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I. Einleitung

1. Gluconobacter oxydans

Gluconobacter oxydans gehoért zu den Essigsdurebakterien
(Acetobacteraceae), die taxonomisch den a-Proteobakterien zu
zuordnen sind (De Ley, 1984). Die wichtigsten Gattungen der
Essigsaurebakterien sind Acetobacter, Acidomonas, Asaia,
Gluconacetobacter, Gluconobacter und Kozakia (Sievers, 2005).

Die Bezeichnung Essigsaurebakterien beruht auf der Oxidation von
Ethanol zu Essigsdure (De Ley, 1981; De Ley, 1984). Nach der
kompletten Oxidation von Ethanol koénnen die Gattungen
Acetobacter, Acidomonas und Gluconacetobacter die Essigsaure
vollstandig zu Kohlenstoffdioxid und Wasser oxidieren, weshalb man
sie als Peroxidanten zusammenfasst. Die Gattungen Asaia und
Kozakia oxidieren Essigsdure nur schwach weiter, wohingegen
Gluconobacter dazu nicht fahig ist (De Ley, 1984; Kersters et al.,
2006), weshalb diese Gattung als Suboxidanten bezeichnet wird.
Gluconobacter Spezies findet man in zuckerreichen Biotopen (z.B.
Frichten, Blutenpflanzen), in alkoholischen Getranken (z.B. Bier,
Wein) sowie in Softdrinks (Battey and Schaffner, 2001; Gupta et al.,
2001). Die Klassifikation von Gluconobacter Spezies beruht auf
chemotaxonomischen und phéanotypischen Merkmalen sowie DNA-
DNA Hybridisierung und rDNA-Sequenzierung. Dadurch konnte
Gluconobacter in vier Spezies unterteilt werden: G. oxydans, G. asaii,
G. cerinus und G. frateurii (Yamada and Akita, 1984a; Yamada et al.,
1984c; Micales et al., 1985; Mason and Claus, 1989; Sievers et al.,
1995; Tanaka et al., 1999; Yamada et al., 1999).

G. oxydans ist ellipsoid bis stdbchenférmig, Gram-negativ,
chemoorganotroph und obligat aerob. Die optimalen
Wachstumsbedingungen liegen zwischen 25 °C - 30 °C und einem
pH-Wert von 5.0-6.0 (De Ley, 1984). Allerdings kann G. oxydans
auch bis unterhalb von pH 3 wachsen (Olijve, 1979a).
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2. Physiologische und biochemische Fahigkeiten von G. oxydans

2.1 Metabolismus

2.1.1 Glvkolyse / Gluconeogenese

Die Glykolyse reprasentiert einen weit verbreiteten Abbauweg von
Kohlenhydraten, wobei Pyruvat entsteht. Des Weiteren tragt sie zur
Energiegewinnung in Form von Adenosintriphosphat (ATP) sowie zur
Erzeugung von NADH bei. Frihere Experimente wiesen in G. oxydans
auf eine unvollstdndige Glykolyse hin (Stouthamer, 1959; Leisinger,
1965). Mit Hilfe der Sequenzierung des Genoms konnte das Fehlen
des Schltsselenzyms, der Phosphofruktokinase, festgestellt werden
(Prust et al., 2005). Sie katalysiert den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, die Umwandlung von
Fructose-6-Phosphat zu  Fructose-1,6-Bisphosphat. In  der
Gluconeogenese fehlt G. oxydans ein wichtiges Enzym, die
Phosphoenolpyruvat-Synthetase (Prust et al, 2005). Weiterhin
konnte auch keine Pyruvat-Phosphat-Dikinase oder andere Enzyme
nachgewiesen werden, die in der Lage sind aus Pyruvat oder
Oxalacetat Phosphoenolpyruvat zu synthetisieren (Prust, 2004). Fur
einen Ausgleich zur Glykolyse bietet sich der Pentose-Phosphat-Weg
sowie der Entner-Doudoroff-Weg an, da alle Enzyme im Genom

nachgewiesen werden konnten (Prust et al., 2005).

2.1.2 Pentose-Phosphat-Weg (PPW)

Der Pentose-Phosphat-Weg stellt eine Moéglichkeit zur Verwertung von

Kohlenhydraten dar, bei der Reduktionsdquvialente in Form von
NADPH generiert werden. Gleichzeitig wird Ribose-5-Phosphat
gebildet, ein Grundbaustein fir die Biosynthese von Nukleotiden.

Mittels der Genomanalyse konnten alle Enzyme des Pentose-
Phosphat-Weges identifiziert werden (Prust et al., 2005). Dabei
befanden sich eine Mehrzahl der Gene in einem Cluster (Prust, 2004).
Eine weitere Besonderheit war, dass das Gen flir die Transaldolase-
Reaktion im wunteren Teil des Pentosephosphat-Weges ein

bifunktionales Enzym ist. Es weist zusatzlich eine Glucose-6-
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Phosphat-Isomerase Funktion auf, wie sie im oberen Teil der
Glykolyse verwendet wird. Dadurch kann Fructose-6-Phosphat in den
PPW eingeschleust werden (Prust, 2004). Ein funktionelles
Phosphotransferasesystem zur Phosphorylierung von Glucose fehlt in
G. oxydans, jedoch wird durch die Glucokinase Glucose zu Glucose-
6-phosphat umgewandelt.

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass der PPW einer der
Hauptwege des Kohlenhydrat Abbaus in G. oxydans ist (Kitos et al.,
1958; De Ley, 1984). Zum Beispiel wurde die Dissimilation von
Glukose wund Glukonat zu Kohlenstoffdioxid in G. oxydans
untersucht. Dabei zeigten radioaktive C-14 Markierungsexperimente,
dass die eingesetzten Substrate zum = grofiten Teil in
Pentosephosphate umgewandelt wurden. Des Weiteren wurde in
Anwesenheit von Sauerstoff nahzu alles Kohlenstoffdioxid durch den
PPW produziert (Kitos et al, 1958). Eine Aahnliche Studie in
Acetobacter aceti, einem nahen Verwandten von G. oxydans, zeigte,
dass 6% der Glukose zu CO2 abgebaut wird. Dabei erfolgt die
Decarboxylierung ausschliefflich am Ci;-Atom, wodurch der PPW
einer der Hauptabbauwege fur Glukose ist (Fluckiger and Ettlinger,
1977).

Eine andere interessante Tatsache ist, dass die Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase und die 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase sowohl
NAD als auch NADP als Coenzyme verwenden kénnen und somit fir
die NADH Regeneration mit verantwortlich sind (Tonouchi et al.,
2003). Das gebildete NADH kann anschlieffend in die Atmungskette

weitergeleitet werden, was der Energiebereitstellung dient.
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‘ Erythrose 4-Phosphat + Fructose 6-Phosphat
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Fructose 6-Phosphat + Glycerinaldehyde 3-Phosphat

Abb.I.1: Schematische Darstellung des Pentose-Phosphat-Weges

Die oxidativen Schritte sind im oberen Teil dargestellt, der untere Abschnitt zeigt
die reversiblen Reaktionen der Transaldolase und Transketolase durch den eine
Isomerisierung von Aldosen zu Ketosen erfolgt.

2.1.3 Entner-Doudoroff-Weg (2-Keto-3-desoxy-phosphogluconat-Weg
oder KDPG-Weg)

Eine Alternative zur Glykolyse ist der Entner-Doudoroff-Weg (ED), der
ebenfalls durch den Abbau von Zuckern zur Energiegewinnung
beitragt. Er wurde als erstes in Pseudomonas saccharophila entdeckt
(Entner and Doudoroff, 1952). Allerdings betragt die Energieausbeute
lediglich 1 ATP, wohingegen 2 ATP in der Glykolyse gewonnen
werden. Der ED-Weg wurde bisher am haufigsten in Gram-negativen
Bakterien nachgewiesen (Conway, 1992). Durch die Genomanalyse
konnten alle Gene fur den ED-Weg in G. oxydans identifiziert werden
(Prust et al., 2005). Aus einem Molektill Glucose entstehen zwei
Molektule Pyruvat. Anders als bei der normalen Glykolyse wird das
charakteristische Zwischenprodukt, 2-Keto-3-desoxy-6-
phosphogluconat, gebildet (Abb. 2). Der ED-Weg dient z.B. in E. coli
zur Verstoffwechselung von Gluconat und anderen verwandten
organischen S&uren. Die genaue Rolle des ED-Weges in G. oxydans

ist noch unbekannt.
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Abb.I1.2: Schematische Darstellung des Enter-Doudoroff-Weges

Zuerst wird Glucose-6-P mit Hilfe der beiden Enzyme Glucose-6-P-Dehydrogenase
und Gluconolactonase in 6-Phosphogluconat und spater in 0-
Phosphogluconolacton umgewandelt. Die Oxidation von Glucose-6-P erfolgt durch
die Kopplung mit der Reduktion von NADP+ zu NADPH. AnschliefSend wird 6-
Phosphogluconat zu KDPG dehydratisiert. KDPG wird dann mit Hilfe der KDPG
Aldolase in ein Molektll Pyruvat und ein Molektil Glycerinaldehyd-3-P gespalten.
Das Zwischenprodukt Glycerinaldehyd wird mittels weiterer enzymatischer
Reaktionen zu einem weiteren Pyruvat umgesetzt. 1) Hexokinase (ATP-ADP) 2)
Glucose-6-Phosphat-DH (NADP*-NADPH); 3) Gluconolactonase; 4) 6-
Phosphogluconat Dehydratase; 5) KDPG-Aldolase; 6) Glyceraldehyd-DH (NAD+ -
NADH); 7) Phosphoglycerat-Kinase (ADP-ATP); 8) Phosphoglycerat-Mutase; 9)
Enolase; 10) Pyruvat-Kinase (ADP — ATP)

2.1.4 Zitronensdurezyklus (TCQC)

Der Zitronensaurezyklus ist ein zentraler Kreislauf, der
normalerweise dem Abbau von Acetyl-CoA zum Zwecke der
Energiegewinnung und der Bereitstellung von Zwischenprodukten fir
Biosynthesen dient. Anhand von friheren Wachstumsversuchen
konnte gezeigt werden, dass G. oxydans nicht in der Lage ist Cs-
Dicarbonsduren, a-Ketoglutarat, Citrat und Isocitrat zu oxidieren
(King and Cheldelin, 1953; Stouthamer, 1959). Des Weiteren konnte
keine Enzymaktivitdt fir die Succinat-Dehydrogenase nachgewiesen
werden (Greenfield, 1972), was spater mittels der Genom-Analyse
bestatigt wurde, da keine Gene, die fir die Succinat-Dehydrogenase
oder fur die Succinat-Thiokinase kodieren, nachgewiesen werden
konnten (Prust et al., 2005). Diese Beobachtung belegen einen

unvollstdndigen TCC. In Folge dessen wird das Schltisselintermediat
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Acetyl-CoA nicht vollstdndig zu Kohlenstoffdioxid oxidiert. Somit stellt
der TCC in G. oxydans lediglich eine Quelle fir Intermediate des
Anabolismus dar. Da dieser alle Enzyme des oxidativen Zweiges des
TCC besitzt, kann er Citrat zu Succinyl-CoA umwandeln (Prust et al.,
2005), welches als Ausgangsstoff bei der Synthese von Porphyrine
dient. Der reduktive Teil des TCC ©besteht aus einer
membrangebundenen Malat-Dehydrogenase sowie eine Fumarase,
die zur Bildung oder zum Abbau von Fumarat dienen kénnte (Prust,

2004).

2.2 Dehvdrogenasen und deren Anwendung in der Biotechnologie

Ein Charakteristikum fir Gluconobacter-Spezies ist die schnelle und
unvollstdndige Oxidation einer Vielzahl von Zuckern, Alkoholen und
Polyolen (Gupta et al., 2001; Deppenmeier et al.,, 2002). Die Oxidation
der Substrate erfolgt dabei durch membrangebundene, stereo- und
regioselektive Dehydrogenasen, die an die Atmungkette gekoppelt
sind. Dabei ragt das aktive Zentrum der Enzyme in den
periplasmatischen Raum. Die unvollstdndig oxidierten Produkte
werden direkt ins Medium ausgeschieden. Diese Eigenschaft ist in
der Biotechnologie von grofier Bedeutung. Da der Substrat- und
Produkt-Transport durch die Cytoplasmamembran entfallt, wird die
Produktaufreinigung vereinfacht und daher ist ein Zellaufschluss
nicht mehr notwendig (Deppenmeier et al., 2002).

G. oxydans wird in vielen biotechnologischen Verfahren verwendet
z.B. wird der Organismus in der Lebensmittelindustrie, sowie in der
pharmazeutischen und chemischen Industrie eingesetzt. Ein Beispiel
ist die Produktion von Speiseessig, welches durch die oxidative
Fermentation alkoholhaltiger Flussigkeiten mit Essigsdurebakterien
entsteht. Diese Aufbereitung z&ahlt zu den altesten
Lebensmittelherstellungsverfahren der Menschheit. In Gluconobacter
Stammen entsteht Essig durch zwei enzymatische Schritte. Als erstes
erfolgt die Umsetzung von Ethanol zu Acetaldehyd mittels der
membranstindigen Alkohol-Dehydrogenase (Matsushita et al., 1999).

Das entstandene Acetaldehyd wird anschlieffend durch die



I. Einleitung 7

membrangebundene Aldehyd-Dehydrogenase zu Essigsdure weiter
oxidiert (Matsushita et al., 1994).

In der pharmazeutischen Industrie wird u.a. durch die Kombination
von  biotechnologischen  und chemischen Schritten  das
Diabetesmedikament Miglitol hergestellt. Dabei wird D-Glucose durch
eine chemische Aminierung zu 1-Amino-Sorbitol umgesetzt, welches
anschliefSend durch den Einsatz von G. oxydans zu 1-Amino-D-
Sorbose umgewandelt wird. Diese stereo- und regioselektive
Oxidation von 1-Amino-Sorbitol wird mittels der Sorbitol-
Dehydrogenase  durchgefihrt. Durch einen  anschliefSenden
chemischen Ringschluss wird Miglitol synthetisiert (Campbell et al.,
2000; Schedel, 2000). Des Weiteren kann G. oxydans mittels seiner
membrangebundenen Glyzerin-Dehydrogenase Glyzerin zZu
Dihydroxyaceton unvollstdndig oxidieren, welches als Selbstbrauner
in der Kosmetik Verwendung findet (Claret, 1994). Ein weiteres
biotechnologisches relevantes Produkt ist 5-Ketoglukonat, welches
fur die Synthese von Isoascorbinsdure und die Herstellung von
Weinsdure eingesetzt wird (Klasen et al.,, 1992). Das Reichstein-
Verfahren ist ein weiterer wichtiger Prozess, der ausgehend von
Glukose zur Vitamin C-Synthese eingesetzt wird (Reichstein and
Grussner, 1934). Dabei erfolgt zuerst eine chemische Reduktion von
D-Glukose zu D-Sorbitol, welches anschliefiend mit Hilfe von
G. oxydans und deren = Sorbitol-Dehydrogenase in  einer
regiospezifischen Oxidation weiter zu L-Sorbitol fermentiert wird. Das
grofde biotechnologische Interesse an dieser Reaktion ist die stereo-
und regioselektive Umsetzung von D-Sorbitol zu L-Sorbose, da nur
das L-Isomer der Ascorbinsdure aktiv ist, dadurch lasst sich eine
aufwendige Schutzgruppenchemie vermeiden (Boudrant, 1990).
Neben den membrangebundenen Dehydrogenasen  besitzt
Gluconobacter einen  weiteren Satz an  cytoplasmatischen
Dehydrogenasen. Damit eine Oxidation an den cytoplasmatischen
Dehydrogenasen erfolgen kann, mussen zundchst die Substrate in
das Cytoplasma transportiert und anschlieffend zum Teil

phosphoryliert werden. Nach einer Phosphorylierung koénnen die
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gebildeten Intermediate tUber den Zentralstoffwechsel weiter
metabolisiert werden (Adachi et al, 2001). Die Bedeutung der
l6slichen Dehydrogenasen kénnte eher die Produktion von Biomasse
sein. Dagegen ist die Bereitstellung von Energie eher den
membranstidndigen Dehydrogenasen zuzuordnen (Matsushita et al.,

1994).

2.3 Charakterisierung der Atmungskette

In vielen Pro- und Eukaryonten besteht die Atmungskette aus der
NADH-Dehydrogenase, der Cytochrom c-Reduktase sowie den
Cytochrom c-Oxidasen und einige Chinol-Oxidasen. Die beiden
letzteren Enzyme werden in einigen bakteriellen Atmungsketten
durch Chinol-Oxidasen ersetzt.

In G. oxydans fehlt eine protonen-translozierende NADH-
Dehydrogenase (Prust et al.,, 2005). Die Genomanalyse ergab, dass
G. oxydans 621H lediglich tiber eine NADH-Dehydrogenase vom Typ
IT verfugt, welche NADH zwar oxidieren kann, aber nicht in der Lage
ist, Protonen durch die Membran zu pumpen. Dadurch ist das H+/e-
Verhaltnis geringer, so dass weniger Energie konserviert werden kann
und als Warme verloren geht (Matsushita et al., 1994).

Die membrangebundenen Dehydrogenasen geben die Elektronen, die
bei den Oxidationsreaktionen entstehen, direkt auf ihre
prosthetischen @ Gruppen  Pyrrolochinolinchinon  (PQQ) oder
Flavinadenindinukleotid (FAD) ab. Diese werden direkt in den
Ubichinonpool geleitet, von dort fliefSen sie weiter auf die Chinol-
Oxidasen vom Typ bos oder bd, welche molekularen Sauerstoff als
terminalen Elektronenakzeptor verwenden. (Matsushita et al., 1994;
Prust et al., 2005).

