA-Ausbeute.
Im Gegensatz dazu konnte mit G. oxydans DSM 2343-msndh/sdh-tufB zwar auch
Sorbitol in geringem Umfang zu 2-KGLA umgesetzt werden (Tab. 19), jedoch scheint
eine effiziente Oxidation von Sorbitol zu Sorbose nur mit wachsenden Zellen mdglich
zu sein. Vermutlich ist in ruhenden Zellen die Atmungskettenaktivitit so weit
eingeschrankt, dass aufgrund einer Limitierung beim Elektronentransport die bei der
Sorbitoloxidation entstehenden Elektronen nicht von der SLDH auf den
Ubichinonpool tbertragen werden kénnen (Anhang, Abb. 29).
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3.2 Ganzzellbiotransformation mit wachsenden Zellen

Da bereits gezeigt werden konnte, dass wachsende Zellen, im Gegensatz zu
ruhenden Zellen, 25 g/l Sorbitol vollstandig zu Sorbose umsetzen (Abb. 7), wurden
die weiteren Untersuchungen zur 2-KGLA-Produktion mit wachsenden Zellen
durchgefuihrt. Dabei wurden 100 g/l Sorbitol eingesetzt, die im Verlauf der
Biotransformation ebenfalls vollstandig oxidiert wurden (Abb. 16). Die bereits
postulierte Kopplung von Zellwachstum und Sorbitoloxidation bestatigte sich
dadurch, dass die Umsetzung von Sorbitol zu Sorbose in der exponentiellen
Wachstumsphase stattfand (wachstumsgekoppelte Produktbildung), wahrend die
Oxidationsschritte von Sorbose zu 2-KGLA in der stationaren Phase erfolgten
(wachstumsentkoppelte Produktbildung).

Zunachst wurde die Kultivierung in Schiittelkolben ohne pH-Kontrolle durch-
gefuhrt. Hierbei erfolgte die Sorbitoloxidation gré3tenteils nur bis zum Intermediat
Sorbose. Eine Bildung von 2-KGLA fand nur dann statt, wenn sowohl eine SNDH als
auch die SDH uberproduziert wurde (Tab. 20). Die separate Uberexpression der
msndh-, csndh- und sdh-Gene fihrte zu keiner Bildung von 2-KGLA, obwohl die
jeweils nicht Uberexprimierten Gene im Genom von G. oxydans DSM 3504 und
IFO 3293 vorhanden sind und beide Wildtypen als Produzenten geringer 2-KGLA-
Mengen beschrieben wurden (Sugisawa et al., 1990; Tsukada und Perlman, 1972).
Die cSNDH/SDH-Uberproduzenten synthetisierten bis zu 4,5 % 2-KGLA aus 100 g/I
Sorbitol (G oxydans IFO 3293-csndh/sdh-tufB), wahrend bei mSNDH/SDH-Uber-
produktion fast kein 2-KGLA gebildet wurde. Mit den Industriestammen G. oxydans
UV-10 und N44-1 wurde mit 3,1 % bzw. 5,5 % 2-KGLA-Ausbeute auch nur ein
Zehntel der verodffentlichten 2-KGLA-Produktion erreicht (Tab. 20). Da die von
Sugisawa et al. (1990) beschriebenen 2-KGLA-Ausbeuten von G. oxydans UV-10
(26 %) und N44-1 (30 - 50 %) bei auf pH 6 gepufferter Kultivierung erzielt wurden,
war vermutlich bei Kultivierung ohne pH-Kontrolle der auf pH 4,8 absinkende pH-
Wert der Grund fur die geringe 2-KGLA-Produktion.

Um die 2-KGLA-Ausbeuten der konstruierten Stamme zu steigern und mit denen
von G. oxydans UV-10 und N44-1 vergleichen zu kdnnen, wurden die von Sugisawa
et al. (1990) veroffentlichten Kultivierungsbedingungen verwendet und die Stamme
auf ,No. 5-Medium* mit 100 g/I Sorbitol im Schiittelkolben kultiviert, wobei der pH-
Wert mit CaCO3; auf pH 6 gepuffert wurde. Unter diesen Bedingungen wurde deutlich
mehr 2-KGLA produziert und einige der rekombinanten Stamme setzten Sorbitol mit
vergleichbar hohen Ausbeuten zu 2-KGLA um wie die Industriestdamme G. oxydans
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UV-10 und N44-1 (Abb. 16; Tab. 20); jedoch wurden auch bei CaCOs-gepufferter
Kultivierung von G. oxydans UV-10 und N44-1 nur 25 % der publizierten Ausbeuten
erreicht. Die rekombinanten Derivate von G. oxydans DSM 2343 und DSM 3504
setzten bei cSNDH/SDH-Uberproduktion 100 g/l Sorbitol zu 8 % bzw. 10 % 2-KGLA
um, wahrend bei mSNDH/SDH-Uberproduktion nur geringere Mengen 2-KGLA
synthetisiert wurden. Mit G. oxydans IFO 3293-msndh/sdh-tufB hingegen wurde in
Ubereinstimmung mit der hochsten mSNDH-AKktivitat 9 % 2-KGLA gebildet. Die
2-KGLA-Bildung durch Uberproduktion einer mSNDH in G. oxydans IFO 3293 wurde
auch von Shinjoh et al. (1995) demonstriert. Im Gegensatz dazu erfolgte die 2-KGLA-
Bildung mit den hier beschriebenen G. oxydans-Stammen jedoch nicht nur in
ruhenden, sondern auch in wachsenden Zellen. Aul3erdem konnten bei Shinjoh et al.
(1995) nur Sorbose und Sorboson, nicht aber Sorbitol zu 2-KGLA umgesetzt werden.

Bei auf pH 6 gepufferter Kultivierung akkumulierten bei c¢SNDH/SDH-Uber-
produktion mit allen drei G. oxydans-Stammen erstmalig nachweisbare Mengen des
Intermediats Sorboson (Abb. 16); die SDH bildete somit mehr Sorboson als durch die
cSNDH zu 2-KGLA umgesetzt werden konnte. Bei mSNDH/SDH-Uberproduktion
hingegen erfolgte keine Anh&aufung von Sorboson, obwohl die mSNDH-Aktivitat
zehnfach geringer war als die cSNDH-AKktivitdt. Daher war die Sorbosonakkumulation
bei cSNDH/SDH-Uberproduktion nicht durch eine zu geringe cSNDH-AKktivitat,
sondern, wie schon bei der Verwendung von ruhenden Zellen, durch die Limitierung
des Sorbosontransports zu begrinden. Die geringere mMSNDH-Aktivitat bei
mSNDH/SDH-Uberproduktion wurde folglich dadurch kompensiert, dass kein
Sorbosontransport ins Zellinnere notwendig war und im Periplasma entstandenes
Sorboson umgehend zu 2-KGLA oxidiert werden konnte. Da Sorboson ein fir die
Zelle toxisches Aldehyd ist, wurde eine Limitierung der 2-KGLA-Ausbeute aufgrund
des Sorbosontransports in der Literatur bereits mehrfach diskutiert (Sugisawa et al.,
1990; Shinjoh et al., 1995; Hoshino et al., 1990). So beobachteten Shinjoh et al.
(1995) bei Uberexpression des msndh-Gens keine Anh&ufung von Sorboson,
wahrend bei Verwendung der cSNDH stets eine Sorbosonakkumulation beschrieben
wurde (Saito et al., 1997, 1998, Sugisawa et al., 1990).
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Abb. 16: Substratumsatz von G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB (A), DSM 2343-msndh/sdh-
tufB (B), DSM 3504-csndh/sdh-tufB (C), DSM 3504-msndh/sdh-tufB (D), IFO 3293-csndh/sdh-
tufB (E), IFO 3293-msndh/sdh-tufB (F), UV-10 (G) und N44-1-Klon 1 (H) bei CaCOs-gepufferter
Schittelkolbenkultivierung mit 100 g/l (550 mM) Sorbitol. £ C-Quelle Summe der
Konzentrationen von Sorbitol, Sorbose, Sorboson und 2-KGLA.
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Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass bei der Sorbitol-Biotransformation mit
G. oxydans keine anderen Metabolite als Sorbose, Sorboson, 2-KGLA und geringe
Mengen L-ldonat gebildet werden (Saito et al., 1997, 1998; Shinjoh et al., 1995;
Sugisawa et al., 1990; Hoshino et al., 1990). In G. oxydans DSM 2343 kann eine
L-ldonat-Bildung aufgrund der fehlenden 2-KGLA-Reduktase jedoch ausgeschlossen
werden (Prust et al., 2005) und in G. oxydans DSM 3504 und IFO 3293 wird L-Idonat
von der membrangebundenen Idonat-DH wieder zu 2-KGLA reoxidiert (Hoshino et
al., 1990). Da in Ubereinstimmung damit auch in dieser Arbeit keine anderen
Nebenprodukte mittels HPLC detektiert werden konnten, wurde die Summe der
Konzentrationen von Sorbitol, Sorbose, Sorboson und 2-KGLA als Gesamt-C-
Quellenkonzentration bezeichnet. Diese nahm im Verlauf der Fermentation bei den
verschiedenen Stammen unterschiedlich stark ab (Abb. 16). Dabei korrelierte die
Assimilation der C-Quelle mit der Biomasseproduktion (Abb. 17). Wé&hrend die
G. oxydans DSM 2343-Stdamme mit unter 20 % die wenigste C-Quelle verbrauchten
und bis zu optischen Dichten von 6 heranwuchsen, verstoffwechselten die
G. oxydans DSM 3504-Stamme ca. 30 % C-Quelle bei vergleichbarem Wachstum.
Hingegen wuchsen alle Stdmme, die aus G. oxydans IFO 3293 hervorgegangen
sind, bis zu doppelt so hohen optischen Dichten, assimilierten dabei jedoch auch bis
zu 70 % der C-Quelle. In der Abbildung wurden G. oxydans N44-1 und UV-10 mit
den IFO 3293-Derivaten zusammengefasst, da sie aus G. oxydans IFO 3293 durch
Mutagenese hervorgegangen sind. Besonders hervorzuheben ist, dass G. oxydans
DSM 2343-csndh/sdh-tufB und DSM 3504-csndh/sdh-tufB bei viel geringerer
Biomasseproduktion nur geringfigig weniger 2-KGLA synthetisierten als die
Industriestamme. AulRerdem setzten die rekombinanten Stdmme mit weniger
Biomasse Sorbitol viel schneller zu Sorbose um und begannen viel friiher mit der
2-KGLA-Produktion (Abb. 16), was sich auch in der hdochsten 2-KGLA-Bildungsrate
von G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB niederschlug.
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Abb. 17: Korrelation von C-Quellenassimilation und Biomasseproduktion bei verschiedenen
G. oxydans-Stdmmen. Die Kultivierung erfolgte im Schttelkolben (pH 6) mit 100 g/l Sorbitol.

Durch den auf pH 6 gepufferten pH-Wert konnte die 2-KGLA-Bildung deutlich
verstarkt werden. Da dies auf eine Abhangigkeit der 2-KGLA-Produktion vom pH-
Wert hindeutete, sollte der pH-Wert auf pH 6 reguliert und durch Verbesserung der
Sauerstoffversorgung im Fermenter die Oxidation von Sorbitol zu 2-KGLA weiter
gesteigert werden. Dazu wurden die rekombinanten Stamme, die bei CaCOs-
gepufferter Kultivierung die gro3ten 2-KGLA-Mengen produzierten, zusammen mit
G. oxydans N44-1 als Vergleichsstamm im ,Fedbatch-Pro“-Parallelfermentations-
system kultiviert. Dabei stellte sich zunachst heraus, dass der durch zahlreiche
Mutagenesen entstandene Stamm G. oxydans N44-1 bei der Stammbhaltung auf
Fest- und Flissigmedium instabil war. Deshalb wurde neben dem bisher
verwendeten G. oxydans N44-1-Klon 1 eine neue von der DSM Nutritional Products
zur Verfiugung gestellte Glyzerinkultur (G. oxydans N44-1-Klon 2) verwendet.
Wahrend G. oxydans N44-1-Klon 1 unter fermentativen Bedingungen nur 5 %
2-KGLA produzierte, konnten bei der Verwendung von G. oxydans N44-1-Klon 2
ahnliche 2-KGLA-Ausbeuten (36 %) erzielt werden, wie von Sugisawa et al. (1990)
beschrieben (Tab. 20). In G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB und IFO 3293-
msndh/sdh-tufB fiihrte die verbesserte Sauerstoffversorgung und der auf pH 6
regulierte pH-Wert zu einem deutlichen Anstieg der 2-KGLA-Ausbeuten auf 15 bzw.
12 g/l 2-KGLA. Die geringere 2-KGLA-Ausbeute bei homologer csndh/sdh-
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Uberexpression in G. oxydans DSM 3504-csndh/sdh-tufB war vermutlich durch die in
Kap. IV/2.2 beschriebene Plasmidinstabilitat auf Grund von homologer Rekombi-
nation zu begrinden. Mit G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB und IFO 3293-
msndh/sdh-tufB konnten jedoch nicht so hohe 2-KGLA-Ausbeuten wie mit
G. oxydans N44-1-Klon 2 erzielt werden und es blieb daher zu klaren, warum
G. oxydans N44-1 trotz der sehr viel niedrigeren in vitro-Enzymaktivitaten von SLDH,
SDH und SNDH in der Lage war, in vivo mehr 2-KGLA zu produzieren, als die
rekombinanten Stamme.

Tab. 20: 2-KGLA-Ausbeuten mit wachsenden Zellen bei verschiedenen Biotransformations-
bedingungen. Die angegebenen %-Werte beziehen sich auf aus 100 g/I Sorbitol gebildetes 2-KGLA.

G. oxydans-Stamm 2-KGLA-Ausbeute [%] bzw. [g/l]
Schittelkolben Schuttelkolben ~pH 6 Fermenter
(ohne pH-Kontrolle) (CaCOs-gepuffert) (pO, 10%, pH 6)
DSM 2343-pBBR (Kontrolle) 0,0 0,0 0,0
DSM 2343-csndh/sdh-tufB 1,0 8,0 15,0
DSM 2343-msndh/sdh-tufB 0,0 0,4 n.d
DSM 3504-pBBR (Kontrolle) 0,0 0,0 0,0
DSM 3504-csndh/sdh-tufB 15 10,0 6,0
DSM 3504-msndh/sdh-tufB 0,0 15 n.d
IFO 3293-pBBR (Kontrolle) 0,0 0,5 0,0
IFO 3293-csndh/sdh-tufB 4,5 3,8 n.d
IFO 3293-msndh/sdh-tufB 0,1 9,0 12,0
UV-10 (Industriestamm) 3,1 9,0 n.d.
N44-1/Klon1 (Industriestamm) 55 13,0 50
N44-1/Klon2 (Industriestamm) n.d. n.d. 36,0

Um aufzuklaren, warum in den in dieser Arbeit konstruierten Stdmmen die
Oxidationskette grol3tenteils bei der Umsetzung von Sorbose zu Sorboson
unterbrochen war, wurde ein Vergleich der Membranprotein-Zusammensetzung von
G. oxydans DSM 2342, DSM 3504, IFO 3293 und N44-1 durchgefuhrt. Der Vergleich
von G. oxydans IFO 3293 und N44-1 war hierbei besonders interessant, da die
gesteigerte 2-KGLA-Bildung in G. oxydans N44-1 durch zahlreiche Mutagenesen des
Parentalstammes G. oxydans IFO 3293 erzielt (Sugisawa et al., 1990), die SLDH-,
SDH- und cSNDH-Aktivitaten von G. oxydans N44-1 durch die Mutationen jedoch
nicht erhéht wurden (Tab. 17 und 18). Da die fir die 2-KGLA-Ausbeuten verant-
wortlichen Unterschiede deshalb beim Sorbosontransport, bei den zahlreichen
Dehydrogenasen oder in der Atmungskette vermutet wurden, beschrankte sich der
Proteinvergleich auf die Membranproteine. In Zusammenarbeit mit dem Institut far
Mikrobiologie an der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat (Greifswald) wurden die
Membranproteine isoliert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 18). Dabei
konnten schon anhand der Proteinbanden grol3e Unterschiede zwischen der
Membranprotein-Zusammensetzung von G. oxydans DSM 2343, DSM 3504 und
IFO 3293 festgestellt werden. Wie erwartet &hnelten sich die Membranproteinmuster
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von G. oxydans IFO 3293 und N44-1 hingegen sehr. Es waren jedoch bei
G. oxydans N44-1 mindestens zwei Banden zu erkennen, die in G. oxydans
IFO 3293 fehlten.

Um die Unterschiede zu identifizieren, wurde das Gel in 56 Fragmente zerteilt,
aus denen anschlieRend die Proteine herausgelost wurden, um sie mittels
Massenspektroskopie zu analysieren. Dabei konnte anhand der Anzahl von
identifizierten Peptiden aufgrund der normierten Vorgehensweise eine semi-
guantitative Aussage Uber die Konzentration des entsprechenden Proteins in der
Probe getroffen werden (pers. Mitteilung Dr. D. Becher, Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat, Greifswald). Es wurden 64 Proteine identifiziert, bei denen signifikante
Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen bestanden (eine
Auswahl davon ist in Tab. 26 im Anhang zu finden). Unter anderem lie3 sich in
G. oxydans N44-1 deutlich mehr membrangebundene D-Laktat-Dehydrogenase
(mLDH) nachweisen als im Parentalstamm G. oxydans IFO 3293. In G. oxydans
DSM 3504 lieRRen sich nur sehr geringe Mengen der mLDH detektieren, wahrend in
G. oxydans DSM 2343 keine mLDH nachweisbar war (Anhang, Tab. 26). Diese
semiquantitativen Ergebnisse konnten durch Bestimmung der mLDH-Aktivitaten
verifiziert werden, da in den genannten Stammen die mLDH-Aktivitaten mit der
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_ . o (b@g qsgb
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. : : ) N\
sich eine dreifach hohere mLDH- N " © A N
Aktivitat nachweisen als in G. oxydans f ’ ' \
— —r k 1
IFO 3293. Méglicherweise ist die mLDH &
116 kD Qe : "'. B
somit fur die Steigerung der 2-KGLA- & - c
, , S| D
Ausbeute bei der Konstruktion von 66kDa, . = E
L ]
G. oxydans N44-1 aus G. oxydans IFO = 2
3293 verantwortlich. Da in E. coli die 45KDA ws | IH
selten vorkommende mLDH als ein J'
Atmungsketten-assoziiertes Enzym be- | 35kDa . K
, —
schrieben wurde, das am Elektronen- L
transfer beteiligt ist und die Oxidation | 25kDa e M
von Laktat zu Pyruvat an den — N
Membrantransport von Zuckern und

. N _ Abb. 18: SDS-PAGE der Membranproteine von
Aminosauren koppelt (Pratt et al., 1979; yerschiedenen G. oxydans-Stammen (25 pg
Protein pro Spur). Die Pfeile kennzeichnen

Bames und Kaback, 1970, 1971), Banden, die in G. oxydans N44-1 vorkommen, im
konnte die mLDH auch in G. oxydans Parentalstamm IFO 3293 jedoch fehlen. Das Raster

. deutet die Fragmentierung fur die nachfolgenden
am Elektronentransfer in der Atmungs- massenspektroskopischen Analysen an.

67



IV. Ergebnisse

kette oder beim Sorbosontransport eine Rolle spielen. In G. oxydans N44-1 kdnnte
somit aufgrund der erhohten mLDH-Aktivitdt mehr Sorboson aktiv in die Zelle
transportiert werden, wodurch die Umsetzung von Sorboson zu 2-KGLA effektiver
stattfinden kann als in G. oxydans IFO 3293 und den rekombinanten Stammen. Ein
Modell, wie das dafir benotigte intrazellulare Laktat in G. oxydans bereitgestellt
werden konnte, wird in Kap. V diskutiert.

Tab. 21: Enzymaktivitaten der membrangebundenen Laktat-DH

G. oxydans-Stamm N44-1 IFO 3293 DSM 3504 | DSM 2343

mLDH-Aktivitat [U/mg Membranprotein] 0,62 0,21 0,12 0,10

Um die mLDH-Funktion aufzuklaren und zu Uberprifen, ob eine Modulation der
mLDH-Konzentration eine Auswirkung auf die 2-KGLA-Bildung hat, wurde das midh-
Gen in G. oxydans N44-1, IFO 3293 und DSM 2343 uberexprimiert. Dabei konnte
die mLDH-AKktivitat auf bis zu 3,81 U/mg Protein gesteigert werden, jedoch wiesen
die resultierenden Stamme eine stark variierende Koloniebildung mit beschleunigtem
oder verlangsamtem Wachstum auf und waren so instabil, dass kein Einfluss auf die
2-KGLA-Produktion untersucht werden konnte.

4. Untersuchungen zur Sorboseassimilation

Fur die biotechnische Anwendung spielen vor allem die spezifischen 2-KGLA-
Ausbeuten und damit neben der Produktbildung auch die Biomasseproduktion eine
wichtige Rolle (Schmid, 2002). Bei der Sorbitolbiotansformation erfolgte die 2-KGLA-
Produktion von G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB im Vergleich zu G. oxydans
N44-1 mit deutlich weniger Biomasse (Abb. 19). Daher war trotz unterschiedlicher
2-KGLA-Endkonzentrationen die spezifische Produktausbeute von G. oxydans DSM
2343-csndh/sdh-tufB (7 g 2-KGLA/ g BTM) vergleichbar mit G. oxydans N44-1-Klon 2
(8 g 2-KGLA/ g BTM). Um die Zusammenhange zwischen Biomasse- und 2-KGLA-
Produktion aufzuklaren, sollten der fur den Sorboseabbau verantwortliche
Stoffwechselweg sowie die Grunde fur die unterschiedliche Sorboseassmilation und
Biomasseproduktion identifiziert werden. Dabei fiel zunachst auf, dass nach der
vollstdndigen Umsetzung von Sorbitol zu Sorbose - korrelierend zur End-OD - eine
Verstoffwechselung der Sorbose stattfand (Abb. 19). G. oxydans N44-1-Klon 1
wuchs bis zu einer optischen Dichte von 35 und verbrauchte dafir 92 % der
C-Quelle. Auch G. oxydans IFO 3293 assimilierte 77 % Sorbose, um bis zu einer
ebenfalls sehr hohen optischen Dichte von 26 zu wachsen. G. oxydans N44-1-Klon 2
wuchs bis zu einer optischen Dichte von 18, aber auch dabei verschwand der
Sorboseanteil, der nicht zu 2-KGLA umgesetzt wurde (62 %), nahezu vollstandig aus
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dem Fermentationsuberstand, wobei die 36 % 2-KGLA von G. oxydans nicht mehr
verstoffwechselt werden konnen (Shinjoh et al., 1990, 1995). In Ubereinstimmung
damit wurde bereits postuliert, dass mit G. oxydans N44-1 keine weitere Steigerung
der 2-KGLA-Ausbeute moglich ist, da bis zu 70 % der Sorbose fir die
Biomassebildung verwendet werden (Sugisawa et al., 1990), und dass die periplas-
matischen 2-KGLA-bildenden Reaktionen in direkter Konkurrenz zu den fur die
Biomasseproduktion verantwortlichen Zentralstoffwechselraktionen stehen (Shinjoh
et al.,, 1990, 1995). Im Gegensatz zu G. oxydans N44-1 und IFO 3293 wuchs
G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB nur bis zu einer deutlich geringeren optischen
Dichte (OD ~ 9) und assimilierte dafur lediglich 13 % der zur Verfigung stehenden
C-Quelle. Der Rest akkumulierte gréf3tenteils als Sorbose im Medium (Abb. 19).
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Somit konnte wie bei der CaCOs-gepufferten Schuttelkolbenkultivierung (Abb. 17)
eine starke Abhangigkeit der C-Quellenassimilation von der Biomasseproduktion
nachgewiesen werden. Dabei reduzierten die Stamme, die viel C-Quelle
assimilierten, nach zunachst erfolgter vollstandiger Oxidation von Sorbitol zu
Sorbose, im weiteren Verlauf der Fermentation Sorbose wieder zuriick zu 4,3 -
5,6 mM Sorbitol. Im Fall von G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB konnte dies - in
Ubereinstimmung mit einer geringen C-Quellenassimilation - nicht nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zu der periplasmatischen Oxidation von Sorbitol zu 2-KGLA
findet die gegenlaufige Reduktion der aufgenommenen Sorbose zu Sorbitol im
Zytosol von G. oxydans statt und dient der Einschleusung von Sorbose in den
Zentralstoffwechsel (Anhang, Abb. 36). Dabei wird Sorbitol von einer zytosolischen
SLDH zu Fruktose umgesetzt, die dann im PPW oder KDPG-Weg verstoffwechselt
werden kann (Sugiawa et al., 1990, 1991b; Shinjoh et al., 1990, 2002a; Hoshino et
al., 1990; Adachi et al., 1999a).

4.1 Identifizierung des Pentosephosphatwegs als Hauptstoffwechselweg bei
Wachstum auf Sorbitol

Zur ldentifizierung des fur die Sorboseassimilation verantwortlichen Stoffwechsel-
wegs sollte zunachst herausgefunden werden, wie die aus der zytosolischen
Sorbosereduktion entstandene Fruktose in den Zentralstoffwechsel gelangt. Dabei
wurde in G. oxydans DSM 2343, DSM 3504, IFO 3293 und N44-1 sowohl eine
Fruktokinase-Aktivitat (0,02 bis 0,04 U/mg Protein) zur Posphorylierung der Fruktose
zu Fruktose-6-phosphat, als auch eine Phosphoglukoseisomerase-Aktivitat (0,7 bis
2,5 U/mg Protein) zur Isomerisierung von Fruktose-6-phosphat zu Glukose-6-
phosphat nachgewiesen. Glukose-6-phosphat kann direkt in den PPW oder KDPG-
Weg eingeschleust werden. Da fur den anderen moglichen Weg, bei dem Fruktose
zunéachst zu Glukose isomerisiert (Glukoseisomerase) und anschlie3end zu Glukose-
6-phosphat phosphoryliert (Glukokinase) wird, die Glukoseisomerase-Aktivitat in
allen Stammen fehlte, konnte davon ausgegangen werden, dass Fruktose und damit
auch Sorbose von G.oxydans Uber den zuerst genannten Weg in den
Zentralstoffwechsel eingeschleust wird (Anhang, Abb. 36).

Um herauszufinden, welcher der beiden mdglichen Stoffwechselwege, PPW oder
KDPG-Weg, in G. oxydans hauptséachlich fur die C-Quellenassimilation verantwortlich
ist, wurden DNA-Microarray-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurde das Expressions-
muster von G. oxydans DSM 2343 bei Wachstum auf Sorbitol bzw. Glukose mit dem
Expressionsmuster bei Wachstum auf Sorbose bzw. Glukonat verglichen, und es
wurden erste Hinweise darauf erhalten, dass der PPW bei der Sorbose- und auch
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Glukonatassimilation eine vorrangige Rolle spielt. Bei auf Sorbose und Glukonat
kultivierten Zellen war die Expression der meisten PPW-Gene, die zum groften Tell
zusammen in einem Gencluster vorliegen (Anhang, Abb. 37), deutlich erhéht
(Tab. 22), wahrend die KDPG-Weg-Gene nicht induziert wurden.

Tab. 22: Expression der Gene des Pentosephosphatwegs

Gen Annotierte Funktion des Gens Expressionsvehéltnis
(ORF-Nr.) (Prust et al., 2004) Sorbose/ Sorbitol | Glukonat/ Glukose
GOX1703 Transketolase 2,61 3,90
GOX1704 Transaldolase/Phosphoglukoseisomerase 3,38 3,66
GOX1705 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase 2,12 n.d.
GOX1706 Hydrolase n.d. n.d.
GOX1707 6-Phosphoglukonolactonase 3,43 2,68
GOX1708 Ribose-5-phosphat-Isomerase 2,30 n.d.
GOX1709 Glukonokinase 2,56 2,97

Da in G.oxydans die Enzymsysteme fir die Glykolyse und den TCC
unvollstandig sind (Prust et al., 2005), stellen der PPW und der KDPG-Weg die
einzige Maoglichkeit fur den Sorbosekatabolismus dar (Shinjoh et al.,, 1990). Eine
Differenzierung zwischen den beiden Stoffwechselwegen ist anhand der CO»-Bildung
maoglich, da nur im PPW Sorbose zu CO, abgebaut werden kann (Shinjoh et al.,
1990). Um zu bestatigen, dass in G. oxydans der Sorboseabbau hauptsachlich tber
den PPW erfolgt, wurde die CO,-Produktion der in Abb. 19 aufgefiihrten Stamme
miteinander verglichen (Abb. 20). Dabei korrelierten die produzierten CO,-Mengen
mit der Sorboseassimilation und Biomasseproduktion. So produzierte G. oxydans
N44-1-Klon 1, der 8,8 g BTM/I bildete und 92 % Sorbose assimilierte, tiber 2 Mol/l
CO,, was 61 % des eingesetzten Sorbitols entsprach. Entsprechend der erreichten
optischen Dichten und assimilierten Sorbosemenge (Abb. 19) nahmen die
produzierten CO,-Mengen ab und G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB setzte
korrelierend zu der geringsten Biomassebildung (2,3 g BTM/l) und Sorbose-
assimilation (13 %) nur 7 % des Sorbitols zu CO, um (0,2 Mol COJ/l). Eine
C-Quellen-Bilanz (Anhang, Abb. 38) verdeutlichte dabei, dass der grol3te Anteil der
assimilierten C-Quelle zu CO, abgebaut wurde. Somit konnte nachgewiesen werden,
dass Sorbose von G. oxydans grof3tenteils Uber den PPW verstoffwechselt wird.
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den Daten von De Ley und Swings (1984), die
beschrieben, dass G. oxydans die meisten Zucker vorwiegend uber den PPW
verstoffwechselt. Dariber hinaus wurde auch fur G. oxydans UV-10 beschrieben,
dass uber 50 % Sorbose assimiliert werden; dabei wurden durch Flussanalysen mit
radioaktiv markierten Sorboseisotopen ebenfalls Hinweise darauf erhalten, dass ein
GroRteil der assimilierten Sorbose im PPW zu **CO, abgebaut wird (Shinjoh et al.,
1990, 1995). Bei der fermentativen Herstellung von 2-KGLA aus Sorbitol geht somit
der Hauptanteil des eingesetzten Substrats in Form von CO, verloren.
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Abb. 20: Produziertes CO, verschiedener G. oxydans-Stamme bei Kultivierung mit 100 g/l
(550 mM) Sorbitol in der ,fedbatch-pro“-Parallel-Fermentationsanlage.