Gluconobacter ist flr seine geringe Produktion von Biomasse
bekannt, was ihn besonders fir die Biotechnologie interessant
macht. Ein Grund hierfir koénnte in der weniger effizienten
Energiekonservierung liegen, da er seine Substrate nur unvollstandig

oxidiert.
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3. Zielsetzung

3.1 Aufstellen eines Deletionssystems

Eine von G. oxydans herausragenden Eigenschaften ist die
unvollstdndige Oxidation mit Hilfe seiner membranstandigen
Dehydrogenasen. Aufgrund der biotechnologischen Bedeutung ist es
von grofder Wichtigkeit, gezielte markerfreie Gen-Deletionen setzen zu
konnen, um mehr Uber den Zentralstoffwechsel sowie Uber die
membranstdndigen Dehydrogenasen in Erfahrung zu bringen. Hinzu
kommt, dass die Verwendung von Antibiotika-Resistenzgenen in
industriellen Fermentationen kaum moéglich ist. Bisherige
Deletionssysteme beruhen auf der Integration eines Antibiotika-
Resistenzgens in das entsprechende Gen (Ho6lscher and Goérisch,
2006; Hoélscher et al., 2007). Dabei kénnen jedoch polare Defekte auf
die downstream Region nicht ausgeschlossen werden. Gleichzeitig ist
die Anzahl von Antibiotika-Kassetten beschrankt, so dass
Mehrfachdeletionen erschwert werden. Aufgrund dieser Problematik
war es eines der Ziele dieser Arbeit ein markerfreies Deletionssystem
fur G. oxydans 621H zu etablieren.

In vielen Bakterien, Archaen und in Eukaryonten werden in
Deletionssystemen Gene verwendet, die im Purin und Pyrimidin
Stoffwechsel vorhanden sind. Insbesondere werden die Gene, die fiar
eine Phosphoribosyltransferase (PRTase) kodieren eingesetzt.
Darunter befinden sich die Gene upp (kodiert fiir eine Uracil-PRTase),
pyrE/urabS (kodiert fir eine Orotat-PRTase), hprT (kodiert fur eine
Hypoxanthin-PRTase) und pyrF/ura3 (kodiert fiir eine Orotidin-5-
Phosphat Decarboxylase). Mit Hilfe dieser Gene, die als
Gegenselektion Verwendung finden, wurden in unterschiedlichen
Organismen Deletionssysteme aufgestellt (Boeke et al., 1984; Boeke
et al., 1987; Peck et al.,, 2000; Fabret et al., 2002; Bitan-Banin et al.,
2003; Pritchett et al., 2004; Kristich et al., 2005).

Das Prinzip beruht auf der Inaktivierung der Synthese von Purin oder
Pyrimidin. Dabei spielen die Phosphoribosyltransferasen (PRTase)

eine entscheidene Rolle, indem sie freie Purin- oder Pyrimidinbasen
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in ihre korrespondierende Nukleotid-Monophosphate umwandeln.
Zusatzlich koénnen PRTasen mit Basenanaloga interagieren, was
einen toxischen Effekt auf die Zelle austiben kann. Eine PRTase-
Mutante ware resistent gegeniiber dem Analogon und somit wurde
kein toxischer Effekt eintreten. Durch das Einbringen einer
funktionalen Kopie vom Gen der PRTase in die Zelle, mittels PCR-
Produkt oder Plasmid, wurde die Basis fiir eine Gegenselektion
geschaffen werden.

In dieser Arbeit wird das Gen upp als Gegenselektion verwendet. Das
Gen upp kodiert dabei fir die Uracil-Phosphoribosyltransferase
(UPRTase), ein Schlisselenzym fir die Verwertung von Uracil. Mittels
der UPRTase wird Uracil zu Uridinmonophosphat (UMP) umgesetzt,
ein wichtiges Zwischenprodukt der Pyrimidinbiosynthese. Das
toxische Basenanalogon 5-Fluorouracil (5-FU) wird ebenso von der
UPRTase verwertet, wodurch 5-Fluorouridinmonophosphat (5-Fluoro-
UMP) entsteht. Dieses 5-Fluoro-UMP reagiert weiter zu 5-
Fluorodesoxyuridinmonophosphat (5-Fluoro-dUMP), welches an das
Enzym die Thymidylat-Synthase bindet und es inaktiviert. Diese
Enzyminaktivierung bewirkt, dass kein Thymidylat (ATMP) mehr aus
Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) umgewandelt werden kann.
Thymidylat ist ein wichtiges Zwischenprodukt fir die Synthese von
Thymidin, welches ein wichtiger Bestandteil der DNA ist. In Folge
dessen wire die DNA-Reparatur sowie die Replikation gehemmt.
Diese toxischen Auswirkungen bei der Verwendung von 5-FU auf die
Zelle wird in dieser Arbeit als Grundlage fir die Etablierung eines
markerfreien Gen-Deletionssystem eingesetzt, indem das upp-Gen

deletiert wird und in trans zur Gegenselektion verwendet wird.

3.2 Untersuchung des Entner-Doudoroff Weges

G. oxydans besitzt alle Enzyme fir den Entner-Doudoroff-Weg, sowie
far den PPW (Prust et al., 2005).

Fur genauere Untersuchungen des ED-Weges in G. oxydans wird in
dieser Arbeit das Schlisselenzym die 6-P-Gluconat Dehydratase

sowie die KDPG-Aldolase deletiert. Eine interessante Frage dabei ist,
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ob G. oxydans den ED-Weg uberhaupt bendétigt. Dazu sollen die
konstruierten Mutanten anschliefSend auf unterschiedlichen C-

Quellen in ihrem Wachstumsverhalten hin untersucht werden.

3.3 Annotation von G. oxydans DSM3504 mit anschlieffendem

Genomvergleich zu G. oxydans 621H

Gluconobacter oxydans ist ein industriell wichtiger Organismus. Fur
ein besseres Verstadndnis der Biologie dieses Organismus erfolgte die
Sequenzierung des gesamten Genoms von G. oxydans 621H (Prust et
al., 2005). Dabei konnten mogliche Grunde far die geringe
Biomassebildung identifiziert werden. (Prust et al., 2005).

Bei Untersuchungen auf unterschiedlichen C-Quellen (Sorbitol,
Mannitol, Glukose) zeigte G. oxydans DSM3504 im Gegensatz zu
G. oxydans 621H eine hohere Wachstumsrate und bildete mehr
Biomasse (Bremus, 2006). Jedoch setzte G. oxydans 621H die
Substrate schneller um als G. oxydans DSM3504, was sich in einer
hoéheren spezifischen Substratbildungsrate und héheren spezifischen
Produktausbeute von Sorbose, Fruktose sowie Glukonat, 5-
Ketoglukonat und 2-Ketoglukonat wiederspiegelte (Bremus, 2006).
Um die Unterschiede der beiden Stadmme auch  auf
molekularbiologischer Ebene besser verstehen zu kénnen, erfolgte die
Sequenzierung und die Editierung mit anschliefender Uberpriifung
der Assemblierung des Stammes G. oxydans DSM3504 im
Genomlabor in Goéttingen (Sonja-Volland / G2L).

Ein Ziel dieser Arbeit war die ORF-Korrektur sowie die Annotation
des Stammes G. oxydans DSM3504 mit anschliefSendem
Sequenzvergleich zu dem bereits vollstdndig sequenzierten Stamm

G. oxydans 621H.
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II. Material und Methoden

1. Organismen und Plasmide

In der Tab.ll.1 sind die verwendeten Organismen aufgefihrt. Tab.II.2

zeigt die verwendeten Plasmide.

Tab.Ill.1: Ubersicht von den in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stimmen und die

verwendeten bzw. konstruierten G. oxydans Stdmme

Stamm Eigenschaften/ Genotyp/ Phanotyp

Quelle / Referenz

Escherichia coli

[F-, endAl, hsdR17 (rk-mk-), supE44, thil,
E. coliDH5a TecAl, gyrA (Nalr), relAl, D(lacZYAargF)

U169, F80lacZDM15]

F-, ®80d lacZ M15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
E. coli S-17 hsdR17(rk-,mk+), supE44, relAl, deoR,
(lacZYAargF)U169

F-, hsdS20 (r-B, m-B), supE44, ara-14, galK-2,
lacY1, proA2, rpsL20, xyl-5, mtl-1, recAl13, KanR,
oriColE1, RK2-Mob+, RK2-Tra+, mH-1 mit
Plasmid pRK2013

E. coli HB101

Gluconobacter oxydans

621H

Wildtyp, CefR
(DSM 2343)

DSM 7145 Wildtyp, CefR

DSM 3504 Wildtyp, CefR

i?}lHo 397 CefR, Deletion von Gox0327, welches flr die
(upjt)))){ Uracil-Phosphoribosyl-Transferase kodiert

621H pAJ46 CefR, mit uppl — Fragment, KmR
621H pAJ47 CefR, uppll — Fragment, KmR
621H pAJ48 CefR, upplll — Fragment, KmR
621H pAJ49 CefR, uppVI - Fragment, KmR
621H pAJ50 CefR, uppl — Fragment, KmR
621H pAJ51 CefR, uppll — Fragment, KmR
621H pAJ52 CefR, upplll — Fragment, KmR
621H pAJ53 CefR, uppVI — Fragment, KmR

(Hanahan, 1983)

(Simon et al.,
1983)

(Boyer and
Roulland-Dussoix,
1969; Figurski
and Helinski,
1979)

(Gillis and de Ley,
1980; De Ley et
al., 1984)

(Gillis and de Ley,
1980; De Ley et
al.,, 1984)

(Gillis and de Ley,
1980; De Ley et
al., 1984)

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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Stamm Eigenschaften/ Genotyp/ Phanotyp Quelle / Referenz
621H CefR, Gox0431 deletiert, welches fir die 6- diese Arbeit
AGox0431 Phosphoglukonat-Dehydratase kodiert

621H CefR, Gox0430 deletiert, welches fur die KDPG- diese Arbeit
AGox0430 Aldolase kodiert

621H CefR, Gox2181 deletiert, welches flir eine diese Arbeit
AGox2181 putative Polyol-Dehydrogenase kodiert

621H CefR, Gox0310 deletiert, welches fur die a- diese Arbeit
AGox0310 Untereinheit der Transhydrogense

621H pAJ75 CefR, enthalt pAJ75, KmR diese Arbeit
621H pAJ76 CefR, enthalt pAJ76, KmR diese Arbeit
621H pAJ78 CefR, enthalt pAJ78, KmR diese Arbeit
621H pAJ79 CefR, enthalt pAJ79, KmR diese Arbeit
DSM 7145 CefR, Deletion von upp, welches fir die Uracil- diese Arbeit
Aupp Phosphoribosyl-Transferase kodiert

DSM 7145 CefR, Gox0431 deletiert, welches fir die 6- diese Arbeit
AGox0431 Phosphoglukonat-Dehydratase kodiert

DSM 7145 CefR, Gox0310 deletiert, welches fur die a- diese Arbeit
AGox0310 Untereinheit der Transhydrogense

621H CefR, Integration von RGLU00541 (NADH-

Gox0327:: Deh’dro Z(egnase) in das upp-Gen diese Arbeit
RGLU00541 yarog PP

Tab.I1.2: Ubersicht von den in dieser Arbeit verwendeten bzw. konstruierten Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pkl9mobsacB  mobilisierbarer Integrationsvektor, Derivat von (Schéafer et
Plasmid pK19 durch Einfiigen mob und sacB al., 1994)
Gene, KmR

pk19mobGII Deletionsvektor, GusA, KmR (Katzen et

al., 1999)

pBBR1-MCS2 broad host range Klonierungsvektor, oripBBR1, (Kovach et
lacPromotor,lacZa, KmR al., 1995)

PAJ35 Derivat von pk19mobsacB mit den upstream und diese Arbeit
downstream Fragmenten von Gox0327 zur
Deletion der Uracil-Phosphoribosyl-Transferase,
KmR

pAJ46 Derivat von pk19mobsacB mit dem uppl — diese Arbeit
Fragment, KmR

pAJ47 Derivat von pk19mobsacB mit dem uppll — diese Arbeit
Fragment, KmR

PAJ48 Derivat von pk19mobsacB mit dem upplll - diese Arbeit
Fragment, KmR

PAJ49 Derivat von pk19mobsacB mit dem upplV — diese Arbeit

Fragment, KmR
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pAJ50

pPAJS1

PAJS2

pAJ53

PAJSS

pPAJ63a

PAJ67

pAJ70

PAJ72

pAJ73

PAJ75

pAJ76

pAJ78

pAJ79

Derivat von pk19mobGII mit dem uppl — Fragment,
KmR

Derivat von pk19mobGII mit dem uppll -
Fragment, KmR

Derivat von pk19mobGII mit dem upplIl —
Fragment, KmR

Derivat von pk19mobGII mit dem upplV -
Fragment, KmR

Derivat von pk19mobsacB mit den upstream und
downstream Fragmenten von Gox0310 zur
Deletion der a-Untereinheit der Transhydrogenase,
KmR

Derivat von pk19mobGII, gusA wurde zum grofSten
Teil durch das uppl-Fragment ersetzt, KmR

Derivat von pAJ63a mit den upstream und
downstream Fragmenten von Gox0431 zur
Deletion der 6-Phosphogluconat-Dehydratase, KmR

Derivat von pAJ63a mit den upstream und
downstream Fragmenten von Gox2181 zur
Deletion einer vermutlichen cytoplasmatischen
Polyol-Dehydrogenase, KmR

Derivat von pAJ63a mit den upstream und
downstream Fragmenten von Gox0430 zur
Deletion der KDPG-Aldolase, KmR

Derivat von pkl9mobsacB mit den upstream und
downstream Fragmenten von upp zur Deletion der
Uracil-Phosphoribosyl-Transferase, KmR

Derivat von pBBR1-MCS2 mit den RGLU00478-
0479 (Gluconat-Dehydrogenase) Genen und der
putativen Promotorregion zur Expression in

G. oxydans 621H, KmR

Derivat von pBBR1-MCS2 mit dem RGLU01182
Gen (Nitrilase) und der putativen Promotorregion
zur Expression in G. oxydans 621H, KmR

Derivat von pBBR1-MCS2 mit dem RGLU00541
Gen (NADH-Dehydrogenase) und der putativen
Promotorregion zur Expression in G. oxydans
621H, KmR

Derivat von pBBR1-MCS2 mit dem RGLU00548
Gen (Triose-P-Isomerase) und der putativen
Promotorregion zur Expression in G. oxydans
621H, KmR

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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2. Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders erwahnt, wurden Chemikalien der Firmen Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Biomol (Hamburg) und Sigma-Aldrich
(Deisenhofen) mit den Reinheitsgraden pro analysis oder ,reinst“
verwendet. Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas

(St. Leon-Rot) bezogen.

3. Nahrmedien, Puffer und Stammlosungen

3.1 Komplexmedien

Im Folgenden sind die verwendeten N&hrlésungen aufgeftihrt. Alle
Medien wurden durch das Autoklavieren fur 20 min bei 121 °C
sterilisiert. Feste Medien wurden durch den Zusatz von 1,5 % [w/V]
Agar zu den entsprechenden N&hrlésungen hergestellt. Hitzelabile
Medienzusatze wurden sterilfiltriert und den autoklavierten Festmedien

nach Abkuhlung auf 55 °C zugesetzt.

Luria Bertani Medium (LB) (Sambrook et al., 1989)

Trypton 10g
Hefeextrakt Sg

NaCl 10g
H2Odes. ad 1000 ml

Mannitol-Medium (Buchert and Viikari, 1988)

Trypton 3g

Hefeextrakt Sg

D-Mannitol 10g

H2Odes. ad 1000 ml pH 6,0

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf pH 6.0 eingestellt.
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3.2 Medienzusitze

Die Stammldésungs- und Arbeitskonzentrationen von den in dieser
Arbeit verwendeten Antibiotika und anderen Medienzuséatzen sind in

Tab.I.3 aufgefiihrt.

Tab.l1.3: Ubersicht von den in dieser Arbeit verwendeten Medienzusitze mit Angabe
der Konzentration der Stammlésung und der eingesetzten Endkonzentration

Stammlésung Endkonzentration

Medienzusatz Lésungsmittel
[mg/ml] [ng/ml]|
Ampicillin H2Ogest. 100 100
Kanamycin H2Ogest. 30 50
Cefoxitin H2Ogest. S0 50
X-Gal N,N-Dimethylformamid 40 40
S’-Fluorouracil Dimethylsulfoxid 60 60

4. Zellanzucht

G. oxydans 621H und E. coli wurden aerob in Flussigkultur in
Reagenzglasern oder Erlenmeyerkolben angezogen, deren Volumina
dem zehn- bis zwanzigfachen des Kulturvolumens entsprachen.
G. oxydans wurde in Mannitol-Medium bei 30 °C kultiviert, wohingegen
E. coli in LB-Medium bei 37 °C auf dem Rotationsschuttler inkubiert
wurde. Die Anzucht auf festen Medien erfolgte bei den oben

angegebenen Temperaturen.

5. Stammhaltung

Fur die kurzfristige Stammhaltung wurden E. coli und G. oxydans auf
entsprechenden Agarplatten gelagert und alle vier Wochen Uberimpft.
Fur das Anlegen einer Stammkultur wurden in einem sterilen,
verschraubbaren 1,5 ml Reaktionsgefa? 900 ul einer Ubernachtkultur

mit 300 pl 50 % Glycerin gemischt. Die Lagerung erfolgte bei —70 °C.
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6. Reinheitskontrollen

Zellsuspensionen wurden regelméafdig auf entsprechenden Agarplatten
ausgestrichen und im Phasenkontrastmikroskop (Fa. Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) anhand der Kolonie- bzw. der
Zellmorphologie auf ihre Reinheit Uberpruft. Dartiber hinaus wurden
aus G. oxydans Zellsuspensionen Vereinzelungsausstriche auf LB- und
VM-Mannitol-Agarplatten angelegt um Kontaminationen auszu-

schliefRen.

7. Bestimmung der optischen Dichte

Der Wachstumsverlauf von Flussigkulturen wurde tber die optische
Dichte bei 600 nm (ODeoo) mit einem UV/Vis Spektrometer
(Spectrophotometer Typ Ultrospec®3300pro, Amersham Pharmacia
Biotech) verfolgt. Als Nullwert diente unbeimpftes Medium. Um
Messungenauigkeiten zu vermeiden, wurden die Proben mit
unbeimpftem Medium verdiinnt, sobald die Extinktion einen Wert von

0,5 tiberschritt.

8. Bestimmung der maximalen Wachstumsrate

Die maximale Wachstumsrate pmax ist abhéngig von den
Wachstumsbedingungen. Dazu gehoren z.B. die Art des Substrates (C-
Quelle), der N- oder der P-Quelle. Auch Parameter wie Beltftung,
Temperatur oder pH-Wert der Nahrlésung haben einen Einfluss. Die
maximale Wachstumsrate pmax wurde bestimmt, indem zundchst der
Verlauf des Zellwachstums im geschlossenen System (Batch-Kultur)
durch regelméfdige Probenentnahme photometrisch verfolgt wurde. Die
gesammelten Daten dienten der Erstellung einer Wachstumskurve. In
der logarithmischen Wachstumsphase (log-Phase) erfolgt ein Wachstum
mit schnellstmoéglicher Teilungsrate. In dieser Phase wurde die
maximale Wachstumsrate pumax bestimmt. Die maximale Wachstumsrate

pmax in der log-Phase wurde nach der folgenden Formel berechnet:
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log(x:) —log(xs)
p=== t—tg

wobei x;1 fir die OD (A = 600 nm) am Zeitpunkt t;, xo fiir die OD (A = 600
nm) zum Zeitpunkt to steht. Die berechnete maximale Wachstumsrate

hat die Einheit 1/h.