Nachdem der PPW als der hauptséachlich fir den Sorbosekatabolismus
verantwortliche Stoffwechselweg identifiziert wurde, sollte Gberpruft werden, ob die
Unterschiede zwischen den untersuchten Stammen auf einer unterschiedlichen
Expression des gesamten PPW-Genclusters beruhen (Anhang, Abb. 37), oder ob sie
sich auf einzelne Enzyme des PPWs eingrenzen lassen. Da bei Fermentation von
z. B. G. oxydans N44-1-Klon 1 aus 550 mM Sorbose tber 2000 mM CO, entstanden
waren (Abb. 20), hat ein Molekil Sorbose den PPW mehrfach durchlaufen.
Voraussetzung dafur war, dass im PPW entstehendes Glyzerinaldehyd-3-phosphat
und Fruktose-6-phosphat Uber die Glukoneogenese wieder zu Glukose-6-phosphat
umgesetzt wurden und somit erneut in den PPW eintreten konnten (Anhang,
Abb. 36). Die dafur verantwortlichen Enzyme sind unter anderem die Fruktose-1,6-
bisphosphatase (F-1,6-BPase) und die Phosphoglukoseisomerase (PGl). Ein
moglicher Grund, warum G. oxydans DSM 2343 fast keine Sorbose assimilierte und
entsprechend weniger CO, produzierte als z.B. G. oxydans N44-1, kdnnte eine
geringere Aktivitat in einem der beiden Enzyme sein. Besonderes Interesse galt
dabei der PGI, da sie dafur verantwortlich ist, dass sowohl Glyzerinaldehyd-3-
phosphat als auch Fruktose6-phosphat wieder zu Glukose-6-phosphat umgesetzt
werden, und bei der Einschleusung von Sorbose in den PPW eine Rolle spielt
(Anhang, Abb. 36). Doch auch die irreversible Reaktion der F-1,6-BPase wurde
untersucht, da sie den zentralen Schritt der Glukoneogenese katalysiert.

Deutliche Hinweise, dass sowohl die PGl als auch die F-1,6-BPase in den
untersuchten Stammen die fur die unterschiedliche Sorboseassimilation
verantwortlichen Enzyme darstellen, wurden dabei bereits beim Vergleich der
Membranproteine (Abb. 18) erhalten. Die F-1,6-BPase und PGI wurden bei der
massenspektroskopischen Membranprotein-Analyse detektiert, da sie bei der
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Herstellung der Membranfraktion als zytosolische Kontamination koprazipitiert
wurden. Eine etwa 30 %ige Kontamination durch zytosolische Proteine ist bei der
gewahlten Fraktionierungsmethode die Regel (pers. Mitteilung, Dr. D. Becher). In
Korrelation zu der hoheren Sorboseassimilation, Biomasseproduktion und CO,-
Produktion lie sich die F-1,6-BPase nur in G. oxydans N44-1 und die PGI nur in
G. oxydans N44-1 und IFO 3293 nachweisen; in G. oxydans DSM 3504 und
DSM 2343 watr, in Korrelation zu der geringeren Biomassebildung, weder die F-1,6-
BPase noch die PGl detektierbar (Anhang, Tab. 26). Zur Verifizierung dieser
Ergebnisse wurden die F-1,6-BPase- und PGI-Aktivitdten in den verschiedenen
Stammen bestimmt (Tab. 23). Da die PGl in G. oxydans mit der Transaldolase (TAL),
einem weiteren PPW-Enzym, zu einem bifunktionalen Enzym fusioniert ist (Prust,
2005; Sugiyama et al., 2003), wurden auch die TAL-Enzymaktivitaiten zur
Bestatigung der massenspektroskopischen Ergebnisse herangezogen. In Korrelation
zu der detektierten PGI/TAL-Menge liel3 sich in G. oxydans N44-1 und IFO 3293 eine
etwa dreifach hohere PGI-Aktivitat nachweisen als in G. oxydans DSM 3504 und
DSM 2343 (Tab. 23). Ein zur PGI-Aktivitat analoger Unterschied zwischen
G. oxydans N44-1 und IFO 3293 auf der einen und G. oxydans DSM 3504 und
DSM 2343 auf der anderen Seite spiegelte sich auch in den TAL-Aktivitdten wider.
Auch der beim Membranproteinvergleich erhaltene Hinweis auf eine verstarkte F-1,6-
BPase-Bildung in G. oxydans N44-1 konnte durch die Enzymaktivitaten bestatigt
werden. In G. oxydans N44-1 war die F-1,6-BPase etwa doppelt so aktiv wie in
G. oxydans IFO 3293, DSM 3504 und DSM 2343 (Tab. 23, Abb. 21). Eine hbhere
PGI/TAL- und F-1,6-BPase-Aktivitdt konnte demnach fir die gesteigerte CO,- und
Biomasseproduktion von G. oxydans N44-1 und IFO 3293 verantwortlich sein, da
aufgrund des verstarkten Wiedereintritts von Glyzerinaldehyd-3-phosphat und
Fruktose-6-phosphat in den PPW die zyklischen PPW-Reaktionen schneller ablaufen
konnten und deshalb mehr Sorbose verstoffwechselt wurde. Dartber hinaus war
auch die Fruktokinase-Aktivitat in G. oxydans N44-1 und IFO 3293 etwa doppelt so
hoch wie in G. oxydans DSM 2343 und DSM 3504 (Tab. 23, Abb. 21), so dass die
Einschleusung von Fruktose und damit auch Sorbose in den PPW von G. oxydans
N44-1 und IFO 3293 ebenfalls effektiver stattfinden konnte (Anhang, Abb. 36).

Tab. 23: Enzymaktivitdten der Fruktokinase, Fruktose-1,6-bisphosphatase, Phosphoglukose-
Isomerase und Transaldolase in den angegebenen G. oxydans-Stammen.

Aktivitat [U/mg Protein] N44-1 IFO 3293 DSM 3504 DSM 2343
Fruktokinase 0,03 0,03 0,02 0,01
Fruktose-1,6-bisphosphatase 0,10 0,05 0,06 0,06
Phosphoglukose-lsomerase 2,34 2,50 0,70 0,71
Transaldolase 0,28 0,29 0,14 0,03
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Abb. 21: Normierte Fruktokinase-, Fruktose-1,6-bisphosphatase-, Phosphoglukoseisomerase-
und Transaldolase-Aktivitaten in verschiedenen G. oxydans-Stammen. Angegeben sind die
relativen Enzymaktivitaten, wobei die jeweils hochste Enzymaktivitat gleich 100 % gesetzt wurde.

Es konnten somit grofRe Unterschiede im PPW-Stoffwechsel der G. oxydans-
Stamme und eine Korrelation der gemessenen Enzymaktivitaten zur Sorbose-
assimilation festgestellt werden. Vermutlich ist eine geringere Aktivitat der in Abb. 21
aufgefuihrten Enzyme der Grund dafir, dass G. oxydans DSM 2343 im Gegensatz zu
G. oxydans N44-1 und IFO 3293 fast keine Sorbose fir die Biomasseproduktion
assimiliert und deshalb so effizient fur die Oxidation von Sorbitol zu Sorbose im
.Reichstein-Verfahren“ eingesetzt wird (Boudrant, 1990). Die normierte Darstellung
der Enzymaktivitaten (Abb. 21) verdeutlichte, dass in G. oxydans DSM 2343 vor
allem die TAL-Aktivitat einen Engpass darstellen und fur die geringere Sorbose-
assimilation im PPW verantwortlich sein kdnnte.

4.2 Einfluss der Phosphoglukoseisomerase- und Transaldolase-Aktivitaten auf
den Pentosephosphatweg

Da die TAL in G. oxydans zusammen mit der PGI als bifunktionales Protein
produziert wird und die PGI, wie bereits erwdhnt, mehrere Funktionen bei der
Sorboseassimilation Gbernimmt (Anhang, Abb. 36), sollte der Einfluss der PGI/TAL-
Aktivitaten auf den PPW-Stoffwechsel und die 2-KGLA-Produktion analysiert werden.
Zu diesem Zweck erfolgte eine Erhdhung bzw. Verringerung der PGI/TAL-Aktivitaten
in G. oxydans DSM 2343, IFO 3293 und N44-1 durch Uberexpression des pgi/tal-
Gens bzw. dessen Translationsabschwéachung mittels Antisense-RNA. Das pgi/tal-
Gen wurde aus dem Genom von G. oxydans DSM 2343 amplifiziert und Uber die
Restriktionsschnittstelle Swa | in beiden Orientierungen (fw = vorwarts orientiert; rev
= revers orientiert) hinter den G. oxydans-tufB-Promotor in den Vektor pEXGOX
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kloniert. Aus den Vektoren pEXGOX-pgi/tal-fw-tufB und pEXGOX-pgi/tal-rev-tufB
wurde anschliel3end das pgi/tal-Gen samt tufB-Promotor durch Restriktion mit Kpnl
und Spel ausgeschnitten und jeweils in den Vektor pBBR1MCS2 kloniert. Die beiden
resultierenden Vektoren pBBR1MCS2-pgi/tal-fw-tufB und pBBR1MCS2-pgi/tal-rev-
tufB wurden sequenziert und in G. oxydans DSM 2343, IFO 3293 und N44-1
Uberfuihrt. Die so konstruierten Stamme wurden auf Steigerung bzw. Verringerung
der PGI- und TAL-Aktivitaten untersucht (Tab. 24). In jedem der drei G. oxydans-
Wildtypen konnte durch Einbringen des Vektors pBBR1MCS2-pgi/tal-fw eine
deutliche Uberexpression des pgi/tal-Gens und durch Einbringen des Vektors
pBBR1MCS2-pgi/tal-rev eine bis zu 50 %ige Verringerung der PGI- und TAL-
Aktivitaten erzielt werden.

Tab. 24: PGI- und TAL-Aktivitaten nach pgi/tal-Uberexpression (pgi/tal-fw) und dessen
Translationsabschwéchung (pgi/tal-rev) in verschiedenen G. oxydans-Stammen.

PGI-Aktivitat Zu-/ TAL-AKtivitat Zu-/
G. oxydans-Stamm [U/mg Protein] | Abnahme [U/mg Abnahme
[%] Protein] [%]
DSM 2343-pBBR1MCS?2 (Kontrolle) 0,77 - 0,03 -
DSM 2343-pgi/tal-fw 6,38 + 729 0,87 + 2900
DSM 2343-pgi/tal-rev 0,40 -48 n.d. n.d.
IFO 3293-pBBR1IMCS2 (Kontrolle) 2,07 - 0,32 -
IFO 3293-pgi/tal-fw 5,85 +183 n.d. n.d.
IFO 3293-pgi/tal-rev 1,63 - 21,26 0,22 - 30,31
N44-1-pBBR1MCS2 (Kontrolle) 191 - 0,24 -
N44-1-pgi/tal-fw 6,25 + 227 n.d. n.d.
N44-1-pgi/tal-rev 1,18 - 38,22 0,12 - 50,82

Um die Auswirkungen der verédnderten PGI/TAL-Aktivitaten auf die Biomasse-
produktion zu untersuchen, wurden die rekombinanten Stamme zunadchst im
Schuttelkolben kultiviert. Dabei konnten durch die PGI/TAL-Uberproduktion mit
G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw (OD = 9,5) und G. oxydans IFO 3293-pgi/tal-fw (OD =
7,2) deutlich hohere optische Dichten erzielt werden als mit den Kontrollstammen
G. oxydans N44-1-pBBR1MCS2 (OD = 6,0) und G. oxydans IFO 3293-pBBR1MCS2
(OD = 5,1). Im Gegensatz dazu wuchsen G. oxydans DSM 2343-pgi/tal-fw und
G. oxydans DSM 2343-pBBR1MCS2 bis zu vergleichbaren optischen Dichten, so
dass die Uberexpression des pgi/tal-Gens in G. oxydans DSM 2343 nicht ausreichte,
um Sorbose effektiver tUber den PPW zu verstoffwechseln. Die Translations-
abschwachung von 30 bis 50 % reichte in keinem der Stamme aus, um die PPW-
Stoffwechselleistung so weit zu verringern, dass sie sich in einer niedrigeren
Biomasseproduktion niederschlug.

Um sicher zu gehen, dass das verbesserte Wachstum bei pgi/tal-Uberexpression
auf eine erhothte PPW-Stoffwechselleistung zurlckzufihren ist, wurde die CO,-
Produktion von G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw und N44-1-pBBR1MCS2 im ,Fedbatch-
pro“-Fermetationssystem verglichen. Dabei erfolgte die Biomasseproduktion von
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G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw verglichen zum Kontrollstamm G. oxydans N44-1-
pBBR1MCS2, deutlich schneller und bis zu einer um ein Drittel erhéhten optischen
Dichte (Abb. 22). Dass bei Uberproduktion eines Enzyms des Hauptstoffwechsel-
weges nicht nur das Wachstum beschleunigt, sondern auch mehr Biomasse
produziert wurde, lasst sich dadurch erklaren, dass die Konkurrenzreaktion - die
Bildung von 2-KGLA - in G.oxydans N44-1-pgi/tal-fw nahezu vollstandig
unterbunden wurde (Abb. 23). Da keine Umsetzung des Substrats in das Endprodukt
2-KGLA erfolgte, stand die gesamte C-Quelle zur Energiegewinnung und
Biomasseproduktion zur Verfugung. Hinweise darauf, dass die 2-KGLA-Synthese
und die Biomasseproduktion in Konkurrenz zueinander stehen, wurden auch von
Shinjoh et al. (1990) erhalten, wo in Stdmmen mit einer verringerten 2-KGLA-
Produktivitat ein erhohter Kohlenstofffluss in den PPW gemessen wurde. Dartber
hinaus beschrieben Shinjoh et al. (1990), dass sowohl die Energie aus der
periplasmatischen Umsetzung von Sorbitol zu Sorbose als auch die Reduktions-
Aquivalente aus der sich anschlieRenden Sorboseassimilation im PPW fiir die
Biomassebildung verantwortlich sind. Deshalb ist eine weitere Begriindung fir die
erhohte und nicht nur beschleunigte Biomasseproduktion von G. oxydans N44-1-
pgi/tal-fw, dass der periplasmatische Energiegewinn und die Bereitstellung von
Reduktionséquivalenten aus dem PPW in einem frihen Zeitfenster der Kultivierung
stattfinden mussen, um sie fur die Biomasseproduktion nutzen zu kdnnen. Nach
20 h, wenn Sorbitol vollstdndig zu Sorbose umgesetzt wurde und aus diesem
Oxidationsschritt keine Energie mehr gewonnen werden konnte, sank bei beiden
Stammen die Wachstumsrate auf einen niedrigeren Wert ab und es folgte eine
zweite Wachstumsphase aufgrund der Sorboseassimilation im PPW (Abb. 22). Dabei
erfolgte bei G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw der vollstdndige Sorboseabbau innerhalb
der ersten 50 h (Abb. 23), und damit deutlich schneller als der Abbau in G. oxydans
N44-1-pBBR1MCS2 (100 h). Die ersten 50 h waren jedoch bei beiden Stammen der
Zeitraum, in dem die zweistufige Biomasseproduktion stattfand. Vermutlich kann
G. oxydans N44-1-pBBR1MCS2 die Reduktionséquivalente aus der Assimilation der
nach 50 h noch dbrig gebliebenen 200 mM Sorbose nicht mehr fur die
Biomasseproduktion nutzen. Ein &hnliches Ergebnis erhielten Shinjoh et al. (2000a)
durch Konstruktion eines G. oxydans-Stammes, der keine Sorbose im PPW
assimilieren konnte. Bei diesem Stamm erfolgte nur ein einstufiges Wachstum und
nach der periplasmatischen Sorbitoloxidation zu Sorbose fand keine weitere
Biomasseproduktion statt. Im Gegensatz dazu schloss sich beim Wildtyp nach der
Oxidation von Sorbitol zu Sorbose eine zweite Wachstumsphase an, in der die
Sorboseassimilation im PPW erfolgte.

76



IV. Ergebnisse

35 —
30
25 -
g o—0
o 201
o
©
a 151
(@)
10 -
—e— N44-1-pBBR1MCS2
5 - Vollstandige Oxidation .
/ von Sorbitol zu Sorbose —a— N44-1-pgi/tal-fw
O T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Zeit [h]

Abb. 22: Wachstum von G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw und N44-1-pBBR1MCS2 in S/S-Medium mit
100 g/l Sorbitol in der , Fedbatch-Pro“-Fermentationsanlage. Die gestrichelten Linien deuten das
im Text beschriebene zweistufige Wachstum an.
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Abb. 23: Substratumsatz, Produktbildung und Sorboseassimilation im PGI/TAL-Uberprodu-
zenten G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw (A) und Kontrollstamm N44-1-pBBR1MCS2 (B) bei
Wachstum auf S/S-Medium mit 100 g/l Sorbitol in der ,Fedbatch-Pro“-Fermentationsanlage.
Durch pgi/tal-Uberexpression erfolgte in Korrelation zum beschleunigten Wachstum (Abb. 22) der
C-Quellenabbau vollstandig und deutlich schneller als im Kontrollstamm.