9. Zellanzucht im Chemostat fiir die Transkriptionsanalyse

Die Untersuchung einer Regulation der Genexpression auf Grundlage
eines DNA-Microarrays macht bereits bei der Anzucht der Zellen die
reproduzierbare Einhaltung von Wachstumsparametern erforderlich. Zu
diesem Zweck wurde in dieser Arbeit ein Chemostat der Firma Sartorius
BBI Systems GmbH, Melsungen, Deutschland, verwendet. Zum Einsatz
kam das Modell BIOSTAT Bplus mit einem Kesselvolumen von einem
oder zwei Liter (Abb.Il.1). Hiermit war es moglich, die Zellen tiber einen
langeren Zeitraum hinweg unter definierten Versuchsbedingungen
wachsen zu lassen. Eine solche kontinuierliche Kultur stellt ein offenes
System dar. Durch den permanenten Mediumzufluss befinden sich die
Zellen im dauernden Wachstum (steady state). Im selben Mafs indem
Medium  zugefihrt wird, wird Bakterienkultur aus dem
Chemostatkessel abgepumpt. Dadurch bleibt die Zelldichte anndhernd
konstant, sofern sich die Kultur im sogenannten Fliefdigleichgewicht
befindet. Diese steady state Zelldichte N bleibt nahezu unverdndert,
solange die maximale exponentielle Wachstumsrate p1 grofSer ist als die
Verdiinnungsrate D, und D gréfSer ist als die 2 maximale exponentielle
Wachstumsrate p/2. Die Verdinnungsrate D ist definiert als die
Flussrate F (l/h), mit der das konstante Kesselvolumen V (])
ausgetauscht wird. (D = F/V). Entspricht die Verdinnungsrate D der
Wachstumsrate p spricht man vom balanced growth. Im Zustand des
konstanten kontinuierlichen Wachstums lassen sich Parameter wie pH-
Wert oder Sauerstoffpartialdruck konstant halten. Zudem sind wahrend

des balancierten Wachstums die Zellen gezwungen, alle Gene zu
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expremieren, die sie zum Leben unter den eingestellten
Milieubedingungen bendtigen.

Die Fermentationseinheit, bestehend aus dem Chemostatkessel mit
Zulauf- und Ernterohr, Beluftungsfritte, Be- und Entluftungs-
waschflasche, pH-Elektrode, pO2-Elektrode, Temperaturfihler, Level-
und Antischaumelektrode, sowie den Vorratsflaschen flir Saure, Base
und Antischaum, wurde bei 121 °C fir 30 Minuten autoklaviert. Der
Chemostatkessel wurde dazu mit 500 ml H2Odest. beftillt, damit die
Elektroden beim Autoklavieren in Flissigkeit eintauchten. Zudem
wurden 8 1 Medium in einer 20 1 Steilbrustflasche mit G45
Schraubgewinde, und eine leere ebensolche Flasche fir den

Suspensionsabfluss wihrend des kontinuierlichen Laufs autoklaviert.

Biostat Bplus

|
(

] -

Abb.II.1) Aufbau des Chemostat Biostat Bplus, Sartorius BBI Systems GmbH,
Melsungen (schematische Darstellung nach (Schmidt, 2005), I - Steuerungseinheit zur
Regulation von Temperatur, pO2- und pH-Wert, sowie Mediumzulauf und
Kulturabfluss (level), II - KulturgefafS mit Doppelmantel. Der Kessel wird zur
Einstellung der vorgewahlten Kulturtemperatur mit vorgeheiztem Wasser umspult
(Anschltisse zur Steuerungseinheit nicht dargestellt), III - Mediumvorratsflasche
(Magnetrihrer zur gleichméafiigen Verteilung von Komponenten im Medium nicht
dargestellt), IV - Kultur-Erntegefaf3, V - Vorratsflaschen fir Saure- (1M), Base- (1M)
und Antischaum, VI - Pressluftversorgung mit 0,2 pm Filtereinheit und Waschflasche,
VII - Abluft, VIII - Elektrodenanschliisse zur Kontrolle von Temperatur, pH-Wert, pO2
und des Flussigkeitsvolumens (Level), IX - Ruhrerwelle mit Antriebsmotor (0-2000
Upm), X - Substratpumpe, XI - Probeentnahmesystem
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Alle Schlauchverbindungen wurden mit Silikonschlauch (Fa. Masterflex
AG, Gelsenkirchen, Deutschland) hergestellt, der vor jedem
Autoklavieren auf Schiden kontrolliert und ggf. ausgetauscht wurde.
Zur einfacheren Handhabung wurden die Schlduche mit Metall-Luer-
Lock-Oliven miteinander verbunden. Nach dem Autoklavieren wurden
die leeren Schraubdeckelflaschen fiir Sdure, Base und Antischaum
gegen beflllte Flaschen steril ausgetauscht, das Wasser vollstandig aus
dem Kessel gepumpt und durch 500 ml Medium ersetzt. Uber den
Doppel-Glasmantel des Chemostatkessels und den Thermostat der
Steuerungseinheit wurde eine konstante Kesseltemperatur von 30 °C
eingestellt. Nach  Erreichen dieser Temperatur wurde die
Sauerstoffelektrode kalibriert. Zur Nullpunkteichung durchstrémten ca.
1,5 1/min Stickstoff (Reinheitsgrad 4.0, Messer-Group GmbH, Sulzbach,
Deutschland) den Kesselinhalt. Zur besseren Verteilung des Gases
wurde der Ruhrer dabei auf 850 Upm geschaltet. Der sich einstellende
konstante Elektrodenstrom im nA- (nano Ampere) Bereich wurde als
Nullpunkt festgesetzt. Zur Eichung des 100%-Wertes fir Sauerstoff im
Medium durchstrémten 1,5 1/min Pressluft die Nahrlosung, wiederum
bis zum konstanten Elektrodenstrom. Auch Zellsuspensionen wurden
mit 850 Upm gertihrt, wobei in der Regel ein Sauerstoffpartialdruck von
80 % eingestellt wurde. Fur das Wachstum von Gluconobacter oxydans
621H wurde, soweit nicht anders angegeben, ein pH-Wert von 6,0
eingestellt. Das Kesselvolumen von 500 ml wurde angeimpft. Nachdem
die Zellen zu einer ODeoo von etwa 1,0 gewachsen waren, wurde die
Substratpumpe (Watson Marlow 101 U/R; Falmouth, Cornwall, UK)
zugeschaltet. Diese Pumpe wurde vor dem Chemostatenlauf mit dem
verwendeten Schlauch auf ihr geférdertes Pumpvolumen pro Zeiteinheit
geeicht. Die zum Abpumpen der im kontinuierlichen Betrieb
anfallenden Zellsuspension eingesetzte Pumpe musste hingegen nicht
kalibriert werden. Die Levelelektrode sensierte einen Stromfluss zum
Temperaturfiihler als Referenzelektrode und schaltete bei steigendem
Kesselinhalt die  Ablauf-Pumpe zu. Nach Einstellung des
Fliessgleichgewichtes anderte sich die ODeoo der Zellsuspension nicht

mehr. Nach weiteren drei Volumenwechseln wurden die Zellen tiber das
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Entnahmesystem in vorgekuhlten 50 ml Schraubdeckelr6hrchen
geerntet. Die Zellsuspension wurde téaglich lichtmikroskopisch und

durch Ausstrich auf LB Agarplatten auf Reinheit Giberpruft.

10. Molekulargenetische Arbeitsmethoden

10.1 Behandlung von Losungen / Geriaten fiir Arbeiten mit

Nukleinsiduren

Alle hitzestabilen Losungen und Gerate wurden zur Inaktivierung von
Nukleasen bei 121°C fir 20 min durch Autoklavieren sterilisiert. Nicht
hitzestabile Gerate wurden mit 70 % (v/v) Ethanol behandelt, hitzelabile

Losungen wurden sterilfiltriert.

10.2 Isolierung von DNA

Zu der in TE-Puffer gelosten Zell-Suspension wurden 15 ul 20%iges
SDS und 3 ul Proteinase K (0,6 U/ul, 20 mg/ml, Sigma, Munchen,
Deutschland) hinzupipettiert. Nach grindlichem Vortexen wurde dieser
Ansatz fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschliefSend wurden 5 ul
RNase A hinzugefligt. Der Ansatz wurde grindlich gemischt und fur
weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 100 ul 5 M NacCl-
Losung und 80 ul CTAB hinzupipettiert und gevortext. Danach wurde
die Suspension fur 30 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Mit der
verbleibenden wassrigen Losung wurde eine Phenol/Chloroform-

Extraktion durchgefiihrt.

10.2.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um bei der Praparation von DNA Proteinkontaminanten oder
hydrophobe Substanzen abzutrennen, wurde die wassrige DNA-
Suspension mit 1 Vol. Phenol-Losung versetzt und kréftig gemischt.
Das verwendete Phenol war mit 0,5 M Tris-HCI (pH 8,0) gesattigt. Zur

Phasentrennung wurde 3 min bei 13000 Upm und Raumtemperatur
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zentrifugiert. Danach wurde die obere, wéassrige Phase in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefafd uberfihrt und mit 1 Vol. Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, bis keine weife Interphase mehr
sichtbar war. Nach erneuter Zentrifugation wurde die obere Phase

abgenommen und mit Ethanol gefallt.

10.2.2 Fidllung von Nukleinsduren mit Isopropanol / Ethanol

Durch die Fallung mit Isopropanol/Ethanol wurde die DNA von anderen
wasserloslichen Komponenten getrennt und gleichzeitig aufkonzentriert.
Die DNA-haltige Probe wurde zundchst mit einem 1/10 Volumen 3
molarer Natriumacetat-Losung pH 4,6 und 0,8 Volumen Isopropanol
versetzt und fur funf Minuten bei —-20 °C inkubiert. Die gefallte DNA
wurde durch eine 20 mintutige Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C
pelletiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 100 ul
70 % (v/v) Ethanol resuspendiert und nochmals durch Zentrifugation
(10 min, 13000 rpm, 4 °C) pelletiert. Der Uberstand wurde méglichst
ruckstandsfrei abgenommen und getrocknet. SchliefSlich wurde das
transparente DNA Pellet in 20 - 30 ul H2Obidest. oder TE- Puffer

aufgenommen.

10.3 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle von DNA

Die Konzentration von DNA Ldésungen wurde anhand der Absorption
von DNA bei einer Wellenldnge von 260 nm mit Hilfe eines Nanodrops
(Nanodrop 1000, Peqlab, Erlangen) bestimmt. Der Nullabgleich wurde
mit dem Losungsmittel vorgenommen, worin die DNA gelost war. Fur
eine OD2eo von 1,0 wurde fur doppelstrangige DNA eine Konzentration
von 50 ug/ml angenommen. Zusétzlich konnte die Reinheit der DNA
durch Bestimmung der OD bei 230 und 280 nm abgeschatzt werden.
Fur reine DNA gilt:

OD260:0OD2go = 1,8 (Sambrook et al., 1989)
OD230: OD260: OD2go= 0,45 : 1,0 : 0,515 (Marmur and Ts'O, 1961)
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Verunreinigungen durch Proteine und Phenol sind durch eine deutlich
starkere Absorption bei 280 nm erkennbar, wihrend Polysaccharide die

Absorption bei 230 nm erhdhen.

10.4 Isolierung von Plasmid DNA

Um Plasmid-DNA zu erhalten, die auch fir weiteres molekulares
Arbeiten verwendet werden konnte (z. B. Restriktionsverdau, Ligation),
wurde die Anionenaustausch-Chromatographie des QIAprep Spin
Miniprep Kits genutzt (QIAGEN GmbH, Hilden). Die Durchfiihrung
erfolgte nach den Angaben des Herstellers: 1,5-3,0 ml einer S ml
Ubernachtkultur in Selektivmedium wurden geerntet und in 250 pl P1
Puffer resuspendiert. Zur Zell-Lyse wurden 250 ul P2 Puffer
hinzugegeben und maximal 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Neutralisation durch Zugabe von 350 pl N3 Puffer wurden die
ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation (15000 Upm, 10 min, RT)
pelletiert. Der Uberstand wurde auf eine QIAprep Spin Séaule
aufgetragen, und durch Zentrifugation (1 min, 13000 Upm, RT) wurde
die DNA an das Sdulenmaterial gebunden. Um besonders saubere DNA
zu erhalten, wurde diese zundchst mit 500 pl PB Puffer gewaschen.
AnschliefSend wurde die gebundene DNA durch Zugabe von 750 pl PE

Puffer gereinigt. Zur Elution wurden 50 pl H2Odest. eingesetzt.

10.5 Agarose Gelelektrophorese

10.5.1 Analytische Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Groéfse erfolgte mit
der Agarose Gelelektrophorese. Negativ geladene Nukleinsduren
wandern im elektrischen Feld zur Anode, wobei die
Migrationsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente von mehreren Faktoren
abhingt, wie z.B. der Groéfie der Gelporen (bestimmt durch die
Agarosekonzentration), der angelegten Spannung und  der

Salzkonzentration des Puffers. Es erfolgt eine Auftrennung der DNA-
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Fragmente entsprechend ihrer Groéfie, da deren Laufgeschwindigkeit
umgekehrt proportional zu ihrer Molekularmasse ist. Als Farbemittel
diente Ethidiumbromid, welches an dsDNA bindet. Die als Banden
erscheinenden DNA-Fragmente wurden im UV-Licht (254 nm) sichtbar
gemacht, fotografisch festgehalten, und analysiert. Der Vergleich mit
einem Standard erlaubte sowohl eine Groéfien- als auch eine
Mengenabschatzung der aufgetragenen DNA-Fragmente. Die 0,8 %ige
Agarose wurde in 1x TAE unter kurzem Aufkochen in der Mikrowelle
gelost bis eine klare homogene Losung entstand. Die Agaroseléosung
wurde unter Ruhren auf ca. 50 °C abgekuhlt, in einen abgegrenzten
Bereich (100 x 7 x 0,5 mm) einer Gellaufkammer gegossen und ein
Taschenkamm eingesetzt. Nach dem Erstarren des Agarosegels wurde
dieses mit TAE-Puffer bedeckt. Erst dann wurde der Taschenkamm
entfernt. Die mit mindestens 1/5 Vol Auftragspuffer versetzten Proben
wurden in die Geltaschen geftillt. Dieser diente einerseits zur
Beschwerung der Proben als auch zur Markierung der Lauffront bei ca.
500 bp. Nach vollstandiger Durchmischung der Ansatze mit dem Stop-
Mix wurden diese in die Geltaschen pipettiert. Fur die Auftrennung der
DNA-Proben im Gel wurde die Spannung bei 90-110 V konstant
eingestellt und diese fur etwa 45-60 min beibehalten, bis die Lauffront
ca. 1,5 cm vom unteren Rand des Gels entfernt war. Nach Beendigung
des Laufes wurde die DNA fir 10 min bei RT in einem
Ethidiumbromidbad gefarbt und das Gel anschlieffend in einem
Wasserbad flir 10 min bei RT entfarbt. In einer Gel-
Dokumentationsanlage (BioRad® GelDoc 1000) wurde die DNA bei UV-
Licht durch das eingelagerte Ethidiumbromid sichtbar gemacht und
fotografisch dokumentiert. Zur Abschétzung der Lange der DNA-
Fragmente sowie der Menge der DNA wurde ein Standard GeneRuler 1
kb DNA Ladder (MBI Fermentas) mit einem GroéfSenstandard von 0,25 —
10 kb benutzt.
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50 x TAE-Puffer

Tris 242 g

Na,EDTA -2H,0 372 ¢g

Eisessig 57,1 ml

H2Opidest. ad 1000 ml pH 8,5

DNA-Auftragspuffer (Sambrook et al., 1989)

Ficoll 400 7,5¢g
Bromphenolblau S0g

Na;EDTA:- 2H20 (0,5 M) 10 ml
H2Opidest. ad 50 ml

Ethidiumbromid-Farbebad (Sambrook et al., 1989)

100 pl einer 10 mg/ml Ethidiumbromidlésung in 100 ml H20

10.5.2 Praparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die
entsprechenden mit Ethidiumbromid angefarbten Banden unter UV-
Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution fand mittels QIAquick
Gel Extraction Kit statt. Das Gewicht des ausgeschnittenen Gelstiickes
wurde mit der Feinwaage bestimmt. AnschliefSfend wurde das dreifache
Gelvolumen des Puffers QX1 hinzugefligt und das Gemisch zum
Auflosen des Gels unter mehrmaligem Schiitteln bei 50 °C fir 10 min
inkubiert. Der Puffer QX1 enthalt hohe Konzentrationen chaotroper
Salze, was die Adsorption der zu eluierenden DNA an die Silicagel-
Membran der QIAquicksaulen erméglicht. Es folgten die Zugabe von 1
Gelvolumen Isopropanol, vorsichtiges Mischen und das Beladen der
QIAquicksaule mit der Losung. Nach Zentrifugation (RT, 13000 Upm, 1
min in Biofuge 15, Fa. Heraeus, Osterode/Harz) wurde die an die Saule
gebundene DNA mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen (RT, 13000 Upm).
Zur vollstandigen Entfernung des Waschpuffers wurde nochmals
zentrifugiert und die S&aule anschlieffend in ein steriles 1,5 ml

Reaktionsgefafs uberfihrt. Die Elution der DNA erfolgte nach 1
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minutiger Inkubation mit 30-50 pl EB-Puffer oder H2Ogest. und
anschliefSender Zentrifugation (RT, 13000 Upm, 1 min).