Der Nachweis, dass bei pgi/tal-Uberexpression die beschleunigte und erhohte
Biomasseproduktion bzw. Sorboseassimilation mit einer gesteigerten PPW-
Stoffwechselleistung zu begriinden war, konnte durch die damit korrelierende CO,-
Bildung erbracht werden (Abb. 24-A). Ein ahnlichen Hinweis erhielten Sugiyama et
al. (2003), wo durch die Zugabe der gereinigten bifunktionalen PGI/TAL zu einem
zellfreien G. oxydans-System die Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten aus
dem PPW gesteigert werden konnte. Korrelierend zum produzierten CO, wurde von
den Stammen O, verbraucht (Abb. 24-B). Ein Knick im Kurvenverlauf des
O,-Verbrauchs bei etwa 12 h deutete an, dass der bis zu diesem Zeitpunkt
verbrauchte Sauerstoff (0,5 mol/l) auf die periplasmatische Sorbitoloxidation zu
Sorbose (ebenfalls 0,5 mol/l) zurtckzufuhren ist, wahrend der dariber hinaus
gehende Sauerstoffverbrauch aufgrund der Sorboseassimilation im PPW erfolgte.
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Abb. 24: Kohlendioxidproduktion (A) und Sauerstoffverbrauch (B) von G. oxydans N44-1-
pgi/tal-fw und N44-1-pBBR1CS2 bei Wachstum auf S/S-Medium mit 100 g/l Sorbitol in der
. Fedbatch-Pro“-Fermentationsanlage.

Somit konnte durch die pgi/tal-Uberexpression nachgewiesen werden, dass die
Stoffwechselleistung des PPWs und damit die Biomasseproduktion in G. oxydans
maf3geblich von den PGI/TAL-Aktivitdten abhangt. Daruber hinaus wurde festgestellt,
dass G. oxydans bei Wachstum auf Komplexmedium Sorbitol nur in geringem
Umfang als Biomassebaustein verwendet. Stattdessen wird Sorbitol grof3tenteils zur
periplasmatischen Energiegewinnung bei der Oxidation von Sorbitol zu Sorbose und
zur Bereitstellung von Reduktions-Aquivalenten aus der darauf folgenden Sorbose-
assimilation im PPW genutzt. Bereits Shinjoh et al. (1990) postulierten, dass nur 1 %
der Sorbose fur den Aufbau von Zellmasse verwendet wird und 40 % Sorbose zu
CO, umgesetzt werden. Dass G. oxydans Sorbitol nur in geringem Umfang als
Biomassebaustein verwendet, erklart, warum bislang kein synthetisches Medium
beschrieben wurde, auf dem eine signifikante Biomasseproduktion erfolgt.

Durch pgi/tal-Uberexpression in G. oxydans N44-1 verbesserte sich dessen
Biomassebildung erheblich und die dazu in Konkurrenz stehende 2-KGLA-Produktion
blieb nahezu aus (Abb. 23). Dies deutet an, dass durch eine Verringerung der
PGI/TAL-Aktivitat eine Steigerung der 2-KGLA-Ausbeute mdglich ist, da weniger
Substrat fur die CO,- und Biomasseproduktion verwendet wird. Die bereits erzielte
Verringerung der PGI/TAL-Aktivitat um 40 % im Konstrukt G. oxydans N44-1-
pgi/tal-rev reichte jedoch dafir nicht aus. Da die Konkurrenz zwischen
Biomassebildung und 2-KGLA-Produktion und damit der Einfluss des pgi/tal-Gens
auf das Wachstum von gro3em industriellen Interesse ist, wurde das pgi/tal-Gen zum
Patent angemeldet (Bremus et al., 2006a, 2006b).
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5. Einfluss der PGI/TAL-Uberproduktion auf den Glukosestoffwechsel

Da die Biomasseproduktion von G. oxydans N44-1 aus Glukose ebenfalls von
industriellem Interesse ist, wurde zusatzlich der Einfluss der pgi/tal-Uberexpression
auf den Glukosestoffwechsel untersucht. Auch bei Wachstum auf Glukose konnte
verglichen zu G. oxydans N44-1-pBBR1MCS?2 durch die pgi/tal-Uberexpression eine
geringfugig héhere optische Dichte mit einer deutlich h6heren Wachstumsrate erzielt
werden (25-A). Das zweistufige Wachstum war durch die in Kap. 1V/1.2 beschriebene
Energiegewinnung in zwei Oxidationsphasen zu begriinden. Wahrend in der ersten
Phase die Oxidation von Glukose zu Glukonat erfolgte, oxidierte G. oxydans in der
zweiten Phase Glukonat zu den Ketoglukonaten (Abb. 25-C und D) und gewann
dadurch Energie fur weiteres Wachstum.

Beim Substratumsatz fiel auf, dass G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw das bis dahin
gebildete 5-KGA nach 20 h sehr schnell abbaute, wahrend der Abbau in G. oxydans
N44-1-pBBR1MCS2 deutlich langsamer stattfand. Im selben Zeitraum erfolgte bei
G. oxydans N44-1-pgi/tal-fw auch eine plotzliche Abnahme der Glukonat-
konzentration. Der Gesamt-C-Quellenverbrauch erfolgte bei pgi/tal-Uberexpression
zwar zu Beginn geringfuigig schneller, jedoch wurden im Gegensatz zum Wachstum
auf Sorbitol von beiden Stammen nur sehr geringe Mengen C-Quelle assimiliert
(20 g/l). Etwa 80 % der eingesetzten Glukose waren wahrend des gesamten
Fermentationsverlaufs in Form der Produkte Glukonat, 2-/2,5-KGA und 5-KGA
detektierbar. Entsprechend gering war die produzierte Menge CO, bei Wachstum auf
Glukose (Abb. 25-B). In Ubereinstimmung damit beschrieben Shinjoh et al. (1990),
dass G. oxydans, bei vergleichbarer Biomasseproduktion auf den C-Quellen Glukose
und Sorbitol, Glukose nur zu 7 % und Sorbose zu 40 % in CO, umsetzt.
Moglicherweise wird Glukose durch das membrangebundene Enzymsystem zu
schnell in die Produkte 2-KGA, 2,5-dKGA und 5-KGA umgesetzt, welche analog zu
2-KGLA (Shinjoh et al., 1990) nicht Gber den PPW verstoffwechselt werden kénnen.

Eine weitere Begrindung dafir, dass Glukose und deren Oxidationsprodukte, im
Gegensatz zu Sorbose, nicht Uber den PPW verstoffwechselt wurden, war die sehr
schnelle Umsetzung von Glukose zu Glukonat durch die membrangebundene
Glukose-DH (Abb. 8; Abb. 25). Als Ergebnis wird Glukonat im Medium akkumuliert,
das dann in die Zelle transportiert und von einer zytosolischen Glukonatkinase zu
Glukonat-6-phosphat phosphoryliert wird. Von Glukonat-6-Phosphat ist bekannt,
dass es den PPW hemmt (Godjevargova et al., 2004; Velizarov und Beschkov, 1998;
Peekhaus et al., 1998). Insbesondere werden die 6-Phosphoglukonat-DH (Moritz et
al., 2000) und die PGI (Takama und Nosoh, 1982) auf diese Weise reguliert. Dartiber
hinaus wurde von Olijve und Kok (1979a/b) beschrieben, dass aufgrund der
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Hemmung durch Glukonat-6-Phosphat die PPW-Enzyme oberhalb einer Glukose-
konzentration von 15 mM inhibiert werden und keine Glukoseassimilation tUber den
PPW erfolgt. Dadurch, dass Glukose, im Gegensatz zu Sorbose, nur zu einem sehr
geringen Teil im PPW verstoffwechselt wurde, standen viel weniger Energie und
Reduktionséquivalente fur die Biomassebildung zur Verfligung. Somit konnte auch
das im Vergleich zur Biomasseproduktion mit Sorbitol (Abb. 22) verringerte
Wachstum auf Glukose (Abb. 25-A) erklart werden.
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Abb. 25: Wachstum (A), CO,-Produktion (B) und Substratumsatz (C und D) von G. oxydans
N44-1-pgi/tal-fw und N44-1-pBBR1MCS2 bei Kultivierung in S/S-Medium mit 100 g/l Glukose in
der ,Fedbatch-Pro“-Fermentationsanlage.
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V. Diskussion

Die Vitamin C-Vorstufe 2-KGLA kann mit G. oxydans durch Sorbitoloxidation Uber
die Intermediate Sorbose und Sorboson synthetisiert werden (Abb. 26; Hoshino et
al.,, 1990; Shinjoh et al., 1995). Da es bislang keinen G. oxydans-Stamm mit
ausreichenden Aktivitdten aller daftir bendtigten Enzyme gibt, wurde in den letzten
Jahrzehnten versucht, mit Stammgemischen in mehrstufigen Fermentationen
2-KGLA zu produzieren (Sonoyama et al., 1982; Yin et al., 2001) oder die 2-KGLA-
Bildung durch Mutagenese von Wildtypen zu erhéhen (Sugisawa et al., 1990). Ziel
dieser Arbeit war die Konstruktion eines mikrobiellen 2-KGLA-Produktionssystems in
einer Ein-Stamm- und Ein-Stufen-Biotransformation. Daflir benétigte Stamme sollten
nicht durch Mutagenese, sondern definiert konstruiert werden, um die der 2-KGLA-
Synthese zugrunde liegenden Mechanismen und Verknipfungen zum Zentral-
stoffwechsel aufzuklaren.

Medium

D-Sorbitol L-Sorbose L-Sorboson 2-KGLA
Periplasma \

mSLDH
Zytoplasma PQQ

L-Sorboson

2-KGLA

——
cSNDH
NADP

Abb. 26: Essentielle Enzyme fir die 2-KGLA-Synthese aus Sorbitol mit G. oxydans. Die Sorbitol-
DH (SLDH) existiert in G. oxydans mit ausreichender Aktivitat; die Gene fur die membrangebundene
Sorbose-DH (SDH), die zytosolische Sorboson-DH (cSNDH) und die membrangebundene Sorboson-
DH (mSNDH) wurden tberexprimiert.

1. Stammauswahl zur Konstruktion eines mikrobiellen 2-KGLA-Produktions-
systems

Um einen geeigneten Stamm zur Konstruktion von rekombinanten 2-KGLA-

Produktionsstammen auszuwéhlen, wurden verschiedene G. oxydans-Wildtypen
bezlglich Wachstum und Produktbildung untersucht. Da die SLDH, die den ersten
Schritt der 2-KGLA-Synthese katalysiert, auch die Oxidation von Mannitol zu
Fruktose, von Glukonat zu 5-Keto-Glukonat und von Glyzerin zu Dihydroxyaceton
katalysiert (Matsushita et al., 2003; Salusjarvi et al., 2004), wurden neben Sorbitol
auch die C-Quellen Mannitol, Glukose und Glyzerin verwendet. Dabei stellte sich
heraus, dass G. oxydans DSM 2343 die eingesetzten Substrate am effektivsten in
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die entsprechenden Produkte umsetzt. Trotz der geringsten Biomasseproduktion mit
allen getesteten Substraten akkumulierte G. oxydans DSM 2343 in Ubereinstimmung
mit der hochsten mSLDH-AKktivitat in der kirzesten Zeit mindestens genau so viel
Sorbose, Fruktose und 5-KGA wie die anderen untersuchten Stamme (Bremus et al.,
2004; Elfari et al. 2005). Die aus der Korrelation von geringster Biomassebildung mit
den hochsten SLDH-Umsatzraten resultierenden hohen spezifischen Produkt-
ausbeuten sind dabei sehr vorteilhaft fir die biotechnische Anwendung, weshalb
G. oxydans DSM 2343 bereits seit langerem im industriellen Maf3stab fir die
Oxidation von Sorbitol zu Sorbose im so genannten ,Reichsteinschritt” eingesetzt
wird (pers. Mitteilung, C. Beck, BASF AG, Ludwigshafen; Boudrant, 1990). Daruber
hinaus steht die direkte nicht phosphorylierende Sorbitoloxidation an der Membran
und damit die Bildung von 2-KGLA in Konkurrenz zur phosphorylierenden Sorbitol-
oxidation im Zentralstoffwechsel, bei der Reduktionsaquivalente fur die Biomasse-
bildung generiert werden (Shinjoh et al., 1990; Olijve und Kok, 1979a/b). Somit sollte
der Stamm G. oxydans DSM 2343, der wenig Biomasse produziert und Sorbitol an
der Membran schnell und vollstandig zu Sorbose umsetzt (Y sorose/sorbitol = 0,97), nach
SDH- und SNDH-Uberproduktion die Bildung von 2-KGLA effizient durchfiihren
konnen.

2. Konstruktion und Charakterisierung von 2-KGLA-Produktionsstammen

Zur Konstruktion von definierten 2-KGLA-Produktionsstammen wurden die SDH-
und cSNDH-Gene aus G.oxydans DSM 3504 amplifiziert und in G. oxydans
DSM 2343 eingebracht. Die beiden Gene liegen in allen bislang untersuchten
G. oxydans-Stammen zusammen in einem csndh/sdh-Gencluster vor (Saito et al.,
1997; Capela et al., 2001). Bei der Klonierung stellte sich heraus, dass die von Saito
et al. (1998) beschriebene putative sdh-RBS im 3"-Ende des csndh-Gens nicht
funktionell ist, sondern eine translationale Kopplung zwischen dem csndh- und sdh-
Gen besteht. Dabei wird die RBS des ersten Gens (csndh) fur die Translation beider
Gene des Genclusters verwendet. Die in Bakterien haufiger beschriebene
translationale Kopplung stellt sicher, dass die flr einen Syntheseweg bendtigten
Gene im richtigen Verhaltnis exprimiert werden (Yakhnin et al.,, 2001; Rex et al.,
1994). Sie weist dartber hinaus darauf hin, dass SNDH und SDH mdglicherweise
durch die Zytoplasmamembran hindurch miteinander assoziieren, da eine
translationale Kopplung héaufig bei Genpaaren auftritt, deren Proteine in einem
Multienzymkomplex vorliegen (Saito et al., 1987, 1997, 1998; Yanofsky et al., 1981).
So wird z. B. in G. oxydans DSM 4025 das sndh- und sdh-Gen zusammen als ein
membrangebundener,  bifunktionaler  Proteinkomplex mit zwei getrennten
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funktionellen Untereinheiten exprimiert (Asakura und Hoshino, 1999); eventuell ist
das csndh/sdh-Gencluster aus G. oxydans DSM 3504, bei dem zwei unabhangige
Enzyme entstehen, aus einem cSNDH/SDH-Fusionsprotein hervorgegangen, wobei
die translationale Entkopplung noch nicht vollstandig stattgefunden hat und bislang
nur eine RBS fir beide Gene am Anfang des Clusters existiert.