10.5.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

Amplifizierte PCR-Produkte mussten, ehe sie sequenziert werden
konnten, aufgereinigt werden. Dieses erfolgte mit dem QIAquicke PCR
Purification Kit (Fa. Qiagen, Hilden) in den vom Hersteller mitgelieferten
Puffersystemen. Dazu wurden S5 Volumen des Puffers PB mit dem PCR-
Produkt vermischt und auf eine QIAquick-Sdule gegeben. Durch
Zentrifugation (1 min, 12000 Upm, RT) wurde die DNA an das
Saulenmaterial gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saule wurde mit 750 pl PE-Puffer gewaschen. Um samtliche Reste des
Waschpuffers von der Saule zu entfernen, wurde diese zweimal
zentrifugiert (14000 Upm, RT). Zur Elution der PCR-Produkte wurden
50 pl H20Odest. auf die Saule gegeben, 1 min bei RT inkubiert und erneut
1 min zentrifugiert (14000 Upm, RT). Die PCR-Produkte wurden bis zur

weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

10.6 Polymerasekettenreaktion (Mullis and Faloona, 1987)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine
in vitro-Methode, die es ermdglicht, spezifische DNA-Fragmente aus
einem komplexen DNA-Gemisch (Template) enzymatisch 2zu
amplifizieren. Im ersten Schritt der PCR wurde die doppelstrangige DNA
durch Erhitzen auf 94-98 °C in einzelstrangige DNA uberfihrt
(Denaturierung). Durch Absenken der Temperatur im zweiten Schritt
konnten sich zwei Oligonukleotid-Primer an zu ihnen komplementéare
Abschnitte der Template-DNA anlagern (Primer-Annealing). Die
Oligonukleotid-Primer wurden so ausgewahlt, dass sie die zu
amplifizierende Region flankieren. Im dritten Schritt der PCR wurden
die beiden Primer mit Hilfe einer thermostabilen Polymerase bei ihrem
Temperaturoptimum komplementar zur ursprunglichen

doppelstrangigen DNA verlangert (Elongation). Es wurde zur
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Amplifikation eine bestimmte Anzahl an Zyklen durchgefiihrt, wodurch
die von den Primern flankierte Region exponentiell akkumuliert wurde.
Diese Reaktionen lief in einem Thermocycler ab, bei dem es sich im
Wesentlichen um einen programmierbaren Heizblock handelt, der sehr
schnell die Temperatur dndern kann. Es wurden verschiedene PCR-
Programme angewendet. Die Annealing-Temperatur wurde dabei so
gewahlt, dass sie ca. 5 °C unter der Schmelztemperatur der
verwendeten Primer lag. Die Elongationszeit hing von der GroéfSe des
erwarteten Produktes ab. Nach Abschluss der Amplifikation wurde ein

Aliquot im Agarosegel Uberpruft.

Standardreaktionsansatz

genomische DNA (100 ng/ul) 1ul
Pfu-Reaktionspuffer (10x) 2ul
dNTP mix

2ul
(je 2 mM dATP, dCTP,dGTP,dTTP)
Forward Primer (10 pmol/ul) 2ul
Reverse Primer (10 pmol/ul) 2ul
H2Ovidest. 12,8ul
Pfu-Polymerase 0,2ul

Standard PCR-Programm

Denaturierung 95°C 3min
Denaturierung 95°C 1min
Annealing Tm - 3°C 1min
Elongation 72°C 2min/kb
Elongation 95°C Smin

30 Zyklen

10.6.1 Kolonie-PCR zur Kloniiberpriifung

Die Kolonie-PCR diente zur Uberpriifung einer grofRen Zahl

rekombinanter E. coli oder G. oxydans Klone. Dazu wurden in einem
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PCR GefafS 10 pl H2Opigest. vorgelegt. Zellmaterial gut gewachsener
Kolonien der zu uberprifenden Klone wurden mit einem sterilen
Zahnstocher von der Agarplatte abgenommen und in das PCR-Gefafs
uberfuhrt. Des Weiteren wurden dem Ansatz die folgenden

Komponenten zugegeben:

PCR-Reaktionsansatz

Taq Reaktionspuffer (10 x) 2ul
dNTP mix

2ul
(je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Forward Primer (10 pmol /pul) 2ul
Reverse Primer (10 pmol /pul) 2ul
Tag-Polymerase 0,5ul
H2Ovidest. 1,5ul

In der Kolonie-PCR wurden plasmid- bzw. genspezifische Primer und

das folgende PCR-Programm angewendet:

PCR-Programm

Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 1 min
Annealing Twm - 3°C 1 min
Elongation 72°C 1 min/kb
Elongation 95°C S min

30 Zyklen

10.6.2 Fusion von Homologieregionen mit der Long Flanking
Homology (LFH) PCR (Wach, 1996) mod.

Die zur Deletion von chromosomalen Genen notwendigen
Homologieregionen wurden mit der modifizierten Long Flanking

Homology (LFH) Methode nach Wach (1996) miteinander fusioniert.
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1. Fragment 2. Fragment

| I | |

2. PCR mit den Primern P1 und P4

l 7
| |

Abb.I1.2: Schema der Long Flanking Homology PCR Methode (Wach, 1996; Wendland,
2003) mod.

Dazu wurden zundchst wie in Abb.II.2 gezeigt vier Primer abgeleitet.
Primer P1 lag etwa 1000 bp stromaufwérts des Startcodons, Primer P4
etwa 1000 bp stromabwarts des Stoppcodons des zu deletierenden
Gens. Primer 2 wurde so abgeleitet, dass ausgehend vom 5-Ende des
Primers, die ersten 15 Basen komplementidr zu den 15 Basen
unmittelbar nach dem Stoppcodon waren, wahrend die folgenden 20
Basen komplementdr zu den ersten 20 Basen unmittelbar
stromaufwéarts des Startcodons des zu deletierenden Gens waren.
Entsprechend waren die ersten 15 Basen des Primers P3 komplementér
zu den 15 Basen unmittelbar stromaufwirts des Startcodons und die
folgenden 20 Basen komplementar zu den ersten 20 Basen unmittelbar
stromabwéirts des Stoppcodons des zu deletierenden Gens.

In separaten PCR-Reaktionen wurden zundchst die stromaufwarts-
Homologieregion (Hup) mit dem Primerpaar P1 und P2 und die
stromabwarts-Homologieregion (Hdown) mit dem Primerpaar P3 und P4
mittels Pfu-DNA-Polymerase und genomischer DNA als Matrize
amplifiziert. Die Annealingtemperaturen ergaben sich dabei aus den
Schmelztemperaturen der Primer und die Elongationszeiten aus der
Grofse der Homologieregionen. Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden

aufgereinigt und die DNA Konzentration bestimmt. Zur Fusion der
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stromaufwarts- und der stromabwarts-Homologieregionen wurden je

200 ng der PCR-Produkte mit dem folgenden Reaktionsansatz gemischt:

Reaktionsansatz

Fragment 1 (Hyp) (200 ng) x ul
Fragment 2 (Hdown) (200 ng) y ul
10 x Pfu Puffer (+MgSO,) S ul
dNTP mix 3ul

(je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Pfu-Polymerase 1ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 8 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 8 ul
HoOvidest. Ad 50 pl

Durch das folgende PCR-Programm wurde die doppelstrangige DNA der
PCR-Produkte zunédchst in Einzelstrang DNA aufgeschmolzen, die sich
nachfolgend an den durch die Primer P2 wund P3 einfligten
komplementaren Regionen zusammenlagert. Die Pfu-DNA-Polymerase
fullte die Einzelstrangbereiche zu Doppelstrangbereichen auf und diente

der Vermehrung der fusionierten Homologieregionen.

PCR-Programm

Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 1 min
Annealing 63°C 1 min
Elongation 72°C 2 min/kb
30 Zyklen

Die Fusion PCR wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und die Bande
mit der gewlinschten Gréfse aus dem Agarosegel eluiert. Die Fusion der
Homologieregionen wurde durch Sequenzierung des PCR Produktes

Uberpruft.
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10.7 Enzymatische Modifikation von DNA

10.7.1 Restriktionsverdau

Sequenzspezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendo-
nukleasen lieferte lineare DNA-Fragmente mit definierten Enden. Der
Verdau der DNA (1-3 U/ng) erfolgte in den vom Hersteller empfohlenen
Puffersystemen. Die Inkubation erfolgte in der Regel bei 37 °C (siehe
Empfehlung des Herstellers) fur 2 h. Das Gesamtvolumen des Ansatzes
betrug 10-50 pl, wobei das Enzym (3-5 U Enzym/jig DNA) mindestens
1:10 verdinnt wurde, um eine Gesamtkonzentration von 5 % Glycerin
nicht zu uUberschreiten, die sich stérend auf die Spaltreaktion
auswirken kann. Wurde mit zwei verschiedenen Enzymen, die
unterschiedliche Pufferbedingungen bendétigen, verdaut, so wurde erst
die Restriktion in dem System mit niedrigerer lonenstarke durchgefiihrt
und diese anschlieffend fir das zweite Enzym erhoht. Gegebenenfalls
wurde eine Inaktivierung der Verdauansatze fir 20 min bei 65 °C

durchgefiihrt. Die Spaltprodukte wurden im Agarosegel tiberpruft.

10.7.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Vor der Ligation von Vektor-DNA mit dem 2zu klonierenden DNA-
Fragment wurde die 5’-Phosphatgruppe der Vektor- oder Insert-DNA
durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (CIP)
(Sambrook et al., 1989) abgespalten. Dadurch sollte die Ligation von
Vektor-DNA oder die Ligation diskontinuierlicher, genomischer DNA-
Fragmente verhindert werden. Die Dephosphorylierung wurde direkt im
Verdauansatz durchgefiihrt. Nach dem Verdau wurde 1 U alkalische
Phosphatase pro 10 pg zu dephosphorylierender DNA zugegeben und
30 min bei 37 °C inkubiert. AnschliefSend wurde erneut 1 U Enzym
zugegeben und erneut 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Inkubation bei 65 °C fir 15 min abgestoppt. Die DNA wurde
mittels dem QIAquicke PCR Purification Kit (Fa. Qiagen, Hilden)

aufgereinigt.
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10.7.3 Ligation von DNA

Bei einer Ligation wird eine Phosphodiesterbindung zwischen
doppelstrangigen DNA Fragmenten, die mindestens ein freies 3’-
Hydroxyende und 5’-Phosphatende besitzen, gebildet. Da der Erfolg
einer Ligation unter anderem von Lidnge und Konzentration der Vektor-
und der zu inserierenden DNA abhangt (Dugaiczyk et al., 1975), wurde
das zu ligierende DNA-Fragment in Uberschuss eingesetzt. Ligationen
wurden in einem Gesamtvolumen von 15-20 pl mit 1 pl T4-DNA-Ligase
(1 U/pl, Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim) in dem vom Hersteller
gelieferten Puffer durchgeftihrt. Der Ligationsansatz wurde fur etwa 16
h bei 16 °C inkubiert oder fir 1 bis 3 h bei 22 °C. AnschliefSlend wurde

er direkt zur Transformation von E. coli eingesetzt.

11. Transformationsverfahren

11.1 Herstellung kompetenter Zellen fiir das Hitzeschockverfahren

Eine Hauptkultur wurde mit einer exponentiell wachsenden E. coli
Vorkultur beimpft und bei 37 °C bis zu einer ODgoo von 0,5 - 0,6
angezogen. Nach 10 minutiger Abkuhlung auf Eis wurden die Zellen
durch Zentrifugation (5 min, 6000 rpm, 4 °C) geerntet, in 50 ml
eiskaltem 100 mM CaCl;y vorsichtig resuspendiert, weitere 30 min auf
Eis gestellt und noch einmal abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml
kaltem 100 mM CaClz aufgenommen, mit 2 ml 80 % Glycerin versetzt,
sorgfaltig gemischt, erneut auf Eis gestellt und in vorgekuhlte
Eppendorf-Gefafie mit 200 pl verteilt. Die Zellen wurden sofort in

flussigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

11.2 Transformation durch Hitzeschock

Eppendorf-Gefafse mit 200 upl der eingefroren kompetenten Zellen

wurden funf Minuten auf Eis aufgetaut, mit dem Ligationsansatz (10-
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150 ng DNA) vermischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock von 90 s bei 42 °C wurden die Zellen nochmals fur
eine Minute auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800 uL LB-Medium
wurde der Ansatz eine Stunde bei 37 °C zur Ausprdgung der
Selektionsmarker inkubiert. Auf den Agarplatten wurden 100 ul unter

Selektivbedingungen ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

11.3 Konjugation

Plasmide, auf denen eine mob Region kodiert ist, kénnen durch
Konjugation in G. oxydans Ubertragen werden. Voraussetzung flir die
Konjugation ist die Verwendung eines Donors, wie E. coli S17, der den
RP4 Apparat ausbilden kann. G. oxydans wurde auf VM angezogen. Die
im Vollmedium verwendete Kohlenstoffquelle wurde dem
Substratspektrum der erwarteten Mutante angepasst.

Die Vorkultur diente als Inokulum fir eine Hauptkultur. Sie wurde bis
zu einer ODegoo von 0,05 angeimpft und bei 30 °C unter Schutteln (150
rpm) bis zum Erreichen der spdten exponentiellen Wachstumsphase
inkubiert (ODeoo ~ 0,9).

Gleichzeitig wurde der Donor E. coli S17 mit dem zu konjugierenden
Plasmid in einer LB-Kultur, die das plasmidspezifische Antibiotikum
enthielt, iilber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln (150 rpm) angezogen.
Aus dieser Vorkultur wurde eine LB-Kultur (mit Antibiotikum)
angeimpft, die bei 37 °C und 150 rpm bis zum Erreichen der spéaten
exponentiellen Wachstumsphase inkubiert wurde. Dabei wurde das
Inokulationsvolumen so berechnet, das der Donor E. coli S17 mit dem
zu konjugierenden Plasmid und der Rezipient G. oxydans etwa zur
gleichen Zeit die spate exponentielle Wachstumsphase erreichten.
Sobald Donor und Rezipient die spédte exponentiellen Wachstumsphase
erreicht hatten, wurden 500 ul des Donors und 500 ul des Rezipienten
durch Zentrifugation in einem Eppendorfreaktionsgefafs (4000 rpm, 10
°C, 5 min) pelletiert und das erhaltene Pellet in 2 ml frischem VM
Medium gewaschen. Nach Abnehmen des Uberstandes wurde das Pellet

aus Donor und Rezipient in 1 ml frischem VM resuspendiert. Die
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Suspension wurde auf eine VM Platte getropft, unter der Sterilbank
getrocknet und nachfolgend bei 30 °C fur 24 Stunden inkubiert. Die
gebildeten Zellen wurden mit 800 ul VM abgeschwemmt. AnschliefSend
wurden verschiedene Verdiinnungen auf VM-Platten 50 pg/ml Cefoxitin
und 50 pg/ml Kanamycin plattiert und danach fir 48 bis 72 h bei 30
°C inkubiert. Durch die naturliche Resistenz von G. oxydans gegenuber
Cefoxitin konnten auf diesen Platten nur G. oxydans Klone, die das

Plasmid aufgenommen hatten, nicht jedoch E. coli wachsen.

12. Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten nach der
Kettenabbruch-Methode (Sanger et al, 1977; Ansorge et al., 1987)
wurde entweder von Eurofins (Ebersberg) oder durch das Goéttingen

Genomics Laboratory (G6ttingen, Deutschland) durchgeftihrt.

13. Techniken fiir das Arbeiten mit RNA

13.1 Vorbereitung von Geraten und Losungen

Um eine Verunreinigung der RNA Préparation mit RNAsen zu
vermeiden, wurden alle benétigten Materialien wie z.B. Losungen,
Glaswaren und Pipettenspitzen, soweit moglich, zweimal bei 120 °C fur
30 min autoklaviert. Des Weiteren wurden wahrend der Arbeiten mit
RNA die getragenen Handschule, Arbeitsflichen und Pipetten wiederholt
mit 70 % (v/v) Ethanol benetzt.

13.2 Zellaufschluss von G. oxydans mit dem Dismembrator

Zur Préaparation von RNA aus G. oxydans wurden gefrorene Zellen in
einer Kugelmuihle (Mikro-Dismembrator U, Braun Biotech, Melsungen)
aufgeschlossen. Dazu wurden die Zellen bei 9000 rpm, -10 °C pelletiert,

der Uberstand abgenommen und die Pellets schnellstméglich in
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flussigem Stickstoff eingefroren und bis zur RNA Praparation bei —20 °C
gelagert.

Fur den Aufschluss wurde der Zylinder der Zellmuiihle mit Chromstahl-
Kugel in Flussigstickstoff vorgektuihlt. Die Zellen wurden auf Eis
aufgetaut, in 200 pl TE-Puffer resuspendiert und dann in den mit
Flussigstickstoff gefiillten Zylinder pipettiert. Der Zylinder mit der
erneut gefrorenen Zellsuspension wurde verschlossen und in den Halter
des Dismembrators eingespannt. Der Zellaufschluss erfolgte bei einer
Frequenz von 1600 rpm fir 3 min. Das entstandene, feingemahlene
Zellpellet wurde in 4 ml RLT-Puffer des RNeasy Midi-Kits (Qiagen,
Hilden, Deutschland) aufgenommen, welchem zuvor 40 pul
Mercaptoethanol zugesetzt wurden. Dieser Puffer wirkt aufgrund einer
hohen Guanidiniumhydrochlorid-Konzentration stark protein-

denaturierend und damit RNAse inhibierend.

13.3 Isolierung der RNA

Die Isolierung und Reinigung der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy
Midi Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers.
Fur die Elution der RNA wurde ein Volumen von 2 x 150 pl RNase
freiem und sterilem H2Opidest. verwendet. Bis zur weiteren Verwendung

wurde die RNA bei —70 °C gelagert.

13.4 Hydrolyse chromosomaler DNA in der RNA-Praparation

Zum Abbau von enthaltener chromosomaler DNA in der RNA
Préparation wurde ein DNase-Verdau der RNA Losung durchgefiihrt.
Dazu wurden zu den maximal 300 ul wéassriger RNA Losung 65 ul 5x
DNase-Puffer und 20 uyl DNase (10 U/ul; Roche, Mannheim,
Deutschland) gegeben. Nach der dreistindigen Hydrolyse der DNA
durch Inkubation bei 25 °C, wurde die DNase durch 10 mintutige
Inkubation bei 70 °C inaktiviert. Die vollstdndige Hydrolyse der DNA
wurde mittels PCR uberpruft. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung

sollte nur in der Positivkontrolle mit genomischer DNA von G. oxydans
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als Matrize ein Amplifikat sichtbar sein. Anderenfalls wurde der DNase

Verdau wiederholt.