Neben der heterologen csndh/sdh-Uberexpression in G. oxydans DSM 2343
wurde auch die Verwendung von G. oxydans IFO 3293 als Expressionsstamm sowie
die homologe Uberexpression im Gen-Donor G. oxydans DSM 3504 untersucht. Die
homologe csndh/sdh-Uberexpression war jedoch nur bedingt mdglich, da die
entsprechenden Stamme instabil waren, was vermutlich auf die zahlreichen im
G. oxydans-Genom nachgewiesenen Transposasen und Insertionselemente (Prust et
al., 2005) und auf Rekombinationsereignisse zwischen den plasmidkodierten und
genomischen Genabschnitten (Kondo und Horinouchi, 1997) zurtick zu fihren war.
Zur Erganzung des ,L-Sorboson-Pathways* (Hoshino et al., 1990) wurde darUber
hinaus das Gen fur die mSNDH aus A. liquefaciens DSM 5603 amplifiziert und in den
verschiedenen G. oxydans-Stammen funktional Uberexprimiert. Nachdem die Gene
fur SDH, cSNDH und mSNDH, einzeln und in entsprechenden Kombinationen, in die
G. oxydans-Stamme eingebracht worden waren, wurde deren Expression auf der
Ebene von Transkription (Northern Blot-Analysen), Translation (SDS-PAGE/ MALDI-
TOF-Analysen) und Enzymaktivitat detailliert untersucht. Fir die Aufklarung der bei
der 2-KGLA-Synthese zugrunde liegenden Mechanismen und von Zusammen-
hangen zwischen 2-KGLA-Synthese und Zentralstoffwechsel standen mit den
rekombinanten Stammkonstrukten somit erstmals Stdmme zur Verfiugung, deren
Genexpression und Genotyp definiert war. Im Gegensatz dazu erfolgte die
Konstruktion des durch Mutagenese entstandenen 2-KGLA-Produktionsstamms
G. oxydans N44-1 ungerichtet, so dass die molekularen Griinde fur die Steigerung
der 2-KGLA-Produktion nicht bekannt sind (Sugisawa et al., 1990; Hoshino et al.,
1990). Fur die beiden einzigen in der Literatur beschriebenen Arbeiten, bei denen
ebenfalls definiert und zielgerichtet G. oxydans-Stamme fir die 2-KGLA-Produktion
in einem Ein-Stammverfahren konstruiert worden sind, stehen keine vergleichbaren
Expressionsdaten zur Verfigung. Die Enzymaktivitaten - falls angegeben — wurden
nur in ,U/ ml Zellrohextrakt* ohne Angabe der Proteinkonzentration veréffentlicht
(Saito et al., 1997, 1998; Shinjoh et al., 1995).
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3. Sorbitol-Ganzzellbiotransformation/ 2-KGLA-Produktion

Durch csndh/sdh-Uberexpression in G. oxydans DSM 2343 konnten bis zu 15 g/l
2-KGLA aus 100 g/l Sorbitol produziert werden; der Rest des eingesetzten Sorbitols
akkumulierte grof3tenteils in Form von Sorbose. Saito et al. (1997, 1998) beschrieben
mit ihren rekombinanten Stdmmen hingegen 2-KGLA-Ausbeuten von 130 g/l aus
150 g/l Sorbitol. Diese Diskrepanz ist durch die Verwendung eines anderen Vektors,
eines andern Donors fur das csndh/sdh-Cluster und die Expression in einem anderen
G. oxydans-Stamm, der als Wildtyp schon 2-KGLA produziert, zu erklaren. Auch die
2-KGLA-Ausbeuten der aus G. oxydans IFO 3293 durch Mutagenese hervor
gegangenen 2-KGLA-Produkionsstamme, wie z. B. G. oxydans N44-1 (Sugisawa et
al., 1990), liegen mit 30 - 50 g/l 2-KGLA aus 100 g/l Sorbitol deutlich Gber den
2-KGLA-Ausbeuten, die mit den in dieser Arbeit konstruierten Stammen erzielt
werden konnten. Gemessen an der mSLDH-Aktivitat, mit der 100 g/l Sorbitol
innerhalb von 24 h vollstandig zu Sorbose oxidiert wurden, und an den SDH- und
cSNDH-Aktivitdten von G. oxydans N44-1, weisen die in dieser Arbeit konstruierten
Stamme jedoch SDH- und cSNDH-Aktivitdten auf, die ausreichen sollten, um deutlich
hohere 2-KGLA-Ausbeuten zu erzielen. So konnten Hoshino et al. (1990) zeigen,
dass korrelierend zu einer Erhéhung der SDH- und cSNDH-Aktivitat in der Mutante
G. oxydans E1 mehr 2-KGLA produziert wird; dabei lagen die in G. oxydans E1
gemessenen Aktivitdten deutlich unter den Aktivitaten der in dieser Arbeit
konstruierten Stamme. Folglich ist die Sorboseakkumulation nicht durch zu geringe
SDH-Aktivitaten zu begriinden, sondern muss eine andere Ursache haben.

Im Verlauf von Sorbitol-Biotransformationen mit den konstruierten SDH/cSNDH-
Uberproduzenten erfolgte neben der Sorboseakkumulation auch stets eine geringe
Anhaufung von Sorboson, die auf einen Engpass beim Sorbosontransport in die
Zelle hindeutete. Auch in der Literatur wurde im Rahmen der 2-KGLA-Synthese unter
Verwendung der zytosolischen SNDH bereits mehrfach die Limitierung der 2-KGLA-
Ausbeute durch den Sorbosontransport diskutiert (Sugisawa et al., 1990; Shinjoh et
al., 1995; Hoshino et al., 1990). Ein mdglicher Grund fur die Unterbrechung der
Oxidationskette bei Sorbose in den konstruierten G. oxydans DSM 2343-Stdmmen ist
daher eine Feedback-Hemmung der SDH durch sich im Periplasma anhaufendes
Sorboson. Da Sorboson ein fur die Zelle toxisches Aldehyd ist, stellt eine Feedback-
Hemmung der SDH einen sinnvollen Schutzmechanismus dar (Shinjoh et al. 1995).
Eine &hnliche Hemmung durch Glukonat wurde bereits in G. oxydans DSM 2343 bei
der zur 2-KGLA-Produktion analogen Umsetzung von Glukose Uber Glukonat zu
5-Keto-Glukonat beschrieben (Merfort, 2006). Hier konnte die Hemmung durch
kontinuierliche Glukosezugabe umgangen und auf diese Weise die 5-KGA-Ausbeute
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gesteigert werden. Es ist davon auszugehen, dass durch kontinuierliche
Sorbitolzugabe ebenfalls die Sorbosonakkumulation vermieden und die 2-KGLA-
Ausbeute verbessert werden kann.

Als mdglicher Grund fir die hoheren 2-KGLA-Ausbeuten von G. oxydans N44-1
wurden Hinweise auf einen verstarkten Sorbosontransport gefunden. In G. oxydans
N44-1 konnte eine deutlich héhere Aktivitat der membrangebundenen Laktat-DH
(mLDH) nachgewiesen werden als in G. oxydans DSM 2343 und in G. oxydans
IFO 3293, dem Parentalstamm von G. oxydans N44-1. Mdglicherweise wurde bei
den zahlreichen Mutageneseschritten zur Konstruktion von G. oxydans N44-1 der
Promotor des mldh-Gens verdndert oder ein regulatorisches Element hat seine
Funktion verloren und die hohere mLDH-AKktivitat ist fur die Steigerung der 2-KGLA-
Ausbeute von G. oxydans N44-1 verantwortlich. Dabei kénnte die mLDH bei der
Atmungskette oder beim Sorbosontransport eine Rolle spielen, da die mLDH in der
Literatur als Atmungskettenenzym beschrieben wurde, das am Elektronentransfer
beteiligt ist und die Oxidation von Laktat zu Pyruvat an den Membrantransport von
Zuckern und Aminosauren koppelt (Pratt et al., 1979; Barnes und Kaback, 1970,
1971). Somit konnte G. oxydans N44-1 aufgrund der erhéhten mLDH-Aktivitdt mehr
Sorboson aktiv in die Zelle transportieren, wodurch die periplasmatische
Sorbosonakkumulation verhindert wirde und die Umsetzung von Sorboson zu
2-KGLA effektiver stattfinden konnte als in G. oxydans IFO 3293 und den
konstruierten G. oxydans DSM 2343-Stammen. Das fur den mLDH-vermittelten
aktiven Sorbosontransport bendtigte intrazellulare Laktat kann durch die Reduktion
von Pyruvat zu Laktat mit Hilfe einer zytosolischen LDH (cLDH) bereitgestellt werden,
da das Vorhandensein einer cLDH in G. oxydans durch Enzymaktivitdtsmessung
nachgewiesen werden konnte. Durch eine zyklische Oxidation von Laktat und
Reduktion von Pyruvat kann somit die Limitierung der 2-KGLA-Ausbeute durch den
verbesserten Sorbosontransport behoben werden (Abb. 27).

Neben dem Sorbosontransport kann auch der Folgeschritt, die zytosolische
Sorbosonoxidation zu 2-KGLA, aufgrund einer zu langsamen NADP*-
Kofaktorregeneration der cSNDH einen Engpass darstellen und fur die Sorboson-
akkumulation verantwortlich sein (Hoshino et al., 1990). In diesem Zusammenhang
wurden ebenfalls zyklische Mechanismen aus Oxidation und Reduktion fir die
NAD(P)*-Regeneration beschrieben. So wurden Hinweise darauf erhalten, dass das
zytosolische Enzymsystem, bestehend aus Sorbitol-DH (cSLDH), Sorbosereduktase
(SR) und Sorbosonreduktase (SNR), bei der NAD(P)*-Regeneration eine Rolle spielt
(Abb. 27; Hoshino et al., 1990; Shinjoh et al., 1995). Das zytosolische Enzymsystem
arbeitet dabei genau gegenlaufig zum membrangebundenen Enzymsystem und
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reduziert Sorboson wieder zuriick zu Sorbitol. Dabei kdnnte NAD(P)" fiir die von der
cSNDH katalysierten Umsetzung von Sorboson zu 2-KGLA entstehen (Hoshino et
al., 1990). Auch von der 2-KGLA-Reduktase (2-KR) wurde beschrieben, dass sie
moglicherweise durch die zytosolische Reduktion von 2-KGLA zu L-ldonat zur
NAD(P)"-Regeneration beitragt (Abb. 27), wobei das entstehende L-ldonat von den
G. oxydans IFO 3293-Derivaten aus der Zelle transportiert wird und an der Membran
von einer membrangebundenen Idonat-DH (IDH) zu 2-KGLA reoxidiert wird (Hoshino
et al., 1990; Shinjoh et al., 2002a). Das Fehlen der 2-KR und IDH in G. oxydans
DSM 2343 (Prust et al. 2005) lasst eine zyklische Reduktion von 2-KGLA und
Oxidation von L-ldonat zur NAD(P)*-Regenerierung, im Gegensatz zu G. oxydans
N44-1, nicht zu. Dariber hinaus kénnten geringere cSLDH-, SR- und SNR-AKktivitaten
in G.oxydans DSM 2343 der Grund daflr sein, dass in den rekombinanten
G. oxydans DSM 2343-Derivaten nicht genug NAD(P)" zur Verfugung steht, um
Sorboson ohne dessen Anhaufung zu 2-KGLA zu oxidieren.

Medium

( Sorbitol ( Sorbose

Periplasma

Zytoplasma

Pentose-
phosphatweg

T cSLDH SR SNR cSND! 2-KR
( Fruktose )4—( Sorbitol )4—( Sorbose )4—[ Sorboson )_>
(. J
~ 7Y

NAD(P)H =—> NAD(R}DQ(F’)H/NAD(P)+

Abb. 27: Modell zum aktiven Sorbosontransport (blau dargestellt) und zur NADP*-Kofaktor-
regeneration fir die cSNDH (rot dargestellt) in G. oxydans N44-1. Durch eine zyklische Oxidation
von Laktat und Reduktion von Pyruvat durch die mLDH und cLDH wird Sorboson aktiv in die Zelle
transportiert. Abkirzungen: mSLDH, SDH und cSNDH: siehe Abb. 26; mLDH: membrangebundene
Laktat-DH, cLDH: zytosolische Laktat-DH, IDH: ldonat-DH, cSLDH: zytosolische Sorbitol-DH, SR:
Sorbos-Reduktase, SNR: Sorboson-Reduktase, 2-KR: 2-KGLA-Reduktase.

Die Limitierung durch den Sorbosontransport sollte durch die Verwendung der
MSNDH anstelle der cSNDH umgangen werden. Zu diesem Zweck konnte in
G. oxydans DSM 2343, DSM 3504 und IFO 3293 die funktionelle Membran-
integration der mSNDH aus A. liquefaciens erzielt werden. Wahrend bei Verwendung
der cSNDH stets Sorboson im Medium akkumulierte, wurde bei Uberproduktion der
MSNDH das im Periplasma gebildete Sorboson direkt zu 2-KGLA weiteroxidiert,
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ohne dass aufgrund eines zu geringen Sorbosontransportes eine Sorboson-
akkumulation erfolgte. Neben der Tatsache, dass so alle 2-KGLA-Syntheseschritte
periplasmatisch erfolgen konnten, war ein weiterer Vorteil der mSNDH die nicht
notwendige NAD(P)"-Regenerierung, da dieses Enzym FAD als Kofaktor besitzt und
deshalb die Elektronen direkt in den Ubichinonpool der Atmungskette einspeisen
kann (Anhang, Abb. 29; Shinjoh et al., 1995). Bei mSNDH/SDH-Uberproduktion
konnten mit G. oxydans IFO 3293 unter fermentativen Bedingungen bis zu 12 g/
2-KGLA aus 100 g/l Sorbitol produziert werden. Im Gegensatz dazu konnten Shinjoh
et al. (1995) durch Uberproduktion einer mMSNDH aus einem anderen A. liquefaciens-
Donor in G. oxydans IFO 3293 die 2-KGLA-Synthese bislang nur mit ruhenden Zellen
und nur unter Verwendung von Sorbose und Sorboson als Substrat erzielen; unter
fermentativen Bedingungen und bei Verwendung von Sorbitol als C-Quelle fand
keine 2-KGLA-Produktion statt (Shinjoh et al.,, 1995). Dass bei MSNDH-
Uberproduktion nicht mehr 2-KGLA produziert wurde, lag an der verglichen zur in
den rekombinanten Stammen erzielten cSNDH-Aktivitatssteigerung deutlich
geringeren mSNDH-Aktivitat. Die auf Transkriptionsebene nachgewiesene starke
msndh-Expression konnte nicht in gleichem Umfang in eine gesteigerte
Enzymaktivitat umgesetzt werden, was mdoglicherweise durch eine unkorrekte
Proteinfaltung zu begriinden war, da Hinweise auf die Bildung von Einschlusskérpern
gefunden wurden.

Eine weitere Ursache fir die geringen Funktionalitdten der mSNDH und SDH im
Konstrukt pBBR1MCS2-msndh/sdh-tufB kénnte eine fehlende Interaktion zwischen
den beiden Proteinen sein. Das SDH-Gen liegt in allen bisher untersuchten
G. oxydans-Stammen zusammen mit dem cSNDH-Gen in einem Gencluster vor und
die translationale Kopplung ist aus den in Kap. V/2 genannten Griinden ein starker
Hinweis darauf, dass die zytosolische SNDH in r&umlicher Nahe zur
membrangebundenen SDH lokalisiert sein muss, um mit dieser kooperativ
interagieren zu kdnnen (Saito et al., 1987, 1997, 1998; Yanofsky et al., 1981). So
wiesen Asakura und Hoshino (1999) nach, dass das sndh- und sdh-Gen in
G. oxydans DSM 4025 zusammen als ein membrangebundener Proteinkomplex mit
zwei getrennten funktionellen Untereinheiten exprimiert wird. Diese Interaktion kann
zwischen der mSNDH und der SDH nicht stattfinden, da sie normalerweise nicht in
einem Organismus vorkommen. Folglich fihrte der Austausch des csndh-Gens durch
das msndh-Gen im csndh/sdh-Gencluster nur zu geringen 2-KGLA-Ausbeuten.
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4. Sorboseassimilation in verschiedenen G. oxydans-Stammen

Um hohe 2-KGLA-Ausbeuten zu erzielen, ist es notwendig, den katabolen
Abbauweg von Sorbose als Intermediat der 2-KGLA-Synthese zu kennen. Deshalb
wurde die Sorboseassimilation in Stammen mit besonders hoher (G. oxydans N44-1,
G. oxydans IFO 3293) und besonders niedriger Biomasseproduktion (G. oxydans
DSM 2343) untersucht. Dabei konnte in Ubereinstimmung mit aus der Literatur
bekannten Ergebnissen (Kitos et al., 1958; Fluckinger und Ettlinger, 1977; De Ley
und Swings, 1984; Shinjoh et al., 1990, 2002a) der PPW als der hauptsachlich fur
den Sorbosekatabolismus verantwortliche Stoffwechselweg identifiziert werden, da
korrelierend zum Sorboseabbau von G. oxydans N44-1 bis zu 60 % Sorbose zu CO,
umgesetzt wurde. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass G. oxydans bei Wachstum
auf Komplexmedium Sorbitol bzw. Sorbose nur in sehr geringem Umfang als
Biomassebaustein verwendet. Stattdessen wird Sorbitol zur periplasmatischen
Energiegewinnung bei der Oxidation von Sorbitol zu Sorbose und zur Bereitstellung
von Reduktions-Aquivalenten aus der darauf folgenden Sorboseassimilation im PPW
genutzt. Dieses Ergebnis wird dadurch belegt, dass Shinjoh et al. (1990) bei
Flussanalysen mit radioaktiv markierter Sorbose nur 1 % der Radioaktivitat des
eingesetzten Sorboseisotops in der Zellmasse wieder fanden, wahrend etwa 40 %
der umgesetzten Sorbose in Form von '#CO, detektiert werden konnten. Dass
G. oxydans Sorbitol nicht als Biomassebaustein verwendet, erklart, warum bislang
kein synthetisches Medium beschrieben wurde, auf dem eine signifikante
Biomasseproduktion erfolgt.

Die Grunde fur den unterschiedlichen Sorbosefluss durch den PPW konnten auf
die Enzyme Fruktokinase, Fruktose-1,6-Bisphosphatase, Phosphoglukoseisomerase
(PGI) und vor allem Transaldolase (TAL) eingegrenzt werden, deren Aktivitaten mit
der Biomasseproduktion, CO,-Bildung und Sorboseassimilation korrelierten. Speziell
fur das bifuktionale PGI/TAL-Protein konnte durch Uberproduktion nachgewiesen
werden, dass die Hohe der Enzymaktivitat von PGI und/oder TAL mafigeblich fur die
Sorboseverstoffwechselung im PPW und, aufgrund der daran gekoppelten
Entstehung von Reduktionsaquivalenten fur reduktive Biosynthesen (Sugiyama et al.,
2003), auch fur die Biomasseproduktion verantwortlich ist (Bremus et al., 2006a,
2006b). Die im Vergleich zu besser wachsenden Stammen viel geringeren PGI/TAL-
Aktivitaten von G. oxydans DSM 2343 sind somit der Hauptgrund dafir, dass von
G. oxydans DSM 2343 nur ein sehr geringer Teil (6 %) der Sorbose zu CO,
metabolisiert wurde. Der geringe Sorboseverlust aufgrund der niedrigen PGI/TAL-
Aktivitat ist vermutlich ebenfalls ein Grund dafur, warum G. oxydans DSM 2343 in der
Industrie fir die Oxidation von Sorbitol zu Sorbose, den so genannten
»Reichsteinschritt®, eingesetzt wird (Boudrant, 1990).
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Die aus der Untersuchung der Sorboseassimilation gewonnenen Erkenntnisse
zeigen weitere Mdoglichkeiten auf, durch gezielte Veradnderung des Sorbose-
metabolismus die 2-KGLA-Ausbeuten zu steigern. Bereits Shinjoh et al. (1990)
postulierten eine Steigerung der 2-KGLA-Ausbeute durch Verringerung der CO,-
Produktion. Dabei ist die Verstarkung der SDH- und SNDH-Aktivitat ein mdglicher
Ansatz, damit Sorbitol ohne Sorbose- und Sorbosonakkumulation zu 2-KGLA
umgesetzt werden kann, bevor Sorbose bzw. Sorboson ins Zellinnere gelangen und
dort deren Verstoffwechselung zu CO, erfolgt. Sorbitol wird von G. oxydans nicht ins
Zellinnere geschleust und einmal zu 2-KGLA umgesetztes Substrat kann nicht mehr
verstoffwechselt werden (Shinjoh et al., 1990, 1995). Der umgekehrte Weg ist die
Herabsetzung des Sorbose- bzw. Sorbosonflusses in den PPW, damit mehr Sorbose
fur die 2-KGLA-Synthese zur Verfigung steht. Dafiir konnten mit dem Nachweis des
Einflusses der PGI/TAL-Aktivitat auf die PPW-Stoffwechselleistung wichtige Hinweise
auf einen mdoglichen Ansatzpunkt geliefert werden, da durch PGI/TAL-
Uberproduktion mehr CO, und weniger 2-KGLA produziert wurde. In diesem
Zusammenhang beschrieben Sugisawa et al. (1990), dass mit G. oxydans N44-1
keine weitere Steigerung der 2-KGLA-Ausbeute moglich ist, da der Sorboseanteil,
der nicht zu 2-KGLA umgesetzt wird, bei der CO,- und Biomassebildung verloren
geht. Eine Verringerung der PGI/TAL-Aktivitdt in G. oxydans N44-1 sollte zu mehr
2-KGLA und weniger Biomasse bzw. CO, fuhren. Die in dieser Arbeit erzielte
40 %ige Abschwachung der PGI/TAL-Aktivitat durch Einbringen eines ,Antisense-
Plasmidkonstruktes reichte dafur jedoch nicht aus. Mdglicherweise kann durch einen
Aminosaureaustausch im reaktiven Zentrum des Enzyms die PGI/TAL-Aktivitat
soweit gesenkt werden, dass hthere 2-KGLA-Ausbeuten erzielt werden kénnen.

Weitere Untersuchungen zum bifunktionalen PGI/TAL-Enzym missen zeigen, ob
sich der steigernde Einfluss auf die 2-KGLA-Bildung und die Biomasseproduktion auf
eine der beiden Enzymaktivitdten eingrenzen lasst oder ob sie nur in Kombination far
die beschriebenen Effekte verantwortlich sind. Des Weiteren muss geklart werden,
ob die Effekte ausschlie3lich auf einen erhthten Kohlenstofffluss durch den PPW
oder zusatzlich auf ein dadurch verandertes Redoxpotential zurtickzufuhren sind.
Sugiyama et al. (2003) erzielten durch Zugabe der gereinigten PGI/TAL zu einem
zellfreien G. oxydans-System auch eine deutlich gesteigerte Bereitstellung von
NADPH aus dem PPW. Dariber hinaus wurden in dieser Arbeit neben der PGI/TAL
noch die Fruktokinase und Fruktose-1,6-Bisphosphatase als Enzyme identifiziert, die
einen zusatzlichen Einfluss auf die Hohe der CO,- und Biomassebildung haben
kobnnten. Analog zu den PGI/TAL-Untersuchungen durchgeflihnrte Experimente
kénnten deren Rolle aufklaren und sie zu anderen méglichen Ansatzpunkten zur
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Verringerung des Kohlenstoffflusses durch den PPW machen. Aul3erdem lassen sich
in diesem Zusammenhang moglicherweise noch weitere interessante Enzyme finden,
da ein Grof3teil der PPW-Gene zusammen in einem Gencluster vorliegt (Prust et al.,
2005), so dass die erhohte pgi/tal-Expression in den besser wachsenden
G. oxydans-Stammen auf eine Heraufregulation des gesamten PPW-Genclusters
hindeuten kdnnte. Erste Hinweise flr eine gemeinsame Regulation der PPW-Gene
wurden in dieser Arbeit durch DNA-Microarray-Analysen gefunden.

Als weiteres fir die Sorboseassimilation im PPW verantwortliches Enzym wurde
die NADPH-abhangige Sorbosereduktase (Abb. 27) beschrieben (Adachi et al.,
1999a; Sugisawa et al., 1991b). Shinjoh et al. (2002a) konnten bereits nachweisen,
dass nach deren Disruption kein intrazellularer Sorboseabbau mehr erfolgt.
Mdoglicherweise kann so ebenfalls eine Steigerung der 2-KGLA-Ausbeute erzielt
werden. Auch die SNR (Hoshino et al., 1990) und die cSLDH (Shibata et al., 2000b)
stellen in diesem Zusammenhang Ansatzpunkte fir eine Verbesserung der 2-KGLA-
Ausbeute dar (Anhang, Abb. 36). Da das reduktive Enzymsystem im Zytosol, wie
oben beschrieben, jedoch fir die NAD(P)'-Kofaktorregenerierung der cSNDH
verantwortlich sein konnte (Abb. 27; Hoshino et al., 1990), sollte in diesem Fall aber
der 2-KGLA-Syntheseweg uUber die mSNDH genutzt werden. Dartber hinaus stellt
die mSNDH vor dem hier diskutierten Hintergrund grundsatzlich die bessere
Alternative dar, weil bei aufeinander abgestimmten SDH- und mSNDH-Aktivitaten
verhindert wird, dass Intermediate der 2-KGLA-Synthese ins Zellinnere gelangen, wo
sie verstoffwechselt werden kdnnen.

5. Vorteile von G.oxydans DSM 2343 gegeniiber dem Industriestamm
G. oxydans N44-1

Mit G. oxydans N44-1 kann 2-KGLA in industriell rentablem Umfang hergestellt
werden und die 2-KGLA-Ausbeuten udbertreffen die in dieser Arbeit mit
rekombinanten  G. oxydans DSM 2343-Derivaten  erzielten 2-KGLA-Ausbeuten
deutlich. Es wurden jedoch verschiedene Hinweise darauf erhalten, dass sich
G. oxydans DSM 2343 grundsatzlich besser zur 2-KGLA-Produktion eignet und
durch wenige gezielte Veranderungen des 2-KGLA-Metabolismus deutlich héhere
2-KGLA-Ausbeuten als mit G. oxydans N44-1 erreicht werden konnen. Zum Beispiel
war mit G. oxydans DSM 2343 erstmalig eine 2-KGLA-Produktion bei mSNDH-
Uberproduktion auch unter fermentativen Bedingungen und ausgehend von Sorbitol
maoglich. Ein weiterer Vorteil von G. oxydans DSM 2343 ist, dass mit diesem Stamm
theoretisch eine 2-KGLA-Ausbeute von 90 % erreicht werden kann, da nur 10 % des
Sorbitols fir die Biomasse- bzw. CO,-Produktion verwendet werden. Im Gegensatz
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dazu ist die 2-KGLA-Ausbeute in G. oxydans N44-1 dadurch begrenzt, dass bis zu
60 % des eingesetzten Sorbitols zur Erzeugung von Energie und Reduktions-
aquivalenten fur den Biomasseaufbau assimiliert werden (Abb. 19; Sugisawa et al.,
1990; Shinjoh et al., 1990). Die verglichen zu G. oxydans N44-1 deutlich niedrigere
Biomasseproduktion von G. oxydans DSM 2343 ist ebenfalls vorteilhaft fir die
biotechnische Anwendung (Schmid, 2002) und fuhrte trotz geringerer 2-KGLA-
Produktion zu vergleichbaren spezifischen 2-KGLA-Ausbeuten von 7 g 2-KGLA/
gBTM mit G. oxydans DSM 2343-csndh/sdh-tufB. Dabei waren in dem
rekombinanten G. oxydans DSM 2343-Stamm deutlich héhere Aktivitdten der an der
2-KGLA-Synthese beteiligten Enzyme (SLDH, SDH und SNDH) nachweisbar als in
G. oxydans N44-1. In Korrelation dazu wiesen die rekombinanten G. oxydans
DSM 2343-Stamme hohere Sorbose- und 2-KGLA-Bildungsraten auf als G. oxydans
N44-1. Anhand der vollstandigen Genomsequenz von G. oxydans DSM 2343 (Prust
et al., 2005) kann aufRerdem das Vorhandensein einer 2-KGLA-Reduktase
ausgeschlossen werden, wodurch im Gegensatz zu den bisher beschriebenen
2-KGLA-Produktionsstammen G. oxydans G624, IFO 3293 und N44-1 (Saito et al.,
1997, 1998; Sugisawa et al., 1990) keine Reduktion der 2-KGLA-Ausbeute durch
Bildung von L-ldonat erfolgt. Darliber hinaus stehen, im Gegensatz zu dem durch
Mutagenese entstandenen G. oxydans N44-1, mit den rekombinanten G. oxydans
DSM 2343-Derivaten definierte und bezlglich des Sorbosemetabolismus und aller an
der 2-KGLA-Synthese beteiligten Enzymaktivitaten detailliert charakterisierte
Stamme zur Verfigung, um die 2-KGLA-Produktion weiter zu verbessern.
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VI. Zusammenfassung

Die mikrobielle Synthese der Vitamin C-Vorstufe 2-Keto-L-Gulonsdure (2-KGLA) kann mit
G. oxydans durch Sorbitoloxidation Uber die Intermediate Sorbose und Sorboson erfolgen.
Diese Reaktionen werden von einer membranassoziierten Sorbitol-DH (SLDH), einer
membranassoziierten Sorbose-DH (SDH) und einer zytosolischen Sorboson-DH (cSNDH)
katalysiert. Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung von rekombinanten
G. oxydans-Stammen, die mit so hohen fur die 2-KGLA-Synthese notwendigen Enzym-
aktivitaten ausgestattet sind, um Sorbitol effizient zu 2-KGLA zu oxidieren.

Zur Konstruktion der rekombinanten 2-KGLA-Produktionsstamme wurde G. oxydans
DSM 2343 ausgewahlt, da dieser Stamm bei geringer Biomasseproduktion die Oxidation von
Sorbitol zu Sorbose vollstéandig und mit einer sehr hohen Produktbildungsrate durchfiihrte.
Fur die weitere Umsetzung von Sorbose zu 2-KGLA wurde in G. oxydans DSM 2343 neben
den Genen fur die SDH und die zytosolische cSNDH auch das Gen einer membran-
gebundenen SNDH (MSNDH) aus A. liquefaciens funktionell Gberexprimiert, so dass die
2-KGLA-Synthese vollstandig im Periplasma stattfinden konnte. Nachdem die Expression
der heterologen Gene auf Transkriptions-, Translations- und Enzymaktivitatsebene Uberprift
wurde, standen definierte Stamme zur Verfigung, in denen alle zur 2-KGLA-Synthese
bendtigten Enzyme mit ausreichender Aktivitat vorhanden waren. Die SDH/cSNDH-
Uberproduzenten setzen 100 g/l Sorbitol mit einer spezifischen 2-KGLA-Ausbeute von 7 g
2-KGLA/g Zell-Trockenmasse zu 159/l 2-KGLA um. Auch mit den SDH/MmSNDH-
Uberproduzenten konnten bis zu 12 g/l 2-KGLA aus 100 g/I Sorbitol produziert werden.

Um die 2-KGLA-Ausbeuten zu steigern, wurde untersucht tber welchen Stoffwechselweg
Sorbose in G. oxydans abgebaut wird. Dabei konnte der Pentosephosphatweg (PPW) als
Hauptstoffwechselweg identifiziert werden. Korrelierend zur Sorboseverwertung und
Biomassebildung wurden in einigen G. oxydans-Stammen bis zu 60 % der Sorbose im PPW
zu CO, umgesetzt. Darlber hinaus wurde nachgewiesen, dass die Aktivititen von
Transaldolase und Phosphoglukoseisomerase fur die PPW-Stoffwechselleistung und damit
fur die Hohe der CO,- und Biomasseproduktion verantwortlich sind. Da in G. oxydans
DSM 2343 beide Aktivitaten sehr gering waren, wurden bei der Sorbitol-Biotransformation
korrelierend zu der geringen Biomasseproduktion nur 10 % des Substrats zu CO, umgesetzt.
Folglich stehen in G. oxydans DSM 2343 etwa 90 % des Substrats fur die 2-KGLA-Bildung
zur Verfugung, wahrend die 2-KGLA-Ausbeute mit anderen untersuchten Stammen dadurch
begrenzt ist, dass ein Grofdteil des Substrats im PPW zur Energieerzeugung fir den
Biomasseaufbau assimiliert wird. Mit den konstruierten G. oxydans DSM 2343-Stammen
stehen somit beziglich des Sorbosemetabolismus und aller an der 2-KGLA-Synthese
beteiligten Enzyme detailliert charakterisierte Stdmme zur Verfigung, um die 2-KGLA-
Produktion durch gezielte Modifikationen im Sorbosestoffwechsel weiter zu verbessern.
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Abb. 28: Aus der Genomsequenz (Prust et al., 2005) abgeleiteter Zuckermetabolismus von

G. oxydans DSM 2343 (Merfort, 2006). Legende zur Enzym-Nummerierung in Tab. 25.
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Tab. 25: Enzyme des Zuckermetabolismus von G. oxydans DSM 2343 (Legende zu Abb. 28).