13.5 PCR zur Kontrolle der DNA-Hydrolyse

Die hier beschriebene PCR diente zur Kontrolle des vollstdndigen
DNase-Verdaus der RNA-Praparation. Als Positivkontrolle diente die
genomische DNA von G. oxydans als Template. Zur Amplifikation wurde

Taq-DNA-Polymerase der Fa. Fermentas (St. Leon Rot, Deutschland)

verwendet.

Ansatz
RNA-Praparation 3ul
Tag-Reaktionspuffer, +(NH4)2SO4,-MgCl, (10x) 2 ul
MgClL (25 mM) 1,6 ul
Primer fwd (10 pmol/ul) 2ul
Primer rev (10 pmol/pul) 2 ul
dNTP mix

2 ul
(je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
H2Ovidest. 7,2 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul

Programm

Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 1 min
Annealing 67°C 1 min
Elongation 72°C 2 min
Elongation 95°C S min

30 Zyklen
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13.6 Phenol/Chloroform-Extraktion und Fallung von RNA

In der RNA-Praparation verbliebene Proteine, wie z.B. die DNase,
wurden durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt. Dazu wurde
der RNA 1 Vol. saures Phenol (TE-gesattigt) zugegeben. Der Ansatz
wurde 10 s auf dem Schittler grindlich gemischt, und 5 min bei
13.000 rpm zentrifugiert. Hierbei erfolgte eine Phasentrennung. In der
oberen, wassrigen Phase war die geldste RNA enthalten, in der
Interphase befanden sich denaturierte Proteine. Die obere Phase wurde
vorsichtig mit der Pipette abgenommen und in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefafd tiberfihrt. Die abgenommene RNA-haltige Phase wurde
mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, ebenfalls 10 s
gemischt und 5 min bei 13.000 rpm =zentrifugiert. Die entstandene
obere Phase wurde erneut abgenommen und in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefafs tiberfihrt. Zur RNA-Konzentration erfolgte eine Fallung
mit Ethanol. Die in Wasser geléste RNA wurde mit 1/10 Vol. Na-Acetat
(3,3 M, pH 5,0) und 2,5 Vol. -20 °C kaltem, unvergalltem Ethanol (96 %)
versetzt und gemischt. Die Fallung erfolgte anschliefSend tiber Nacht bei
-20 °C oder fur eine Stunde bei -70 °C. Nach einem Zentrifugations-
schritt (13.000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der Ethanol vorsichtig mit
einer Pipette vom transparenten RNA-Pellet abgenommen. Das Pellet
wurde mit 1 ml 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und 10 min bei
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Alkohol wurde erneut vorsichtig
abgenommen. Das gedffnete Eppendorf-Reaktionsgefdfs wurde in einem
sterilen Becherglas bei 37 °C fur ca. 15 min getrocknet. War der
Ethanol verdampft, wurde das Pellet in 30 pl RNase freiem H2Obidest
aufgenommen. Zum Loésen der RNA wurde 1 h auf Eis und
anschliefSend 3 h bei RT unter gelegentlichem Mischen mit der Pipette
inkubiert. Die Lagerung von RNA erfolgte bei -70 °C.
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13.7 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der Konzentration von RNA erfolgte analog der
Konzentrationsbestimmung von DNA. Dabei entsprach eine OD2so von

1,0 einer Konzentration von 40 pg RNA pro ml (Sambrook et al., 1989).

13.8 Analyse der RNA-Integritit mit dem Bioanalyzer 2100

Um die Integritat der isolierten RNA zu uberprifen, wurde diese in
einem Bioanalzyer (Bioanalyzer 2100, Agilent, Waldbronn) aufgetrennt.
Die dazu verwendeten Chips enthalten Bohrungen fiir die Proben, zum
Auftragen des Trenngels und fir einen externen Standard. In die
Glasplatte des Chips sind Mikrokanale eingearbeitet, die die Bohrungen
miteinander zu einem Netzwerk verbinden. Bei der Vorbereitung des
Chips werden diese Mikrokandle mit einem Trenngel und einem
Fluoreszenzfarbstoff geftillt, so dass aus dem Chip ein integrierter
elektrischer Schaltkreis wird. In dem angelegten Spannungsgradienten
werden geladene Biomolektile, wie RNA, DNA und Proteine, durch das
konstante Masse/Ladungsverhaltnis und die auftrennende
Polymermatrix ihrer Groéfse nach aufgetrennt. Wahrend des Laufes
interkalieren Farbstoffmolekiile in die DNA- oder RNA-Strange. Diese
Komplexe werden durch Laser induzierte Fluoreszenz detektiert.

Die so gewonnenen Daten werden in Banden (gel like images) und
Scheitelpunkte (Elektropherogramme) konvertiert. Anhand des externen
Standards, der Fragmente bekannter Gréfse enthalt, wird eine
Standardkurve von Laufzeiten erstellt und somit der Laufzeit eines
Fragments unbekannter Grofsie eine Grofse zugeordnet. Alle zur
Auftrennung der RNA notwendigen Reagentien sowie eine ausfiihrliche
Arbeitsvorschrift lagen dem hier verwendeten verwendeten Agilent RNA

6000 Nano Kit bei.
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13.9 PCR durch Reverse-Transkription von RNA (RT-PCR)

Neben der Analyse der RNA mittels Bioanalyzer diente eine PCR durch
Reverse Transkription von RNA (RT-PCR) der Qualitatskontrolle der
isolierten RNA. Dazu wird die RNA mittels reverser Transkriptase in
cDNA umgeschrieben und diese anschliefSend amplifiziert. Das OneStep
RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) ermdglicht die Reverse Transkription und
PCR in einem Arbeitsschritt. Der PCR Ansatz hatte die folgende

Zusammensetzung:

PCR-Ansatz

RNA (1 ug) x ul
One Step RT PCR Puffer 5x Sul
Primer fwd (10 pmol/ul) 2,5 ul
Primer rev (10 pmol/pul) 2,5 ul
dNTP mix 2,5 ul
One Step Enzym Mix 1ul
H2Ovidest. 25-x ul

PCR Programm:

Reverse Transkription 50°C 30 min
Denaturierung 95°C 15 min
Denaturierung 94°C 1 min
Annealing 67°C 1 min
Elongation 72°C 1 min
Elongation 72°C 10 min

30 Zyklen (Schritt 3 bis 5)

13.10 Relative quantitative real-time RT-PCR

Grundlage der real-time RT-PCR sind Farbstoffe oder Fluorophore,
deren Einbau in die DNA die Kinetik der Polynukleotid-Synthese durch

PCR messbar macht. Dazu wird die mRNA der Zellen prapariert und in
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einer reversen Transkriptionsreaktion in cDNA umgeschrieben. In der
nachfolgenden PCR interkaliert das Flurophor SYBR green unspezifisch
in doppelstrdngige DNA. Zun&chst verlauft die PCR-Produktbildung
anndhernd linear. Limitierende Faktoren, z.B. die Abnahme der dNTP-
Konzentration, eine verminderte Enzymaktivitdt und die Anhdufung von
Pyrophosphat, verlangsamen jedoch die Produktbildung in der spéaten
Phase der PCR-Reaktion. Die Quantifizierung bei der real-time RT-PCR
erfolgte Uiber den Ci-Wert (cycle threshold). Hierbei handelt es sich um
die Zykluszahl, bei welcher das Fluoreszenzsignal einer Probe eine
Signifikanzgrenze Utiberschreitet.

Bei der hier verwendeten relativen Quantifizierung wird die
Expressionsédnderung einer Nukleinsduresequenz relativ zur Expression
der gleichen Sequenz bei einer Referenzbedingung gemessen. Um
Unterschiede in der eingesetzten RNA-Konzentration zu eliminieren,
wird eine endogene Kontrolle mitgefiihrt, deren Expression unter den
untersuchten Bedingungen konstant sein sollte. Die
Expressionsanderung wird schliefSlich durch die AACt-Formel (Talaat et

al., 2002) ausgedruckt. Diese lautet:

Expressionsanderung = 2-4ACt

wo AAC: far Genj = (Ct,j - Ct,endogene Kontrolle) Bedingungl - (Ct,j - Cy, endogene

Kontrolle) Bedingung 2

Die zur Amplifikation verwendeten Primer hatten eine Lange von 20-23
bp, eine Schmelztemperatur von etwa 62 °C und wurden so gewéahlt,
dass Amplifikate mit einer Gréfie von ca. 150 bp entstanden.

Samtliche Arbeiten wurden unter RNase freien Bedingungen
durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde der QuantiTect SYBR Green RT-
PCR Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Flir den Ansatz der real-time RT-
PCR wurde zuerst ein Mastermix, bestehend aus QuantiTect Mastermix
(Kit-Inhalt) und dem Enzymmix (Kit-Inhalt) hergestellt. Dieser wurde
dann auf die zu testenden RNAs aufgeteilt (Premix). Die Primer wurden

in 96 Kalotten thin-wall PCR Platten, Kalottenvolumen 0,2 ml (Fa.
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BioRad, Munchen) vorgelegt und anschliefSend 20 ul des Premix
zugegeben. Der PCR Ansatz hatte insgesamt die folgende

Zusammensetzung;:
PCR-Ansatz
RNA (400 ng) x ul
Primer 1 (5 pmol/ul) 2,5 ul
Primer 2 (5 pmol/ul) 2,5 ul

QuantiTect Mastermix 12,5 ul
Enzym Mix 0,25 ul

H2Ovidest. 25-x ul

I-Cycler Programm

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
1 (Reverse Transkription) 50°C 30 min 1
2 (Aktivierung DNA-Polymerase) 95°C 15 min 1
3 (Real-Time PCR) 94°C 15 s 45
62°C 30s
72°C 30s
4 (Finale Elongation PCR) 72° 1 min 1
S (Bestimmung Schmelzpunkt) 55°C +0,5°C Zyklus 10 s 80

13.11 Hybridisierung und Auswertung von Microarrays

Die Genexpressionsanalyse dient der Untersuchung der qualitativen
und quantitativen Zusammensetzung zelluldrer mRNA, woflr
typischerweise die relativen Expressionsstiarken zweier Proben
miteinander verglichen werden. Bei diesen Proben handelt es sich um
RNA, welche aus Zellen gewonnen wird, die zum einen unter Standard-
oder Referenzbedingungen und zum anderen unter den experimentell
zu untersuchenden Bedingungen gewachsen sind.

Die fur die Hybridisierung verwendete RNA (targets) wird mit den

fluoreszierenden Cyanin Farbstoffen Cy3 und CyS5 (GE Healthcare, Cy3-
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dCTP, Cat no. PA53021, Cy5-dCTP, Cat no. PA55021) markiert. Die
jeweils korrespondierenden Fluoreszenzsignale der beiden Farbstoffe
kénnen nach der Hybridisierung der probes mit den targets unabhangig
voneinander mit dem GenePix 4000B (AXON Instruments, Union City,
USA) Scanner detektiert werden. Als probes werden in diesem
Zusammenhang die immobilisierten Nukleinsduresequenzen auf der
Oberflache des DNA-Microarrays bezeichnet. Die Verwendung von
Fluoreszenz ermoglicht, im Vergleich zu einer radioaktiven Markierung,
neben hoéherer Auflésung, das Auswerten von zwei oder mehreren
verschiedenen Signalen in einem Experiment. Im Anschluss an eine
Normalisierung der Daten kann die Intensitat der
Hybridisierungssignale  miteinander  verglichen  werden. DNA-
Microarrays geben keine Information Uber die absoluten
Expressionsstdrken in den  untersuchten Proben, da die
Fluoreszenzsignale auch von der Anzahl eingebauter Farbstoffmolektile
abhangt, der Markierungsdichte. Letztere wird in erster Linie durch die
variable Nukleotidsequenz der Gene bestimmt.

Fur die Transkriptionsanalysen von DNA-Microarrays standen PCR

amplifizierte Fragmente zur Verfigung.

13.11.1 Markierung von RNA mit Cy3/Cy5 Fluoreszenzfarbstoff

Die Markierung der isolierten RNA erfolgte tUber eine reverse
Transkription mit random nonamers als Primer. Fur die Hybridisierung
der als Kontrolle verwendeten ScoreCard wurde in Form eines spike mix
spezifische RNA (Lucedia Universal ScoreCard, Amersham Biosciences)
fur beide Farbreaktionen mitgefihrt. Wahrend des Umschreibens der
RNA werden CyDye markierte dCTPs in die cDNA eingebaut. Die
restlichen dNTPs werden ohne eine Markierung als dCTP Nukleotid Mix
zugegeben. Es kam hierbei der Cyscribe First Strand cDNA Labeling Kit
(Amersham Biosciences) zum Einsatz.

Als erster Schritt des Markierens erfolgte das Annealing der random
nonamers an die RNA, woftir 25 pg RNA bendtigt wurden. Aufgrund

unterschiedlicher Markierungseffizienz der Farbstoffe wurden fiir eine
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Hybridisierungsreaktion ein Ansatz Cy3 und zwei Ansatze Cy5 markiert.
Es ist zu bemerken, dass die Cyanin Farbstoffe stark lichtempfindlich
sind und daher die Reaktionsansdtze der Markierung, sowie die
markierten Proben moéglichst lichtgeschiitzt behandelt wurden. Das
Annealing fand im Thermocycler (Eppendorf Mastercycler Gradient,

Hamburg) statt:

Annealing-Ansatz

25 pg isolierte RNA

1l spike mix fir Cy3 oder Cy5 Reaktion
1pl random nonamers

ad 11ul H>O

Annealing-Programm

1 HOLD S min / 70°C

2 TEMP GRADIENT 3,0°C/min to 50°C
3 TEMP GRADIENT 1,0°C/min to 40°C
4 TEMP GRADIENT 0,3°C/min to 35°C
5 TEMP GRADIENT 0,2°C/min to 30°C
6 TEMP GRADIENT 0,1°C/min to 25°C
7 TEMP GRADIENT 0,1°C/min to 22°C
8 HOLD 20 min 22°C
9 TEMP FOREVER 16°C

Im Anschluss wurden dem Annealing-Ansatz folgende Komponenten fiir

die reverse Transkription hinzugeftigt:

Ansatz fiir die reverse Transkription

11 pl  Annealing Ansatz

4l Sx CyScript Puffer

2 ul 0,1 M DTT

1pl dCTP Nukleotid Mix

1pl dCTP CyDye-markierte Nukleotide (Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP)
1pl CyScript Reverse Transkriptase (100 U/pl)
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Die 20 pl Reaktionsansatze wurden kurz gemischt, abzentrifugiert und
1,5 h bei 42 °C im Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf
inkubiert. Um die Template RNA und nicht eingebaute CyDye
Nukleotide zu entfernen, erfolgte anschliefSend eine zltigige Aufreinigung
der markierten cDNA. Zundchst wurde die RNA durch Zugabe von 2 pl
2,5 M NaOH in kurze Oligomere hydrolysiert. Die Ansatze wurden
gevortext, kurz abzentrifugiert und 15 min bei 37 °C fiir die Hydrolyse
im Mastercycler Gradient inkubiert. Um die Lésung zu neutralisieren
wurden im Anschluss 10 pl 2 M HEPES hinzugegeben, gevortext und
wiederholt zentrifugiert. Im Anschluss daran folgte eine Aufreinigung
der markierten cDNA TtUber eine Saule des illustra CyScribe GFX
Purification Kits (GE Healthcare, Cat no. 27-9606-02).

13.11.2 Aufreinigung der markierten cDNA

Die Aufreinigung der markierten cDNA erfolgte mit dem illustra
CyScribe GFX Purification Kit. Zundchst wurden hierzu 500 pul Capture
Buffer auf die Saule pipettiert, die Markierungsansatze hinzugegeben
und vorsichtig mit der Pipette gemischt. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit der Cyanin Farbstoffe wurden die folgenden
Schritte mdglichst lichtgeschiitzt durchgefihrt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt fir 30 sec bei 13000 U/min, wobei die cDNA an
die Sdulenmatrix bindet. Der Durchfluss wurde anschliefSend verworfen
und nach der Zugabe von 600 pl Waschpuffer wieder fir 30 sec bei
13000 U/min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und
der Waschschritt weitere zweimal wiederholt. Danach erfolgte die
Eluation der markierten target cDNA in ein neues Reaktionsgefafs,
indem 70 pl 70 °C warmer Elutionspuffer auf die Saule gegeben, fir 5
min bei RT inkubiert und fir 1 min bei 13000 U/min zentrifugiert
wurde. Das markierte cDNA enthaltende Eluat konnte bis zur

Hybridisierung lichtgeschutzt auf Eis gelagert werden.
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13.11.3 Uberpriifung der Markierungsreaktion

Um die Effizienz der Markierungsreaktion bewerten zu kénnen, wurde
ein Wavelength scan mit der markierten cDNA mit Hilfe des Nanodrops
durchgefiihrt. Die Absorbtionsmaxima von eingebautem Cy3/Cy5 liegen

bei 550/650 nm, von freiem Cy3/CyS bei ca. 520/600 nm.

13.11.4 Hybridisierung der cDNA

Die Hybridisierung der probes mit der markierten target-cDNA erfolgte
vollautomatisch mit dem Automated Slide Processor (ASP Lucidea,
Amersham Pharmacia Biotech). Vorbereitend wurde die target-cDNA
denaturiert und die bendétigten Hybridisierungskammern des ASP
gespult. Die Denaturierung der target-cDNA erfolgte durch 5 minttiges
Inkubieren bei 95 °C, anschliefRender Abkuhlung auf Eis und der
Zugabe von 50 pl Microarray Hybridization Buffer des Cyscribe First
Strand cDNA Labeling Kits (Amersham Biosciences), sowie 110 pl
100 % (v/v) Formamid. Der Ansatz wurde gemischt, bei 13000 U/min
kurz abzentrifugiert und lichtgeschtuitzt auf Eis gelagert. AnschliefSend
wurden 200 pl des Hybridisierungsansatzes mit einer Hamiltonspritze
in die Hybridisierungskammer des ASP, in welche bereits ein

gespotteter DNA-Microarray eingespannt wurde, injiziert.

13.11.5 Quantifizierung der Microarraydaten mit GenePix Pro 6.0

Zur Verarbeitung der Hybridisierungsdaten wurden diese mit dem
Scanner GenePix 4000B (AXON Instruments, Union City) und dem
Programm GenePix Pro 6.0 visualisiert. Bereits wahrend des Scannens
erfolgte bei Verwendung der PCR-basierenden DNA-Microarrays eine
erste Normalisierung der Arraydaten Uber Kontroll-Proben der sog.
Scorecard. Hierbei handelt es sich um spezifische DNA, welche mit den
probes gespottet wurde. Diese DNA wurde mit spezifischer RNA, die als
spike mix dem Markierungsansatz hinzugefliigt wurde, hybridisiert. Da

die beiden den Markierungsansatzen hinzugefligten Kontrollen eine
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Fluoreszenzintensitatsverhéltnis von 1:1 ergeben sollten, wurde bei dem
Prescan die Scanstarke (PMT 635 nm — Cy5; PMT 532 nm - Cy3) fur die
beiden Farbstoffe anhand der Fluoreszenz der Kontrollen ermittelt.
AnschliefSend erfolgte der Hauptscan. Fur die Quantifizierung der
Fluoreszenzwerte jedes einzelnen Spots in GenePix wurde zunéchst mit
der Software eine Art Schablone auf den Chip gelegt, womit jedem Spot
die entsprechende Annotation zugewiesen und der auszuwertende
Bereich festgelegt wurde. Mit Hilfe eines eigens daflir entwickelten
Computerprogramms  (Ehrenreich, unveroéffentlicht) wurde die
Schablone, basierend auf einer Excel-Tabelle (Microsoft, Redmond,
USA), in Form eines gal files generiert. Die Ausrichtung dieser
Schablone wurde fir jeden einzelnen Spot manuell Uberpruft. Die
Berechnung der Fluoreszenzwerte, des Hintergrunds und der
Standardabweichung des Hintergrunds fiir beide Farbstoffe, sowie des
Ratio of Medians, Ratio of Means und dem Regression Ratio erfolgte fur
jeden Spot automatisch durch das Programm GenePix Pro. Bei den
Ratio of Medians, Ratio of Means und dem Regression Ratio handelt es
sich um jeweils unterschiedliche mathematische Ansatze zu Ermittlung
des mittleren Expressionswertes eines Spots. Jeder Spot besteht aus
einer Vielzahl von einzelnen Bildelementen (Pixel), flir welche jeweils ein
Wert der Pixel-Intensitdt fir die Wellenldnge 1 (I[P, A1) und der Pixel-
Intensitat fur die Wellenlénge 2 (IP,A2) vorliegt. Die Intensitdten der zwei
Wellenldngen, der den definierten Spot umgebenden Hintergrund-Pixel
werden ebenfalls mit einbezogen (IBAl1 und IB,A2). Das mittlere
Fluoreszenzverhédltnis eines Spots wird aus den einzelnen Pixel-
Intensitdten berechnet. Der Ratio of Medians, der dem geometrischen
Mittel entspricht, wird haufig zur Berechnung von Mittelwerten
herangezogen, da starke Abweichungen einzelner Werte aus

mathematischen Grinden das Endergebnis weniger beeinflussen.

Ratio of Medians:

{(IP, lZ)n}med - {(IB, /12)n}med
{(IP, ﬂl)n}med - {(IB, ﬂl)n}med
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Der Ratio of Means hingegen kann mehr von starken Abweichungen

einzelner Werte beeinflusst werden.

Ration of Means:

S (Iroi2— {5 12 s

i=1
n

Z<IP, A= {(IB, Al)m}med>i

i=1

Fur die Berechnung des Regression Ratios ist eine Definition von Pixel,
die zu dem eigentlichen Spot gehéren, und Hintergrund-Pixel durch die
Schablone nicht nétig. Jeder Pixel innerhalb des zweifachen
Spotdurchmessers, unabhangig von seiner Position, wird einbezogen.
Das Verhaltnis der beiden Wellenldngen zueinander wird mittels
linearer Regression zwischen den zwei sich ergebenden Pixelwolken
ermittelt.

Die Ergebnisse konnten in Form einer Datentabelle und eines
Scatterplots eingesehen werden. An dieser Stelle erfolgte eine weitere
Normalisierung der Daten. Unter der Voraussetzung, dass sich unter
den zu vergleichenden Bedingungen nur die Expression einzelner Gene
verdndert und die Expression eines Grofdteils der Gene unverandert
bleibt, wurde im Scatterplot die Hauptwolke der Gene auf die
Winkelhalbierende gelegt, also in den Bereich eines Regulationsfaktors
von 1. Eine logarithmische Auftragung der Expressionswerte vereinfacht
dieses Verfahren zusatzlich, da Spots mit einem Expressionsfaktor von
anndhernd 1 gestaucht werden und sich die Dichte der Hauptwolke der

Daten erhoht.

13.11.6 Analyse der Transkriptionsdaten

Fur die weitere Bearbeitung wund Analyse der normalisierten
Transkriptionsdaten wurden diese aus GenePix Pro in das Programm
Excel (Microsoft, Redmond, USA) exportiert. Hier wurden samtliche

Daten auf Qualitdt und somit Aussagekraft Uberpruft. Alle Daten
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wurden daraufhin gefiltert, dass die Fluoreszenzsignale fir Rot und
Grin selbst, und nach Abzug der Standardabweichung des
Hintergrundes einen Wert grofSer Null besafsen. Ein weiteres Merkmal
fir die Qualitdt eines Spots war, dass die nach unterschiedlichen
mathematischen Verfahren berechneten Expressionsverhéltnisse, Ratio
of Medians, Ratio of Means und der Regression Ratio, fur einen Spot
nicht mehr als 30 % voneinander abweichen. Bei starken Diskrepanzen
dieser Werte, kann man methodische Artefakte nicht ausschliefsen. Im
Anschluss an die Evaluation der Daten wurden alle ORFs, deren
Expression sich unter den jeweiligen Bedingungen mindestens um

einen Faktor 3 dnderte, herausgefiltert.

14. Sequenzanalyse

Nachdem die Sequenzierung, Editierung und Uberpriifung der
Assemblierung durch das Goéttinger Genomics Laboratory (G2L, Sonja
Volland) abgeschlossen war, wurde versucht alle in G. oxydans
DSM3504 vorkommenden Gene zu identifizieren. Die Vorhersage aller
potentiellen Gene in einem Organismus wird als ORF-Vorhersage
bezeichnet. Dieses wurde mit entsprechenden Computeralgorithmen
durchgefihrt. Anschlieffend erfolgte die Annotation, wobei versucht
wurde jedem ORF eine Funktion zuzuordnen, die das aus dem Gen

resultierende Protein beschreibt.

14.1 ORF-Korrektur

Die ORF-Vorhersage ist der erste kritische Schritt, der die Grundlage
der Annotation bildet. Da die Daten eines Genoms zu grofs und zu
vielfaltig sind um dieses per Hand durchzufiihren, wurden dafur
Computer Programme herangezogen. Samtliche ORF
Vorhersageprogramme flir Prokaryoten basieren auf dem Auffinden von
Start- (ATG, GTG, TTG) und Stopcodons (TAA, TGA, TAG) in allen sechs
Leserahmen. Mit Hilfe der Algorithmen werden solche Bereiche

festgelegt, die zwischen Start und Stop auf demselben Leserahmen eine
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bestimmte Groéfde erreichen (z. B. 90 bp, also 30 Codone). Dartiber
hinaus wird Uberprift, ob eine potentielle Ribosomenbindestelle
vorhanden ist.

Alle ORF-Vorhersageprogramme haben gemein, dass entweder zu viele
(overprediction) oder zu wenig ORFs identifiziert werden, was eine
manuelle Nachbearbeitung der identifizierten offenen Leserahmen
unerlasslich macht. Das ORF-Finding wurde vom Go6ttinger Genomics
Laboratory (G2L, Sonja Volland) durchgefiihrt. Fluir die anschliefSende
ORF-Korrektur wurde die frei erhéaltliche Software Artemis (Rutherford
et al.,, 2000), http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis) eingesetzt.
Artemis ist ein Programm zur Sequenzvisualisierung und Annotation.
Es ist moglich, sich damit alle potentiellen ORFs darstellen zu lassen.
Berticksichtigt wird dabei aber lediglich ein definierter Bereich (z. B. 30
Codons) zwischen einem Start- und einem Stopcodon, der in einem
einzigen der sechs moglichen Leserahmen liegt. Mit Artemis ist es
jedoch auch moglich, sich die aus dem potentiellen ORF ergebende
Proteinsequenz anzeigen zu lassen und diese mit der NCBI-
Sequenzdatenbank (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/) abzu-

gleichen.

14.2 Genomweite Annotation mit ERGO

Die Annotation hat zum Ziel, jedem aus einem Gen resultierenden
Protein eine Funktion zuzuordnen. Zur Erleichterung dieser Arbeit gibt
es verschiedene Computerprogramme wie PEDANT, MAGPIE, oder
ERGO. Im Institut fuir Mikrobiologie und Genetik der Universitat
Gottingen hat man das Programm ERGO etabliert (Fa. Integrated
Genomics, Chicago; http://www.integratedgenomics.com/; (Overbeek et
al.,, 2003). Es handelt sich dabei um eine lokal installierte Version, so
dass auch noch nicht veréffentlichte und sich noch in Bearbeitung
befindende Projekte dort eingespeist werden koénnen. Neben der
Moglichkeit zur Annotation bietet ERGO noch eine Vielzahl weiterer
Funktionen zur Sequenzanalyse. Bei der Annotation von G. oxydans

wurden die ermittelten ORFs in ERGO eingelesen. Zum Einen berechnet
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das Programm mittels FASTA die Ahnlichkeiten aller G. oxydans-ORFs
zu Sequenzen der internen ERGO-Datenbank, wobei dieses sowohl auf
Nukleotid, als auch auf Proteinebene geschieht. Dartiber hinaus fihrt
ERGO auch einen BLAST aller ORFs mit der externen NCBI-Datenbank
durch. Der externe NCBI-Sequenzabgleich umfasst eine Vielzahl von
Nukleotid- und  Proteinsequenz-Datenbanken wie die PDB-
(http:/ /www.rcsb.org/), SwissProt- (http://www.expasy.org/sprot/),
Pir- (http://pir.georgetown.edu/), EMBL- (http://www.ebi.ac.uk/embl/)
und die GenBank-Datenbank (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/). Auf diese Art und Weise wurde jedem ORF aus G. oxydans
eine Funktion zugeordnet, basierend auf den Ahnlichkeiten zu bereits
bekannten Genen und Proteinen. Wenn keine Ahnlichkeiten zu bereits
bekannten Sequenzen vorhanden waren, bezeichnete das Programm
den entsprechenden ORF als hypothetisch. Diese automatische
Annotation ist in der Regel jedoch nicht ausreichend und mit zu vielen
Fehlern behaftet. Daher war es notwendig jeden einzelnen ORF zu
Uberprifen. Eine Fehlerquelle der automatischen Annotation ist z. B.,
dass ERGO dem betrachteten ORF die Funktion desjenigen Proteins
zuwies, das den héchsten Ahnlichkeitswert (Smith-Waterman-Score)
zum betrachteten ORF aufwies. Gerade bei geringer Homologie, also
einem niedrigen Smith-Waterman-Score, zeigte sich jedoch, dass die
dem ORF zugewiesene Funktion oft zu ungenau oder aber zu speziell
war (Waterman, 1984). Bei der Uberpriifung der automatischen
Annotation wurde die dem ORF zugewiesene Funktion mit den
Funktionen der homologen Proteine verglichen. Dabei wurden zunéchst
die Ahnlichkeitswerte tberpriift. Um die Signifikanz eines Alignments
zu bestimmen wurde ein weiterer Wert in Betracht gezogen - der E-
Value. Der E-Value gibt die Anzahl der Sequenzen wieder, die bei einer
zufélligen Datenbanksuche mit gleicher Querysequenzldnge und
Datenbankgréfse den gleichen Score, wie der beobachtete, erreicht. Je
niedriger der E-Value , desto signifikanter ist das Alignment. Eine
signifikante Homologie zwischen zwei Proteinsequenzen wird im
allgemeinen definiert als eine Proteinidentitat grofSer als 30 % bei einer

Uberlappung (Alignment), von mehr als 60 % der Eingabe (query)- und
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der Vergleichssequenz (subject). Insbesondere wurde darauf geachtet,
ob sich unter den homologen Proteinen eines betrachteten G. oxydans-
ORFs auch eines (oder mehrere) befand, das bereits biochemisch
charakterisiert war. Bei einer entsprechend hohen Homologie wurde
dem ORF dessen Funktion vorrangig zugewiesen. Oft wurde auch noch
einmal ein BLAST mit der NCBI-Datenbank durchgeftihrt und das
Ergebnis mit der Annotation verglichen. Gegebenenfalls erfolgte eine

manuelle Anderung der bestehenden Annotation.
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III. Ergebnisse

1. Etablierung eines markerfreien Deletionssystems in

Gluconobacter oxydans mittels des upp-Gens

Aufgrund der biotechnologischen Relevanz von Gluconobacter
oxydans ist es von grofier Bedeutung molekulare Mechanismen
verstehen zu kénnen. Ein wichtiger Schritt in diese Richtung ist die
Etablierung eines markerfreien Deletionssystems, welches Ziel dieser
Arbeit war. Mit dessen Hilfe kdonnten kronkrete Aussagen Uiber den
Zentralstoffwechsel sowie uber die membranstdndigen
Dehydrogenasen getroffen werden.

Bisher erfolgten Deletionen durch den Austausch des zu
deletierenden Gens durch ein Antibiotika-Resistenzgen (Hélscher and
Gorisch, 2006; Hélscher et al., 2007). Jedoch kénnen durch diese
Vorgehensweise polare Effekte auf die ,downstream” Region nicht
ausgeschlossen werden. Hinzu kommt, dass Mehrfachmutationen
erschwert werden, da die Anzahl von Antibiotika-Resistenzgenen
begrenzt ist. Auflerdem ist die Verwendung eines Antibiotikums in
industriellen Fermentationen sehr selten.

In vielen Bakterien, Archaeen und in Eukaryonten werden in
Deletionssystemen Gene aus dem Purin und Pyrimidin Stoffwechsel
fur Gegenselektionen eingesetzt. Darunter befinden sich die Gene upp
(kodiert fur eine Uracil-PRTase), pyrE/uraS (kodiert fiir eine Orotat-
PRTase), hprT (kodiert fir eine Hypoxanthin-PRTase) und pyrF/ura3
(kodiert fuir eine Orotidin-5-Phosphat Decarboxylase). Mit Hilfe dieser
Gene wurden in unterschiedlichen Organismen Deletionssysteme
aufgestellt (Boeke et al., 1984; Boeke et al., 1987; Peck et al., 2000;
Fabret et al., 2002; Bitan-Banin et al.,, 2003; Pritchett et al., 2004;
Kristich et al., 2005).

Das Prinzip beruht auf dem Einbau toxischer Basen-Analoga in den
Nukleotidstoffwechsel. Dabei spielen die Phosphoribosyltransferasen

(PRTase) eine entscheidene Rolle, indem sie freie Purin- oder
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Pyrimidinbasen in ihre korrespondierende Nukleotid-Monophosphate
umwandeln. Zusatzlich kénnen PRTasen Basenanaloga (z.B. 5-
Fluorouracil) in den Stoffwechsel einschleusen, was einen toxischen

Effekt auf die Zelle austiben kann (Abb.III.1).

upp L RPP
Uracil Phosphoribosyl Transferase (UPRTase) Uracil Phosphoribosyl Transferase (UPRTase)

] [ B N o AN I B N

Uracil | <—» [UMP (Uridinmonophosphat) | Uracil | <«><» | UMP (Uridinmonophosphat)
Uracil Phosphoribosyl Transferase (UPRTase) | Uracil Phosphoribosyl Transferase (UPRTase)

1 1 1 . . r
5-Fluorouracil i <+ S—F‘luoro—UMPi 5-Fluorouracil i <« <> iS—FIuoro—UMP

Abb.III.1: Ubersicht der Wirkungsweise von der Uracil Phosphoribosyl Transferase
(UPRTase); Uracil wird mittels der UPRTase zu Uridinmonophosphat (UMP)
umgewandelt. Ist 5-FU im Medium enthalten, so kann dies durch die UPRTase zu
5-fluoro-UMP umgewandelt werden, welches zu 5-fluoro-dUMP reagiert. 5-dUMP ist
ein starker Inhibitor der Thymidylat Synthase, welche essentiell flir die DNA-

Reparatur und Replikation ist.

Eine PRTase-Mutante ist resistent gegentiber dem Analogon, da der
Antimetabolit nicht in den Stoffwechsel eingeschleust wird. Durch
das Einbringen einer funktionalen Kopie vom Gen der PRTase in die
Zelle, mittels PCR-Produkt oder Plasmid, wiirde die Basis fir eine
Gegenselektion geschaffen werden.

In dieser Arbeit wird das Gen upp zur Gegenselektion verwendet. Das
Gen upp kodiert dabei fir die Uracil-Phosphoribosyltransferase
(UPRTase), ein Schlusselenzym fiir die Verwertung von Uracil. Mittels
der UPRTase wird Uracil zu Uridinmonophosphat (UMP) umgesetzt,
ein wichtiges Zwischenprodukt der Pyrimidinbiosynthese. Das
toxische Basenanalogon S5-Fluorouracil (5-FU) wird ebenso von der
UPRTase verwertet, wodurch 5-Fluorouridinmonophosphat (5-Fluoro-
UMP) entsteht (Abb.III.1). Dieses 5-Fluoro-UMP reagiert weiter zu
S-Fluorodesoxyuridinmonophosphat (5-Fluoro-dUMP), welches an
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das Enzym, die Thymidylat-Synthase, bindet und sie inaktiviert.
Diese Enzyminaktivierung bewirkt, dass kein Thymidylat (dTMP)
mehr aus Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) umgewandelt werden
kann. Thymidylat ist ein wichtiges Zwischenprodukt fiir die Synthese
von Thymidin, welches ein wichtiger Bestandteil der DNA ist.
Infolgedessen ist die DNA-Reparatur sowie die Replikation gehemmt.
Diese Gegenselektion durch 5-FU wird in dieser Arbeit als Grundlage
fur die Etablierung eines markerfreien Gen-Deletionssystems
eingesetzt, indem das upp-Gen deletiert und in trans zur
Gegenselektion verwendet wird.