# Name des Enzyms EC.-Nr. ORF Referenzen
01 | Glukose-DH, mGDH, PQQ 1.15.2 GOX0516 (Ameyama et al., 1981; Elias et al.,
2001)
02 | Glukonolaktonase 3.1.1.17 GOX1375
GOX1381
03 | Glukonat-2-DH, mGA2DH, FAD 1.1.99.3 GOX1230- (Matsushita et al., 1982)
1232
04 | Sorbitol-DH, PQQ 1.1.99.21 | GOX0854 (Shinagawa et al., 1982; Shinjoh et
al., 2002b)
05 | Zucker-Protonen-Symporter - GOX1047
GOX0925
06 | Glukonatpermease, gntP - GOX2188 (Klemm et al., 1996)
07 | 2-KGA-Transporter - (Torrontegui et al., 1976)
08 | Zuckeraufnahme-Protein - -
09 | Glukose-1-DH, cGDH, NADP* 1.1.1.47 GOX2015
10 | Glukonat-2-Reduktase, 2-KGAR 1.1.1.215 | GOX0417 (Ameyama, 1982)
11 | Glukonat:NADP* 5-Oxidoreduktase, | 1.1.1.69 GOX2187 (Klasen et al., 1995)
GNO
12 | Aldose-1-Epimerase 5.1.3.3 GOX0748
13 | Glukokinase 2.7.1.2 GOX2419
14 | Phosphoglukoseisomerase, PGl 5.3.1.9 GOX1704 (Sugiyama et al., 2003)
15 | Glukose-6-Phosphat-1-DH 1.1.1.49 GOX0145
16 | 6-Phosphoglukonolaktonase 3.1.1.31 GOX1707
17 | Glukonokinase, gntK 2.7.1.12 GOX1709
18 | 6-Phosphoglukonat-Dehydratase 4.2.1.12 GOX0431 (Meloche und Wood, 1964)
19 | 6-Phosphoglukonat-DH 1.1.1.44 GOX1705
20 | Sorbit/Mannit-Transportprotein - GOX2183-
2185
21 | L-Sorbose-Reduktase, NADP" 1.1.1.14 GOX2430 (Shinjoh et al., 2002a)
22 | Sorbitol-DH, NAD"* 1.1.1.14 GOX0313 (Adachi et al., 1999a)
23 | Fruktokinase 2714 GOX0612
24 | (Sorbitol)/Mannitol-DH 1122 GOX0854 (Cho et al., 1990; Shinjoh et al.,
2002b)
25 | Mannitol-2-DH, NAD(P)" 1.1.1.67 GOX0849 Adachi et al., 1999b)
26 | Fruktose-1,6-bis-Phosphatase 3.1.3.11 GOX1516
27 | Ribose-5-Phosphat-Isomerase 5.3.1.6 GOX1708
GOX2218
28 | Ribulose-Phosphat-3-Epimerase 5.1.3.1 GOX1352
29 | 6-Phospho-Glukonat-Dehydratase 4.2.1.12 GOX0431
30 | Transketolase 22.1.1 GOX1703
31 | Transaldolase, TAL 2.1.1.2 GOX1704 (Sugiyama et al., 2003)
32 | Glyzerinaldehyd-3-Phosphat -DH 12112 GOX0508
33 | 3-Phosphoglyzerat-Kinase, PGK 2.7.2.3 GOX0507
34 | Phosphoglyzerat Mutase 5421 GOX0330
GOX0965
35 | Enolase, ENO 4.2.1.11 GOX2279
36 | Pyruvatkinase, PYK 2.7.1.40 GOX2250
37 | Fruktose-bis-phosphat-Aldolase 4.1.2.13 GOX0780
GOX1540
38 | Triosephosphatisomerase 5.3.1.1 GOX2217
GOX2284
39 | Dihydroxyaceton-Kinase 2.7.1.29 GOX2222
40 | (Sorbit)/Glyzerin- DH 1.1.99.22 | GOX0854 (Ameyama et al., 1985b; Shinjoh
et al., 2002b)
41 | Sorbitol-DH, FAD, Cytc 1.1.99.21 | GOX2094- (Choi et al., 1995)
2097
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Glukose Glukonat
Sorbitol Sorbose
Mannitol Fruktose
Glukonat  Ketoglukonat
Cyt c-abhangige Glyzerin Dihydroxyaceton
Dehydrogenasen + 30 andere

Periplasma

membrangebundene
Polyol-DH

e

UQH,-Pool
-

H,0) NADH NAD* O,

H* Sorboson

Zytosol 2-KGLA

Abb. 29: Aus der Genomsequenz (Prust et al., 2005) abgeleitetes Schema zur Atmungskette
von G.oxydans DSM 2343. Abkirzungen: DH, Dehydrogenase; UQH,, reduzierte Form des
Ubichinons; Cyt ¢, Cytochrom c; GOX, Offene Leserahmen im Genom von G. oxydans DSM 2343.

>

Abb. 30: Berechnung von Ypx, Yxs und
160 Yps am Beispiel des Umsatzes von
Sorbitol zu Sorbose durch G. oxydans

_ 1401 DSM 2343. Die Parameter Ypx und Yys
% 120 1 wurden nicht durch Quotientenbildung am
= 100 ——Sorbitol Kultivierungsendpunkt, sondern aus der
o —=—Sorbose Steigung der Substrat- bzw. Produkt-
g 80 konzentrationen in Abhangigkeit der BTM
% 60 1 Uber den gesamten Fermentationsverlauf
2 40 —_— ermittelt (A). Yp,s wurde aus der Geraden-
S Yys steigung bei Auftrag der Produkt-

konzentration in Abhangigkeit der Substrat-

y=-0,5767 x + 143,1

0 T konzentration Uber die gesamte Kultivie-
0 50 100 150 200 250 300 | rungsdauer berechnet (B). Somit bezieht

BTM [mg/l] sich die Berechnung nicht auf einen

Messwert, sondern auf das Mittel aller

B. gemessenen Werte, wodurch Fehler
160 aufgrund von Messungenauigkeiten ver-
1404 mieden werden. Diese Art der Parameter-
1201 Y berechnung ist nur anwendbar, wenn die
1004 ~ 'PIs Substratabnahme und die Produktzu-
nahme in Abhangigkeit der BTM linear

—¢— Sorbose verlaufen, wenn also der Umsatz wachs-

tumsgekoppelt erfolgt. Die Wachstumsrate
Mmax Wurde mit der Formel p = OD,/ OD; *
1/ (t; — t;) in der exponentiellen Wachs-
tumsphase, die Verdopplungszeit mit der

Konzentration [mM]
[0}
o

y =-0,9804 x + 142,3

0 T T T T T T T Formel ty = In2/ M und die
0 20 40 60 80 100 120 140 160| Produktbildungsrate mit der Formel g™ =
Sorbitol [mM] Yeix * Umax berechnet.
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ATGAATGTTGTCTCAAAGACTATATCTTTACCGTTAAAGCCGCGTGAGTTCGGATTCTTTATTGATGGAGAATGG
CGCGCAGGTAAGGATTTCTTCGATCGTTCCTCGCCGGCTCATGATGTTCCCGTCACCCGTATTCCACGCTGCACC
CGTGAAGACCTTGATGAGGCAGTCGCTGCTGCACGTCGTGCTTTCGAGAACGGAAGCTGGGCGGGTCTGGCAGCC
GCGGATCGTGCGGCGGTTCTTCTGAAAGCCGCGGGCCTTCTGCGCGAGCGTCGTGATGACATCGCTTACTGGGAA
GTTCTCGAAAACGGGAAGCCCATCAGCCAGGCGAAAGGTGAGATCGATCACTGTATCGCCTGTTTCGAGATGGCG
GCCGGCGCTGCGCGGATGCTGCATGGTGATACGTTCAACAATCTGGGCGAGGGGCTGTTCGGCATGGTCCTGCGG
GAGCCCATCGGGGTCGTCGGTCTGATTACGCCGTGGAACTTCCCGTTCATGATCCTGTGTGAGCGCGCGCCTTTC
ATTCTCGCATCCGGCTGCACGCTGGTCGTCAAGCCTGCCGAAGTCACGAGTGCCACAACGCTTCTTCTGGCGGAA
GTTCTTGCCGATGCCGGGCTGCCGAAGGGTGTCTTCAATGTCGTGACGGGCACGGGGCGCACGGTTGGTCAGGCC
ATGACCGAGCACCAGGATATCGACATGCTGTCCTTCACGGGCTCCACGGGCGTCGGCAAGTCCTGTATCCACGCG
GCGGCTGACAGCAACCTGAAGAAGCTGGGCCTCGAGCTTGGTGGCAAGAACCCGATCGTCGTGTTCGCTGACAGC
AACCTTGAGGATGCGGCCGATGCGGTAGCCTTCGGAATCAGCTTTAACACCGGGCAGTGCTGTGTGTCGTCGAGC
CGCCTGATCGTAGAGCGGTCCGTGGCCGAGAAGTTCGAACGTCTCGTCGTGGCAAAAATGGAGAAGATCCGCGTT
GGTGATCCGTTTGACCCGGAGACGCAGATTGGCGCCATCACGACGGAAGCGCAGAACAAGACCATTCTGGACTAC
ATCGCCAAGGGCAAGGCCGAGGGCGCCAGGCTGCTCTGTGGTGGCGGGATCGTCGATTTCGGCAAGGGGCAGTAT
ATCCAGCCCACGCTTTTCACGGATGTGAAGCCCTCGATGGGCATCGCGCGTGACGAGATTTTTGGGCCGGTTCTG
GCGTCCTTCCACTTCGATACCGTCGATGAGGCGATCGCGATTGCCAATGACACGGTTTACGGCCTGGCCGCATCG
GTCTGGAGCAAGGATATCGACAAGGCGCTTGCCGTAACCCGTCGTGTTCGCGCCGGCCGCTTCTGGGTGAACACC
ATCATGAGTGGTGGTCCCGAGACGCCGCTGGGTGGTTTCAAGCAGTCGGGCTGGGGCCGTGAGGCAGGTCTGTAC
GGCGTTGAGGAATATACGCAGATCAAATCTGTCCATATCGAAACTGGCAAACGTTCGCACTGGATTTCGTAATGA
CGAGCGGTTTTGATTACATCGTTGTCGGTGGCGGTTCGGCTGGCTGTGTTCTCGCAGCCCGCCTTTCCGAAAATC
CTTCCGTCCGTGTCTGCCTCATCGAGGCGGGCCGGCGGGACACGCATCCCCTGATCCACATGCCGGTCGGCTTCG
CGAAGATGACCACGGGGCCGCATACCTGGGATCTTCTGACGGAGCCGCAGAAACATGCGAACAACCGCCAGATCC
CCTATGTGCAGGGCCGGATTCTGGGCGGCGGATCGTCCATCAACGCGGAAGTCTTCACGCGGGGACACCCTTCCG
ATTTCGACCGCTGGGCGGCGGAAGGTGCGGATGGCTGGAGCTTCCGGGATGTCCAGAAGTACTTCATCCGTTCCG
AAGGCAATGCCGTGTTTTCGGGCACCTGGCATGGCACGAACGGGCCGCTCGGGGTGTCCAACCTTGCAGATCCAA
ACCCAACCAGCCGTGCGTTCGTGCAGAGCTGTCAGGAAATGGGGCTGCCCTACAACCCGGACTTCAATGGCGCAT
CGCAGGAAGGCGCTGGCATCTACCAGATGACGATCCGGAACAACCGGCGTTGCTCGACGGCTGTGGGGTATCTGC
GTCCGGCCCTGGGGCGGAAGAATCTGACGGTTGTGACGCGGGCGCTGGTCCTGAAGATCGTCTTCAACGGGACGC
GGGCGACGGGTGTGCAGTATATTGCCAACGGCACCCTGAATACCGCCGAAGCGAGCCAGGAAATCGTTGTGACGG
CCGGAGCAATCGGAACGCCGAAGCTGATGATGTTGTCGGGCGTCGGGCCTGCTGCGCATCTTCGCGAAAATGGTA
TCCCGGTCGTGCAGGATCTGCCGGGCGTGGGCGAGAACCTGCAGGACCATTTCGGTGTGGATATCGTGGCTGAAC
TCAAGACGGATGAGAGCTTCGACAAGTACCGGAAACTGCACTGGATGCTGTGGGCAGGTCTTGAATACACCATGT
TCAGATCCGGTCCCGTCGCGTCCAACGTGGTTGAGGGCGGCGCGTTCTGGTACTCGGATCCGTCATCGGGTGTTC
CTGATCTCCAGTTCCATTTTCTTGCGGGCGCAGGGGCTGAGGCAGGGGTGACGTCCGTTCCCAAGGGAGCGTCCG
GGATTACGCTGAACAGCTATGTGCTACGGCCGAAGTCCCGCGGAACCGTCCGGCTGCGTTCGGCGGATCCGAGGG
TCAATCCGATGGTCGATCCCAATTTCCTTGGAGACCCGGCCGACCTTGAAACGTCTGCGGAAGGTGTGCGGCTGA
GCTACGAGATGTTCTCCCAGCCGTCCTTGCAGAAGCACATCCGGAAAACCTGTTTCTTTAGCGGTAAACAGCCGA
CGATGCAGATGTATCGGGACTATGCGCGGGAACATGGCCGGACGTCTTATCATCCGACATGCACCTGCAAGATGG
GTCGCGATGACATGTCCGTCGTCGATCCGCGTCTGAAGGTTCATGGGCTTGAGGGCATCAGGATCTGTGACAGTT
CGGTCATGCCGTCTCTGCTCGGTTCCAACACCAATGCTGCGACGATCATGATCAGTGAGCGGGCAGCGGATTTCA
TTCAGGGGAACGCCTGA

Abb. 31: DNA-Sequenz des csndh/sdh-Genclusters aus G. oxydans DSM 3504. Markiert ist der
Ubergang (Uberlappendes Stop- und Start-Codon) zwischen dem sndh- und dem sdh-Gen.
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A. (cSNDH)

MNVVSKTISLPLKPREFGFFIDGEWRAGKDFFDRSSPAHDVPVTRIPRCTREDLDEAVAAARRAFENGSWAGL
A%
AAADRAAVLLKAAGLLRERRDDIAYWEVLENGKPISQAKGEIDHCIACFEMAAGAARMLHGDTFNNLGEGLFG
MVLREPIGVVGLITPWNFPFMILCERAPFILASGCTLVVKPAEVTSATTLLLAEILADAGLPKGVFNVVTGTG
I
RTVGQAMTEHQDIDMLSFTGSTGVGKSCIHAAADSNLKKLGLELGGKNPIVVFADSNLEDAADAVAFGISFNT
GQCCVSSSRLIVERSVAEKFERLVV.KMEKIRVGDPFDPETQIGAITTEAQNKTILDYIAKGKAEGA.LLCGG
P K
GIVDFGKGQYIQPTLFTDVKPSMGIARDEIFGPVLASFHFDTVDEATIATIANDTVYGLAASVWSKDIDKALAVT
RRVRAGRFWVNTIMSGGPETPLGGFKQSGWGREAGLYGVEEYTQIKSVHIETGKRSHWIS
B. (SDH)
MTSGFDYIVVGGGSAGCVLAARLSENPSVRVCLIEAGRRDTHPLIHMPVGFAKMTTGPHTWDLLTEPQKHANN
RQIPYVQGRILGGGSSINAEVFTRGHPSDFDRWAAEGADGWSFRDVQKYFIRSEGNAVFSGTWHGTNGPLGVS
NLAIPNPTSRAFVQSCQEMGLPYNPDFNGASQEGAGIYQMTIRNNRRCSTAVGYLRPALGRKNLTVVTRALVL
E
KIVFNGTRATGVQYIANGTLNTAEASQEIVVTAGAIGTPKLMMLSGVGPAAHLRENGIPVVQDLPGVGENLQD
HFGVDIVAELKTDESFDKYRKLHWMLWAGLEYTMFRSGPVASNVVEGGAFWYSDPSSGVPDLQFHFLA.AGAE
E
AGVTSVPKGASGITLNSYVLRPKSRGTVRLRSADPRVNPMVDPNFLGDPADLETSAEGVRLSYEMFSQPSLIK
E

HIRKTCFFSGKQPTMOMYRDYAREHGRTSYHPTCTCKMGRDDMSVVDPRLKVHGLEGIRICDSSVMPSLLGSN

TNAATIMISERAADFIQGNA

Abb. 32: Unterschiede zwischen den AS-Sequenzen der cSNDH (A) und der SDH (B) aus G. oxydans
DSM 3504 und T-100. Dargestellt sind die Sequenzen von G. oxydans DSM 3504, die von der G. oxydans
T-100-Sequenz abweichenden AS sind rot markiert und die entsprechenden AS in der G. oxydans T-100—
Sequenz sind in blau angegeben.

(mSNDH)

MTRSQIRLLVATTAVTALLVAAGYRAVVSPEEARQTVAAGTGPHPVLPPPNPTFMPTVNIATPVGWQGTQAPT
PAAGLAVHAFATGLDHPRWLYKLPNGDILVAESESPGTDIKTVKNRIAGLVMGQVGAGGKSPDRIILLRDTDG
DGIADQRSVFLDHLYSPFGMALVGDTLYVANANALVRFPYHEGETHIDAPGEKAVDLPAGYNHHWTKNILASP
DGSTLYVTVGSNSNVADNGMEVEEGRARIDRFDIATGKLTPYATGLRNPNILAWEPKTGALWVAVNERDEIGS

E

DLVPDYI TAVKEGAFYGWPYSYYGQHVDVRVKPQRPDLVASAIAPDYALGPHTA-G IAFSQDSSLPAAWRNG
WF

LEFVAQHGSWNRKPKSGYRVIYVPFTDGHPDGTPRDVLTGFLTQDEDHAHGRPVGLALDKSGALLVADDVGNTV

WRVTGTDQKTD

Abb. 33: Unterschiede zwischen der mSNDH-Sequenz aus A. liquefaciens DSM 5603 und IFO 12258.
Dargestellt ist die Sequenz von A. liquefaciens DSM 5603, die von der A. liquefaciens IFO12258—-Sequenz
abweichenden AS sind rot markiert und die entsprechenden AS in der A. liquefaciens IFO 12258-Sequenz
sind in blau angegeben.
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ATGACCCGTTCCCAGATCAGGCTTCTCGTCGCGACCACCGCCGTCACCGCGCTGCTGGTGGCAGCCGGCTACC
GCGCGGTCGTCTCGCCCGAGGAAGCCCGGCAGACGGTCGCGGCCGGAACCGGCCCCCACCCCGTCCTGLCGLC
GCCCAACCCCACCTTCATGCCCACGGTCAACATCGCCACGCCCGTCGGCTGGCAGGGCACGCAGGCCCCGACC
CCGGCGGCGGGGCTGGCGGTGCATGCCTTCGCCACCGGCCTGGACCACCCCCGCTGGCTGTACAAGCTGCCCA
ACGGCGATATCCTGGTGGCGGAATCCGAGTCCCCCGGCACCGACATCAAGACGGTGAAGAACCGCATCGCCGG
CCTGGTCATGGGCCAGGTCGGCGCGGGCGGAAAAAGCCCCGACCGCATCATCCTGCTGCGCGATACCGACGGC
GACGGCATCGCCGACCAGCGCAGCGTGTTCCTCGACCACCTCTACTCGCCCTTCGGCATGGCGCTGGTCGGCG
ACACGCTCTACGTGGCCAACGCCAACGCGCTGGTCCGCTTCCCCTATCACGAGGGCGAAACCCACATCGACGC
ACCGGGCGAGAAAGCCGTCGACCTCCCGGCCGGCTACAACCACCACTGGACCAAGAACATCCTGGCCAGCCCG
GACGGCAGCACCCTCTACGTGACCGTCGGCTCCAACAGCAACGTCGCCGACAACGGCATGGAGGTCGAGGAAG
GCCGCGCCCGGATCGACCGGTTCGACATCGCCACCGGCAAGCTCACCCCCTACGCCACCGGCCTGCGCAACCC
CAACGGGCTGGCGTGGGAGCCCAAGACCGGCGCCCTGTGGGTCGCAGTGAACGAACGCGACGAAATCGGCAGC
GACCTGGTGCCCGACTACATCACGGCGGTGAAGGAGGGCGCGTTCTACGGCTGGCCCTACAGCTATTACGGCC
AGCATGTCGATGTCCGCGTCAAGCCGCAGCGGCCCGACCTGGTGGCCAGCGCCATCGCCCCCGACTACGCGCT
CGGCCCGCACACCGCCTCGCTCGGCATCGCCTTCTCGCAGGACAGCAGCCTGCCCGCGGCCTGGCGCAATGGC
CTGTTCGTCGCCCAGCACGGCTCATGGAACCGCAAGCCCAAGAGCGGCTACCGCGTCATCTACGTCCCCTTCA
CCGACGGCCACCCCGACGGCACCCCCCGCGACGTGCTGACCGGCTTCCTCACACAGGACGAAGALCCACGCCCA
CGGCCGCCCGGTCGGCCTGGCGCTGGACAAATCCGGCGCCCTCCTGGTCGCCGACGATGTCGGCAACACCGTG
TGGCGCGTCACCGGCACGGACCAGAAGACCGACTGA

Abb. 34: DNA-Sequenz des msndh-Gens aus A. liquefaciens DSM 5603.

1020 1030 1040 1050 1060 1070
CCATAGTCAGT AGGA ATATTTCTCATGAATGTITGTCTCAAAGACTCTATCTTTACCGTTA
j M N Vv v & K T WV 5 L P L
RBES

Sspl 1031 I—l' SNDH gene (1497 bp)

Eco Rl 1
‘\ Al ) B70

Sac| 3437 /

- - —
promoter SNDH SDH terminator
1.0 kb
2530 2540 2550 2560 2570 2580
CACT GGA TTTCG TAATG ACGAGCCGCTTITGATTACATCETTGTCGEETGECGETTCGECT
H W I =1 o8 T S S F D ¥ I VoV G GG s A

T I—-— SDH gene {1599 bp)

codon overlapping

RES

Abb. 35: Translationale Kopplung im csndh/sdh-Gencluster von G. oxydans T-100. Das csndh-
Gen und das sdh-Gen besitzen jeweils eine RBS, wobei die sdh-RBS im 3’-Ende des csndh-Gens
liegt (Saito et al., 1997).
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Tab. 26: Membranproteomics: ausgewahlte Ergebnisse des massenspektroskopischen
Membranprotein-Vergleichs verschiedener G. oxydans-Stamme. Angegeben ist die nach-
gewiesene Fragmentanzahl der jeweiligen Proteine aus der Membranfrakion, die aufgrund der
normierten Vorgehensweise eine semiquantitative Aussage Uber die Proteinmenge erlaubt (pers.
Mitteilung Dr. D. Becher, Ernst-Moritz-Arndt-Universitéat, Greifswald). Fett gedruckt sind die in dieser
Arbeit ndher untersuchten Proteine.

Nachgewiesene Fragmente Funktion annotiert nach Prust et al. (2005) ORF-
DSM | DSM | IFO N44-1 Nummer
2343 | 3504 | 3293
0 0 0 3 cobalt insertion protein CobS GOX0050
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
0 0 0 3 ClpX GOX0086
0 0 0 5 cell division protein FtsZ GOX0164
0 0 0 2 LytB protein involved in terpenoid biosynthesis GOX0179
0 0 0 10 dimethylallyltransferase (EC 2.5.1.1) GOX0251
/geranyltransferase (EC 2.5.1.10)
0 0 0 7 cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase GOX0303
(EC 2.1.1.79)
0 0 0 1 SSU ribosomal protein S6P GOX0306
0 0 3 6 MoxR-like protein (transcriptional regulator) GOX0338
0 0 0 2 dihydroorotate dehydrogenase (EC 1.6.99.7) GOX0473
0 0 0 2 multidrug resistance protein A GOX0784
0 0 3 5 chaperone protein DnaK GOX0857
electron transfer flavoprotein-ubiquinone
0 0 0 4 oxidoreductase/ putative oxidoreductase GOX0868
(EC 1.5.5.1)
0 0 0 3 putative oxidoreductase (EC 1.1.1.-) GOX0946
0 0 0 2 TonB-dependent outer membrane receptor GOX1017
0 0 13 7 chaperone protein HtpG G0OX1024
0 0 0 2 ketol-acid reductoisomerase (EC 1.1.1.86) G0OX1089
0 3 5 12 D-lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.28) GOX1253
0 0 1 4 heat inducible transcription repressor HrcA G0OX1283
0 0 1 4 putative HlyD-family protein GOX1411
0 0 0 6 fructose-1,6-bisphosphatase GOX1516
0 0 1 9 RecA protein GOX1522
0 1 1 5 gamma-glutamyltranspeptidase (EC 2.3.2.2) GOX1532
0 0 0 6 hypothetical protein GOX1617
0 0 0 6 NADH dehydrogenase type II(EC 1.6.99.3) GOX1675
0 3 1 2 MotA/TolQ/ExbB proton channel family protein G0OX1684
0 0 0 2 TolB protein GOX1687
0 0 1 8 transaldolase/ phosphoglucose isomerase
(EC 2.2.1.2) GOX1704
0 0 0 3 rod shape-determining protein MreB GOX1737
0 0 0 4 membrane-bound lytic murein transglycosylase G0OX1887
14 7 20 23 chaperonin GroEL G0OX1902
cytochrome O ubiquinol oxidase subunit |
0 1 1 3 (EC 1.10.3.-) GOX1912
0 0 0 9 decaprenyl diphosphate synthase (EC 2.5.1.1) GOX1996
0 0 5 15 putative oxidoreductase (NAD(P)-dependent) GOX2036
glycerol-3-phosphate dehydrogenase
0 7 3 7 (EC 1.1.99.5) G0OX2088
0 0 0 7 NADH-dependent iron-containing alcohol GOX2108
dehydrogenase
0 0 7 10 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate- GOX2206
homocysteine S-methyltransferase (EC 2.1.1.14)
methylenetetrahydrofolate reductase
0 0 0 3 (EC 1.5.1.20) GOX2207
0 0 0 6 putative oxidoreductase (similar to HpnA) GOX2253
delta-aminolevulinic acid dehydratase
0 0 1 5 (EC 4.2.1.24) GOX2308
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2-KGLA Sorboson Sorbose Sorbitol Medium

T | U \_/ Periplasma
SDH SLDH

Zytoplasma

Co,
2-KGLA «———— Sorboson ———» — i
cSNDH Sorboson- Sorbose SO Sorbitol '
Reduktase Reduktase |Zzytosolische
Sorbitol-DH  Glukose

Fruktose
. Glukose-6-®

Fruktokinase PhosphoglUkOSe- PPW i
isomerase  (Wachstum, Energie)

Fruktose-6-®
Fruktose-1,6-bis- Pi‘j
Phosphat

osphatase H20
Fruktose-1,6-bis-®

TlAldolase

Dihydroxyaceton-® > Glyzerinaldehyd-3-®
Triosephosphatisomerase +

Pyruvat

Abb. 36: Einschleusung von Intermediaten des Sorbitol-Metabolismus Uber Fruktose in den
Zentralstoffwechsel von G. oxydans. Sorbitol wird mit Hilfe eines membrangebundenen
Enzymsystems im Periplasma zu Sorbose und Sorboson oxidiert. Im Zytosol existiert ein genau
gegenlaufiges Enzymsystem (blau dargestellt), das fir die Reduktion von Sorboson zu Sorbose
(NAD(P)H-abhéngige Sorboson-Reduktase) und von Sorbose zu Sorbitol (NAD(P)H-abhangige
Sorbose-Reduktase) verantwortlich ist (Shinjoh et al., 1990, 2002a; Hoshino et al., 1990; Sugisawa et
al., 1990, 1991b; Adachi et al., 1999a). Sorbitol wird dann von einer NADP-abhangigen Sorbitol-DH zu
Fruktose oxidiert (Shibata et al., 2000b), die nach Phosphorylierung durch die Fruktokinase und
Isomerisierung durch die Phosphoglukoseisomerase im PPW verstoffwechselt wird. Die rot
dargestellten Enzyme (Triosephosphatisomerase, Aldolase, Fruktose-1,6-bisphosphatase und
Phosphoglukoseisomerase) sind fiir den Wiedereintritt von Fruktose-6-Phosphat und Glyzerinaldehyd-
3-Phosphat in den PPW verantwortlich und machen einen zyklischen Ablauf der PPW-Reaktionen
maoglich. G. oxydans besitzt keine Phosphofruktokinase (schwarzes Kreuz), so dass die Glykolyse
nicht stattfinden kann.
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Abb. 37: Pentosephosphatweg-Gencluster. Abgesehen von den Genen fiir Glukokinase, Glukose-
6-Phosphat-DH und Ribulose-Phosphat-Epimerase liegen die Gene der PPW-Enzyme im Genom von
G. oxydans DSM 2343 (Prust et al., 2005) sowie in den Genomen von G. oxydans IFO 3293 und
N44-1 (pers. Mitteilung P. Simic, DSM Nutritional Products) zusammen in einem 10500 bp groRRen
Gencluster vor. Die Gene von Transaldolase und die Phosphoglukoseisomerase sind dabei fusioniert
(Sugiyama et al., 2003).
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VIIl. Anhang

A. N44-1/ Klon 1: B. DSM 2343-csndh/sdh-tufB:
100 g/l Sorbitol eingesetzt 100 g/l Sorbitol eingesetzt
-1 g/l Sorbitol -0 g/l Sorbitol
-1 gl Sorbose -56 g/l Sorbose
-1 gl Sorboson -16 g/l Sorboson
-5 gl 2-KGLA -15 g/l 2-KGLA
-61 g/l CO; -7 gl CO;
69 g/l gesamt 94 gl gesamt
=> 31 g/l fur die Produktion von 8,8 g/ BTM | =>6 g/l fiir die Produktion von 2,3 g/l BTM
=>aus 1 g Sorbitol entstehen ca. 0,3 g BTM | => aus 1 g Sorbitol entstehen ca. 0,4 g BTM

Abb. 38: C-Quellenbilanz bei Kultivierung von G. oxydans N44-1/ Klon 1 (A) und G. oxydans
DSM 2343-csndh/sdh-tufB (B) mit 100 g/l (550 mM) Sorbitol in der ,fedbatch-pro“-Parallel-
Fermentationsanlage. Da die Zusammensetzung des im Komplexmedium enthaltenen MQW-
Extrakts nicht bekannt ist, wurde dieser zusatzliche C-Quellenanteil bei der Bilanz nicht berlicksichtigt.
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