Mit diesem Prinzip konnte eine markerfreie Deletionsmethode fur G.
oxydans 621H sowie fur den G. oxydans DSM7145 aufgestellt
werden. In Abb.III.2 wurde die bisherige Insertions-Methode mit Hilfe
einer Antibiotika-Resistenzgen-Kassette gegentiber der in dieser
Arbeit neu entwickelten markerfreien-Gendeletions Methode

dargestellt.
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ADbb.III.2: GegenUberstellung der Insertionsdeletions-Methode mit der in dieser
Arbeit entwickelten markerfreien-Gendeletions Methode; 1. Darstellung der
Deletionsplasmide und der ersten Rekombination; 2. Schema der zweiten
Rekombination, wobei II. / III. den Wildtyp und I. / IV. den gewlnschten
Mutantenzustand widerspiegelt
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1.1 Uberpriifung der Sensitivitit von 5-Fluorouracil (5-FU)

Der erste Schritt zur Etablierung des upp-Deletionssystems war die
Uberpriifung der Sensitivitdt von 5-Fluorouracil in G. oxydans 621H
und G. oxydans DSM7145. Dafiir wurde eine Testreihe in Flussig-
sowie in Festmedium mit unterschiedlichen 5-FU Konzentrationen
durchgefihrt. Die gewahlte Ausgangskonzentrationen von 5-FU
betrug 1ug/ml, wobei eine Steigerung bis 200ug/ml erfolgte. Anhand
der Ergebnisse der Testreihen (Daten nicht gezeigt) konnte eine
toxische Endkonzentration von 50ug/ml 5-FU fur G. oxydans 621H
sowie 60ug/ml 5-FU fur G. oxydans DSM7145 festgelegt werden.

1.2 Deletion des upp-Gens (Gox0327) in G. oxydans 621H und
G. oxydans DSM7145

Nach der Uberpriifung der Sensitivitdt von 5-FU wurde das upp-Gen
in den beiden Stdmmen G. oxydans 621H und G. oxydans DSM7145
deletiert. Die Deletion des upp-Gens bewirkt eine Resistenz gegentiber
5-FU und somit wurde eine Grundvoraussetzung fir die Etablierung
eines neuen markerfreien Deletionssystem in G. oxydans geschaffen.
Fuar die Deletion von upp wurde als erstes eine Deletionsfusion

konstruiert (s. 1.2.1).

1.2.1 Herstellung der Deletionsfusion (upp-up/upp-do) von upp
(Gox0327)

Fur die Deletion des upp-Gens (Gox0327) wurde das upp-upstream
und das upp-downstream Fragment mittels getrennten PCR-
Reaktionen amplifiziert. Die Tab.Illl.1 beinhaltet die jeweiligen
verwendeten Primer und die daraus entstehenden Gréfien der
Flanken. Die Primer wurden so konstruiert, dass die jeweils dufSeren
Primer Restriktionsschnittstellen besafsen und die jeweils inneren

Primer-Extensions, welche revers komplementar zueinander waren.
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Tab.Ill.1: Primer fir die Deletion von Gox0327 (upp)

Fragment Primer Grofde in bp

upp-up Gox0327do rev 1008
Gox0327Xbaldo fwd

upp-do Gox0327up fwd
1095
Gox0327HindlIIup rev

Nach der Amplifikation sowie der Aufreinigung der PCR-Produkte
wurden die up-/do-Fragmente in einer Fusions-PCR mit den aufSeren
Primern Gox0327Xbaldofwd / Gox0327Hindllluprev fusioniert. Da
bei einer Fusions-PCR meist mehrere Produkte entstehen koénnen,
wurde die gewulnschte Gréfse mit 2,1 kb ausgeschnitten und

anschliefSend aufgereinigt.

1.2.2 Herstellung des Plasmids pAJ35 fiir die Deletion von
Gox0327 (upp)

Fur den Transfer der Fusion Gox0327 zur Deletion des upp-Gens in
G. oxydans 621H sowie G. oxydans DSM7145 wurde die Fusion
Gox0327up/do in den Vektor pkl9mobsacB kloniert. Als erstes
wurde die Fusion sowie pkl9mobsacB mit den Restriktionsenzymen
Xbal und Hindlll verdaut. Nach dem Verdau des Vektors erfolgte eine
Dephosphorylierung um eine Religation zu vermeiden. Im Anschlufs
wurden die verdauten Fragmente sowie der Vektor ligiert, der
Ligationsansatz in E. coli S-17 transformiert und anschliefSend auf
LB-Platten mit 50pg Kanamycin (LBkm) ausgestrichen. Die
erhaltenen Transformanten wurden auf eine Insertion der upp-Fusion
Uber eine Kolonie-PCR Uberprift. Bei positiven Transformanten mit
der richtigen Grofde der Fusion wurde das Plasmid isoliert. Danach
erfolgte ein Probeverdau mit den Enzymen Xbal und HindlIl und die
Sequenzierung der Gox0327up/do-Fusion. Das entstandene Plasmid

wurde pAJ35 genannt (Abb.III.2).
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1.2.3 Konjugation von pAJ35 in G. oxydans 621H und G.oxydans
DSM7145

Im Anschluss an die Konstruktion des Plasmids pAJ35 erfolgte
dessen Transfer in G. oxydans 621H sowie in G. oxydans DSM7145.
Dazu wurde das Plasmid mit Hilfe des diparentalen mating in die
beiden Stimme konjugiert. Die Uberpriifung der ersten
Rekombination erfolgte mittels eines plasmid- sowie Chromosomen
spezifischen Primer. Danach wurde die zweite Rekombination
eingeleitet, wobei die Integrante in Vollmedium mit 10uM Thymidin
(VM(M)Thy) angezogen und den ndchsten Tag auf VM(M)Thy-5-FU-
Platten ausplattiert wurde. Die Inkubation der Platten erfolgte fur 2-4
Tage bei 30°C. Die erhaltenen Konjuganten wurden anschliefsend auf
die Deletion des upp-Gens uberprift. Dazu wurden die beiden
Kontrollprimer Gox0327checkrev und Gox0327checkfwd verwendet.
Die gewlnschte PCR-Bande hatte eine Grofde von 2,7 kb, wobei die
Wildtypbande 3,4 kb aufwies (Abb.III.3). Die Konjuganten, mit den
FragmentgrofSen der Mutanten, wurden im Anschlufs sequenziert und

Glycerinkulturen angelegt.
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ADbb.III.3: Konstruktion einer G. oxydans 621H Aupp sowie einer G. oxydans
DSM7145 Aupp Mutante: 1. Amplifikation der up / do Fragmente von Gox0327
(upp); Fusion der up / do Fragmente; Klonierung der Fusion in pk19mobsacB, das
resultierende Plasmid wurde mit pAJ35 benannt. 2. 1% iges Agarosegel mit
aufgetrennten PCR-Produkten der Kontroll-PCR: Primerpaar Gox0327checkfwd -
Gox0327checkrev; M=GeneRuler 1kb DNA Ladder; Spur 1: Template chromosomale
G. oxydans 621H DNA; Spur 2: Template chromosomale G. oxydans DSM7145
DNA; Spur 3: Template G. oxydans 621H Aupp; Spur 4: Template G. oxydans
DSM7145 Aupp; Wildtypbande bei 3,4kb (Spur 1/ 2), Mutantenbande (Spur 3/4)
2,7kb 3. genetische Orientierung: a. zeigt den Wildtypzustand b. die Mutante

1.2.4. Wachstumsverhalten der Uracil-Phosphoribosyltransferase

Mutanten (G. oxydans 621H Aupp und G. oxydans DSM7145
Aupp)

Die Thymidin-Biosynthese wurde in den beiden Uracil-
Phosphoribosyltransferase Mutanten (G. oxydans 621H Aupp und
G. oxydans DSM7145 Aupp) durch die Deletion des upp-Gens

gehemmt. Dadurch ist der Organismus nicht mehr in der Lage
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Thymidin selber zu synthetisieren. Dem Medium wurde deswegen
stets Thymidin hinzugegeben. Um die Uberlebensfihigkeit der
Mutanten im Vollmedium zu untersuchen, wurden einige Testreihen
mit unterschiedlichen Thymidin-Konzentrationen durchgefiihrt
(Daten nicht gezeigt). Daraufhin wurde eine Endkonzentration von
10uM Thymidin festgelegt, die den upp-Mutanten mit ins Medium
gegeben wurde. Jedoch ist hier anzumerken, dass ein Vollmedium,
bestehend aus Hefeextrakt sowie Trypton, selber Thymidin enthalt,
wodurch die exakte Angabe von Thymidin schwanken kann.

Die Untersuchung, inwieweit sich die Wildtyp-Stdmmen von den
Uracil-Phosphoribosyltransferase Mutanten (Aupp-Stammen)
hinsichtlich des Wachstumsverhaltens im Vollmedium
unterscheiden, war wichtig, da in vielen Folgeexperimente der Aupp-
Stamm als Referenzstamm diente. Ein bereits genannter Unterschied
war der Defekt der Thymidin-Biosynthese in der upp-Mutante und die
daraus entstehende 5-FU Sensitivitéat.

Fur weitere Untersuchungen wurden Wachstumsversuche mit den
Wildtypen wund den Uracil-Phosphoribosyltransferase Mutanten
vorgenommen. Da fast alle Folgeexperimente im Vollmedium
durchgefihrt wurden, diente hier das Vollmedium  mit
unterschiedlichen Kohlenhydrat-Quellen als Basis.

Die Wachstumskurven mit den Wildtypen G. oxydans 621H und
G. oxydans DSM7145 sowie deren Mutanten G. oxydans 621H Aupp
und G. oxydans DSM7145 Aupp zeigten auf den verwendeten Medien
mit den unterschiedlichen Kohlenhydrat-Quellen (Mannitol,
Gluconat, meso-Erythritol, Xylose und Glycerin) keinen
Wachstumsunterschied auf. Einige Wachstumkurven von G. oxydans
621H und deren upp-Mutante sind in (Abb.III.4) dargestellt. Da kein
Wachstumsunterschied beobachtet werden konnte, diente die upp-

Mutante als Ausgangstamm flir weitere Deletionen.
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Abb.II1.4: Wachstumskurven von G. oxydans 621H und der Uracil-
Phosphoribosyltransferase Mutante (G. oxydans 621H Aupp); Wachstum auf
Glycerin: G. oxydans 621 (¢), G. oxydans 621H Aupp (w); Wachstum auf meso-
Erythritol: G. oxydans 621H (A); G. oxydans 621H Aupp (x); Wachstum auf
Mannitol: G. oxydans 621H (0), G. oxydans 621H Aupp (8)

1.3. Konstruktion eines Deletionsvektors mit Hilfe des upp-Gens

Der nachste Schritt zur Etablierung eines Deletionssystems war den
Deletionsvektor zu konstruieren. Die wichtigste Eigenschaft dabei
war, dass der Deletionsvektor das upp-Gen aus G. oxydans 621H
besitzt, welches fiir eine aktive UPRTase kodiert.

Far die Konstruktion des Deletionsvektors wurden zuerst
unterschiedliche Fragmentgréfsen, welche das upp-Gen beinhalten,
aus G. oxydans 621H amplifiziert und anschliefSend in die Vektoren
pkl9mobsacB und pkl8mobGIl kloniert. Danach wurde die
Funktionalitdt der UPRTase (s.1.3.1) Uberprift und das intakte upp-
Fragment in den Vektor pk18mobGII kloniert (s.1.3.2).

1.3.1 Funktionalitat der UPRTase

Ziel war es, das upp-Gen mit der eigenen Promotorregion aus

G. oxydans 621H in den Deletionsvektor zu klonieren. Anhand der
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DNA-Sequenz konnte mit Hilfe des Programms Softberry (Softberry
Inc., Mount Kisco / USA, http://www.softberry.com) kein eigener
Promotor vor dem upp-Gen (Gox0327) von G. oxydans 621H
nachgewiesen werden. Eine genaue Betrachtung der upp-Region
Supstream* sowie ,downstream® liefS den SchlufS zu, dass es sich
hierbei um ein Operon bestehend aus drei Genen (Gox0328,
Gox0327, Gox0326) handeln koénnte. Hierbei wurde vor dem Gen
Gox0328, welches fur einen transkriptionellen Regulator kodiert, eine
Promotorsequenz ermittelt (Abb. III.5). Diese wéare, wenn es sich um
ein Operon handeln wiirde, auch die Promotorsequenz von dem upp-

Gen.

ggtgtcaggc caacaccgca accgccaccg gtctgcocccgt tcgggcoccgca actctgggtc atgoctggttco
ccacagtccg gttgtggcocgt tggcggtggc cagacgggca agcccggcgt tgagacccag tacgaccaag
Cesssnssnssnssnssnssnsnnsnnons GORD3I2B.vsevsensenssnssnssnssncnnens <<
p t 1 g v g ¢ 9 g g t g g n p g c S gt m

tccggaaaat ctgaaaggcg tcottctgacg atgtatgaaa gcgcggccgt attttgtcac gcatcttaag
aggcctttta gactttccgc agaagactgc tacatacttt cgcgcocggca taaaacagtg cgtagaattc
-35 -10

Abb.III.5: Vermutliche Promotorsequenz von Gox0328; dargestellt ist der DNA-
Bereich vom Anfang des transkriptionellen Regulators (Gox0328) und die daraus
resultierende Aminosdurensequenz; unterstrichen sind jeweils die -35 sowie die -10

Region,

Da vor dem upp-Gen (Gox0327) sowie Gox0326 keine
Promotorsequenz nachgewiesen werden konnte, wurden erstmal
unterschiedliche  upp-FragmentgrofSen — amplifiziert  (Abb.IIL.6).
Dadurch sollte die richtige FragmentgréfSe bestimmt werden, die
ausreicht, um das upp-Gen mit seinem eigenen Promotor korrekt zu
exprimieren. Die Tab.II.2 beinhaltet die jeweils verwendeten
Primerpaare sowie die Grofie der entstehenden unterschiedlichen

upp-Fragmente, die untersucht wurden.
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Tab.Ill.2: Primerpaare zur Amplifikation und die daraus entstehenden Gréfien von

uppl-upplV
Template-DNA Primerpaar Fragment Grofse bp
Gox0328Xbalfwd
uppl 1220
Gox0327HindlIrev
Gox0328Xbalfwd
h 1 uppll 1560
chromosomale Gox0326Hindlllrev
G. oxydans
Gox0328Xbalfwd 1
621H DNA upplll 1640
Gox0327HindlIrev
Gox0328Xbalfwd 1
upplV 2000
Gox0326HindllIrev

Das wuppl-Fragment besteht aus Gox0328 mit der eigenen
Promotorregion sowie aus dem upp-Gen (Gox0327). Damit weist es
eine Grofle von ca. 1,2 kb auf und zahlt somit zu der kleinsten
gewdhlten Fragmentgréfse. Zusétzlich zu uppl besitzt das uppll noch
das Gen Gox0326, welches fir ein hyphothetisches Protein kodiert
und vermutlich Bestandteil des Operons ist. Das upplll-Fragment
setzt sich aus uppl und einer verlangerten upstream-Region von
Gox0328 zusammen. Die letzte Fragmentgrofse upplV besteht aus
upplll sowie dem Gen Gox0326 (Abb. III.6).

Die unterschiedlichen FragmentgréfSen wurden in zwei Vektoren
pk19mobsacB und pkl8mobGII kloniert. Als Vereinfachung fir die
Klonierung wurden die Restriktionsschnittstellen so gewahlt, das mit
den selben Restriktionsenzymen (Xbal, Hindlll) gearbeitet werden

konnte.
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Abb.III.6: Schematische Darstellung der unterschiedlich gewdhlten
Fragmentgréfen zur Untersuchung der Funktionalitdit der UPRTase fur die
Konstruktion des Deletionsvektors 1. Anordnung von Gox0327 2. die
unterschiedlichen Fragmentgrofien von uppl - uppIV

Nachdem die upp-Fragmente sowie die Vektoren verdaut wurden,
erfolgte die Ligation. AnschliefSend wurden die Ligationsansétze in
E. coli DHSa transformiert und das Inserts mittels PCR Uberprift.
Nach der Konjugation durch triparentales mating in G. oxydans 621H
Aupp wurden die Konjuganten auf Vollmedium mit Kanamycin und
Cefoxitin ausgestrichen. Die Uberpriifung der Konjugation erfolgte
mittels plasmidspezifischen Primern. Fiar den eingesetzten
pkl9mobsacB wurde das Primerpaar pKl19mobsacBcheckfwd /
pK19mobsacBcheckrev sowie fir den pkl18mobGII das Primerpaar
18GlIcheckfwdl /  18GlIcheckrevl verwendet. Die daraus
resultierenden Stdmme sind in der Tab.III.3 aufgelistet.

AnschliefSend wurde die Funktionalitit der UPRTase mittels
Wachstumstest auf unterschiedlichen N&hrmedien uberpruft. Es
wurden drei unterschiedliche Plattentypen, mit und ohne Zugabe von
Kanamycin sowie 5-Fluorouracil, fir dieses Experiment verwendet
(Tab.IlI.3). Durch die Zugabe von Kanamycin wurde auf das Plasmid
selektiert. Die Stdmme, die auf 5-Fluorouracil gewachsen sind,

besitzen ein deletiertes bzw. ein defektes upp-Gen. Alle anderen



III. Ergebnisse 65

verfigen Uber eine intakte UPRTase. Als Kontrollen wurden die

Wildtypstdmme sowie die upp-Mutanten mitgeftiihrt.

Tab.lll.3: Wachstum auf unterschiedlichen N&hrmedien; VM=Vollmedium,
CEF=Cefoxitin, km=Kanamycin, FU=5-Fluorouracil. Aufgelistet sind die Stdmme
ohne und mit Plasmid; uppl-upplV gibt die unterschiedlichen Fragmentgréfien von
der upp-Region an

Stamme VM VM/CEF/Km VM/CEF/FU
G.oxydans 621H + - -
G.oxydans DSM7145 + - -
G.oxydans 621H Aupp + - +
G.oxydans DSM7145 Aupp + - +

G.oxydans 621H Aupp

pAJ46 pkmobsacB uppl + + -
pAJ47 pkmobsacB uppll + + -
PAJ48 pkmobsacB upplll + + -
PAJ49 pkmobsacB upplV + + -
PAJS0 pkmobGII uppl + + -
PAJS1 pkmobGII uppll + + -
PAJS52 pkmobGII upplll + + -
PAJS3 pkmobGII upplV + + -

Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigte bei den konstruierten
Stammen mit den Plasmiden kein Wachstum auf 5-FU. Das bedeutet,
dass eine intakte UPRTase vorliegen muss. Daraus wurde
geschlussfolgert, das alle gewédhlten upp-Fragmentgréfien fir die
Konstruktion des Deletionsvektors eingesetzt werden koénnen. Es
wurde die kleinste Groéfse mit uppl gewahlt, da grofiere Fragmente
gangige Restriktionsschnittstellen aufwiesen, die bei weiteren

Klonierungen hinderlich waren.
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1.3.2. Konstruktion des Deletionsvektors pAJ63a

Nachdem die Grofde fir das uppl-Fragment festgelegt wurde (s.1.3.1),
erfolgte die Klonierung in den Ausgangsvektor pk18mobGII (Abb.IIL.7)
(Katzen et al., 1999).
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Abb.II1.7: A) Plasmidkarte von pK18mobGII. Km, Kanamycin Resistenzgen; mob,
origin of transfer; oriV, Replikationsursprung bei Plasmiden bei vertikaler
Replikation innerhalb des Wirtes; lacZa, lac Fragment fir eine a-Komplementation;
ptac, tac Promotor; gusA, B-Glucuronidase Gen B) Nukleotidsequenz der MCS,

entspricht dem Plasmid pK18mob. Quelle: (Katzen et al., 1999)

Eine Strategie den Deletionsvektor zu konstruieren, war die
Verkleinerung des Vektors, da je grofer ein Vektor ist, desto
schwieriger ist der DNA-Transfer in den entsprechenden Organismus.
Dem Vektor pkl8mobGII wurde zum grofSfen Teil das gusA Gen,
welches flir eine B-Glucuronidase kodiert, entfernt. Dies wurde
mittels dem Restriktionsenzym Sspl durchgefiihrt und dadurch der
5,9 kb Vektor auf 4,5 kb verkleinert. Nachdem Restriktionsverdau

wurde die 4,5 kb grofSe Bande ausgeschnitten und aufgereinigt.
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AnschliefSend erfolgte eine Dephosphorylierung sowie eine
nochmalige Aufreinigung.

Fur die Amplifikation des uppl-Fragments (1,3 kb) wurden Primer
entworfen, die an ihren Enden Sspl Schnittstellen besitzen. Nach der
Amplifikation des uppl-Fragments mittels dem Primerpaar
0327GIISsplfwd |/ 0327GIISsplrev wurde das Fragment mit Sspl
verdaut und aufgereinigt. Die Ligation erfolgte mit dem ebenfalls
verdauten pK18mobGII. Im Anschlufs wurde der Ligationsansatz in
E. coli DH5a transformiert. Die Uberpriifung des Inserts fand mittels
PCR und anschliefSfender Sequenzierung statt. Das daraus
resultierende Plasmid besitzt ein Gen, welches fir eine funktionale

UPRTase kodiert und mit pAJ63a benannt wurde (Abb.III.8).

Bgl! -
G =g Hind!ll + "
Hindiii i Bmii o nti
Spht | Tinhet Psii| iNhe!
Bl [ ot | e
Shfl Puul |] B Sall | | Yom!
Sall P Hincll
Xbal Pwull 2
Xmal Xmal
Smal Smal
Kpnl p!
AccB5! AccB5|
Apall EcoRI
Ncol
Rsrll Rstll
Acclll
/ Apall
~ -
5000 10co ssol A4 1000~
__Ss
pK18mobGli ptac i pAJ63a ptac’ A
_— S|

5940 bps

2000

5789 bps
_ 400
2000 Gox0328

Ecod7Ill
EcoRrY Ecod7lll

Abb.II1.8: Konstruktion des Deletionsvektors pAJ63a; uppl wurde mit Sspl
Uberhdngen amplifiziert und in den geschnittenen pk18mobGII kloniert. Der so
entstandene Vektor wurde mit pAJ63a benannt.
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1.4 Gox2181 (putative Polyol Dehydrogenase)

Zur Uberprifung der Andwendbarkeit der upp-Methode wurde das
Gen Gox2181, welches fUr eine putative Polyol Dehydrogenase

kodiert, deletiert.

<4

GOX2180 Gox2181 GOX2182 GOX2183 GOX2184 GOX2185 GOX2186

I2000 I4000 I6000

Gox2181 (773 bp)

Abb.II1.9: Genetische Orientierung von Gox2181

Die Basis fur die Deletion von Gox2181 wurde bereits durch die
Uberpriifung der Sensitivitit von 5-FU (s.1.1), die Deletion des upp-
Gens in G. oxydans (s.1.2) sowie die Konstruktion des
Deletionsvektors pAJ63a (s.1.3.2) geschaffen.

Das Gen Gox2181 liegt in einem potentiellen Operon (Abb.III.9) und
besteht aus 7 Genen (Tab.lll.4), wobei das Interessante dabei ist,

dass viele dieser Gene am Transport von Polyolen beteiligt sind.

Tab.IlI.4: Gene des potentiellen Operons und deren Funktionen

Gen Funktion

Gox2180 TonB-abhéngiger Rezeptor

Gox2181 vermutliche Polyol-Dehydrogenase

Gox2182 Mannitol/Sorbitol ABC Transporter Permease Protein
Gox2183 Mannitol/Sorbitol ABC Transporter ATP-bindendes Protein
Gox2184 Mannitol/Sorbitol ABC Transporter Permease Protein
Gox2185 Mannitol/Sorbitol bindendes Protein

Gox2186 Ribokinase
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1.4.1 Deletion von Gox2181 (putative Polyol-Dehydrogenase)
mittels der upp-Methode

Als erstes wurden die Flanken zur Deletion von Gox2181 konstruiert.
Diese Flanken waren ca. 1kb grofs und lagen einmal upstream und
downstream des zu deletierenden Gens Gox2181. Die Primerpaare fuir
die Konstruktion der wup-/down Fragmente sind in Tab.IIl.5
wiedergegeben. Zusatzlich beinhaltet die Tabelle die jeweils daraus

entstehenden Grofden der Flanken.

Tab.IIl.5: Primerpaare fur die Konstruktion der Flanken von Gox2181

Fragment Primerpaar Grofse
Gox2181upEcoRIfwd
1021bp
2181up Gox2181uprev
Gox2181dofwd
2181do 841bp
Gox2181doXbalrev

Nach der Amplifikation der up-/down Fragmente wurden die Flanken
in einer PCR mit dem Primerpaar Gox218lupEcoRIfwd /
Gox2181doXbalrev fusioniert. Die Bande mit einer Gréfie von ca. 1,9
kb wurde ausgeschnitten und aufgereinigt. AnschliefSend wurde die
Fusions-Bande mit den Restriktionsenzymen EcoRI / Xbal verdaut
und die aufgereinigte Fusion mit dem Dbereits verdauten,
dephosphorylierten sowie aufgereinigten pAJ63a ligiert. Der
Ligationsansatz wurde dann in E. coli DHSa transformiert. Die
Kontrolle, ob die Klonierung erfolgreich war, wurde mit Hilfe einer
Kolonie PCR tuberprift und anschlieffend durch einen Kontrollverdau
sowie Sequenzierung belegt. Das fertige Plasmid wurde mit pAJ70

benannt (Abb.III.10).
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ADbb.II1.10: 1. Konstruktion von pAJ70; 2. 1% iges Agarosegel mit aufgetrennten
PCR-Produkten der Kontroll-PCR: Wildtypbande von G. oxydans 621H liegt bei 2,97
kb; Polyol-Dehydrogenase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox2181) bei 2,2 kb

Zur Deletion von Gox2181 wurde pAJ70 mittels triparentalem mating
in G. oxydans 621H Aupp konjugiert. Die erste Selektion auf das
Vorhandensein des Plasmids erfolgte auf Kanamycin-Platten. Die
erste Rekombination wurde anschliefSend mittels Kolonie-PCR
nachgewiesen. Die Klone, die die erste Rekombination enthielten,
wurden in Vollmedium ohne Selektionsdruck angezogen und auf 5-
FU Platten ausplattiert. Zur Uberpriifung der Klone auf die Deletion
von Gox2181 wurde mit dem Primerpaar Gox2181checkrev /
Gox2181checkfwd eine Kolonie-PCR durchgeftihrt (Abb.III.10). Dabei
zeigte der Wildtyp eine ca. 3 kb grofe Bande, wobei die Bande der
Mutante bei 2,2 kb lag. Nach erfolgreicher Kontroll-PCR wurde die

Mutante sequenziert.
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1.4.2 Wachstumskurve der Polyol-Dehydrogenase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox2181)

Wie bereits beschrieben, handelt es sich hierbei um eine putative
Polyol-Dehydrogenase, die in einem interessant organisiertem Operon
liegt. Da viele Gene anscheinend am Mannitol-Abbau bzw. Transport
beteiligt sind, wurde die Mutante in Vollmedium mit SOmM Mannitol

angzogen (Abb.II1.11)
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Abb.II1.11: Vergleich der Wachstumskurven von G. oxydans 621H Aupp mit einer
Polyol-Dehydrogenase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox2181) in Vollmedium
mit 50mM Mannitol; G. oxydans 621H Aupp (WT) (¢); G. oxydans 621H Aupp
AGox2181 (m)

Die Wachstumskurve der Polyol-Dehydrogenase Mutante (G. oxydans
621H Aupp AGox2181) sowie die des Wildtyps G. oxydans 621H Aupp
verhalten sich im Vollmedium mit 50mM Mannitol sehr &ahnlich
(Abb.III.11). Des Weiteren ist ebenfalls kein Wachstumsunterschied
in Vollmedium mit 10% Glycerin als Kohlenhydrat-Quelle erkennbar

(Daten nicht gezeigt).

1.5. Modifizierte Klonierungsstrategie der upp-Methode

Neben der upp-Deletionsmethode mit Hilfe eines Deletionsplasmids
gibt es eine weitere Variante um Gene zu deletieren. Diese Methode

kann angewendet werden, wenn ein anderer Vektor als
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Deletionsvektor eingesetzt werden soll. Dazu wird die uppl-Kassette
(s.1.3.2) amplifiziert und mit der Fusion up / do des jeweiligen Gens,

welches man deletieren mochte, fusioniert.

1.5.1 Deletion der a-Untereinheit der Transhydrogenase

(Gox0310) mittels modifizierter Klonierungstrategie

Die modifizierte Klonierungsstrategie wird anhand der Deletion der
a-Untereinheit der Transhydrogenase (Gox0310) vorgestellt. Die
Transhydrogenase katalysiert den reversiblen Transfer von
Reduktionsdquivalenten zwischen NAD(H) wund NADP(H). Die
Abb.III.12 stellt die genetische Orientierung der a-Untereinheit der
Transhydrogenase (Gox0310) dar.

[N

—_—

Gox0309 Gox0310 GoxOé 11 Gox0312 Gox0313

2000 4000 6000
I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1

Gox0310 (1226 bp)

Abb.II1.12: Genetische Orientierung von Gox0310

Als erstes wurde fur die modifzierte Klonierungstrategie die uppl-
Kassette mit dem Primerpaar Gox0327 Hindlllrev und UpplO310Frev
amplifiziert. Der UpplO310Frev Primer besitzt einen Uberhang,
welcher mit 0310upFfwd kompatibel ist. Die jeweiligen up und down
Fragmente von Gox0310 wurden mit den Primerpaaren 0310upFfwd
/ 0310upFrev und 0310doFfwd / 0310doXbalrev amplifiziert sowie
miteinander fusioniert. Anschlieffend wurde das ca. 2,1 kb grofse
up/do-Fragment mit der uppl-Kassette mittels Fusions-PCR
verbunden, welches einer Gesamtgréfie von 3,4 kb entspricht
(Abb.III.13). Die Tab.III.6 gibt die jeweiligen verwendeten Primer sowie

die Grofien der Fragmente wieder.
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Tab.III.6: Primer zur Konstruktion von pAJS5

Fragment Primerpaar Grofse
0310upFfwd
1065bp
0310up 0310upFrev
0310doFfwd
0310do 1057bp
0310doXbalrev
Gox0327 HindllIrev
FU0310 1247bp
UpplO310Frev

Im Folgenden wurde die Fusion mit den Restriktionsenzymen
Xbal/ HindlIIl geschnitten und in den ebenfalls verdauten Vektor, hier
wurde als Beispiel der pkl9mobsacB gewéahlt, kloniert. Das so
entstandene Plasmid wurde mit pAJSS5 benannt (Abb.III.13) und
anschliefSend mit Hilfe des triparentalem mating in G. oxydans 621H
Aupp und G. oxydans DSM7145 Aupp konjugiert. Nach erfolgreicher
Uberpriifung der ersten Rekombination wurde die zweite
Rekombination durch die Zugabe von 5-FU in den Agar eingeleitet.
Die erhaltenen Mutanten wurden zundchst mittels PCR mit dem
Primerpaar 0310checklfwd / 0310ckeck2rev uberpruft und

anschliefsend sequenziert.
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ADbb.III.13: Modifizierte Klonierungsstrategie zur Deletion der Transhydrogenase
(Gox0310): 1. Amplifikation der uppl-Kassette und der Gox0310up / Gox0310do —
Fusion. Fusionierung der uppl-Kassette mit den up- / do- Fragmenten von
Gox0310. Klonierung der gesamten Fusion in pkl9mobsacB. Erhalt von pAJSS.
2. 1% iges Agarosegel mit aufgetrennten PCR-Produkten der Kontroll-PCR:
M=GeneRuler 1kb DNA Ladder; Spur 1: Template chromosomale G. oxydans 621H
DNA; Spur 2: Template chromosomale G. oxydans DSM7145 DNA; Spur 3:
Template von G. oxydans 621H Aupp AGox0310; Spur 4: Template G. oxydans
DSM7145 Aupp AGox0310; Wildtypbande bei 3,6 kb (Spur 1/ 2), Mutantenbande
(Spur 3/4) 2,4 kb 3. genetische Orientierung: a. zeigt den Wildtypzustand b.
Mutante
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1.5.2 Wachstumstests der Transhydrogenase Mutanten
(G. oxydans 621H Aupp AGox0310 wund G. oxydans DSM7145
Aupp AGox0310)

Im Genom von G. oxydans wurden drei ORFs identifiziert, die
Homologien zu den Untereinheiten bekannter Transhydrogenasen
aufweisen (Prust et al, 2005). Es handelt sich um
membrangebundene Enzyme, die protonentranslozierende
Eigenschaften aufweisen. Sie sind in einem modglichen Operon
organisiert, welches aus den Genen Gox0310, Gox0311 sowie
Gox0312 besteht (Prust et al, 2005). Die Doméane I der
Transhydrogenase (Gox0310) enthalt die Bindestelle fir NAD(H),
wobei die Bindestelle fir NADP(H) in der Domaéane III vorliegt
(Bizouarn et al., 1996; Bizouarn et al., 2000). In dieser Arbeit wurde
die alpha-Untereinheit der Transhydrogenase (Gox0310), welche die
Domaéne I beinhaltet, deletiert.

Zur Untersuchung der Transhydrogenase Mutanten (G. oxydans
621H Aupp AGox0310 wund G. oxydans DSM7145 Aupp AGox0310)
wurden Wachstumsversuche auf verschiedenen Subtraten (Mannitol,
Glycerin, Sorbitol, Erythritol, Gluconat) durchgeftihrt. Mit den
getesteten Substraten konnte kein Phéanotyp der Mutanten
beobachtet werden. Abb.III.14 zeigt eine Beispiel-Wachstumskurve
von G. oxydans 621H Aupp AGox0310.
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ADbb.II1.14: Vergleich einer Wachstumskurve von G. oxydans 621H Aupp mit einer
Transhydrogenase-Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0310); angezogen wurden
die Stdmme in Vollmedium mit SOmM Mannitol (10uM Thymidin): G. oxydans 621H
Aupp (#), G. oxydans 621H Aupp AGox0310 (m)

2. Untersuchung des Entner-Doudoroff-Weges (ED-Weg)

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, ist der ED-Weg in G. oxydans
noch nicht genauer untersucht wurden. Es ist bekannt, dass der ED-
Weg ebenso wie die Glykolyse zur Energieerzeugung und zur
Bereitstellung von reduziertem NADP beitragen kann, jedoch mit
einer geringeren ATP-Ausbeute im Vergleich zur Glykolyse. Des
Weiteren wurde der ED-Weg bisher am hédufigsten in Gram-negativen
Bakterien nachgewiesen (Conway, 1992). Welche physiologische
Funktion er in G. oxydans ausubt, soll in diesem Teil der Arbeit
untersucht werden. Dazu wurde zu Beginn als erstes die 6-
Phosphogluconat-Dehydratase (Gox0431) sowie die KDPG-Aldolase
(Gox0430) deletiert wund anschlieBend die Mutanten mit
Wachstumsversuchen und real-time RT-PCR Experimenten néaher

charakterisiert.
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2.1 Deletion der 6-Phosphogluconat-Dehydratase (Gox0431)

Die 6-P-Gluconat Dehydratase ist ein Schlisselenzym im Entner-
Doudoroff Weg. Sie wandelt 6-Phospho-D-Gluconat zu 2-dehydro-3-
deoxy-6-phospho-D-Gluconat und Wasser um.

Zur Deletion der 6-P-Gluconat Dehydratase wurden als erstes die up-
/down-Fragmente amplifiziert. Die verwendeten Primer sowie die

Grofien der Flanken sind in Tab.IIl.7 wiedergegeben.

Tab.III.7: Primerpaare zur Deletion von Gox0431

Fragment Primerpaar Grofse
043 1upHindlllfwd

0431up 1025bp
0431upFrev
0431doFfwd

0431do 930bp
0431doXbalrev

Nach der Amplifikation der up-/down Fragmente erfolgte eine
Fusions-PCR mit dem Primerpaar 043 1upHindllIfwd /
0431doXbdlrev. Die entstandene Fusion sowie der Deletionsvektor
pAJ63a wurden mit den Restriktionsenzyme HindIll/Xbal verdaut.
Nach der Ligation und der darauffolgenden Transformation in E. coli
DH5a wurde das Plasmid mittels Kolonie-PCR, Probeverdau sowie
Sequenzierung uUberprift. Das resultierende Plasmid wurde mit

PAJ67 benannt (Abb.III.15).
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Abb.II1.15: 1. Konstruktion von pAJ67 fur die Deletion der 6-Phosphogluconat-
Dehydratase: Gox0431-up und Gox0431-do wurden mit den Uberhdngen von
Hindlll und Xbal amplifiziert und anschliefSend in den verdauten Deletionsvektor
kloniert. Das entstandene Plasmid wurde pAJ67 benannt. 2. 1% iges Agarosegel
mit aufgetrennten PCR-Produkten der Kontroll-PCR: Primerpaar 0431checkrev /
0431checkfwd2; M=GeneRuler 1kb DNA Ladder; Spur 1: G. oxydans 621H; Spur 2:
G. oxydans DSM7145; Spur 3: G. oxydans 621H Aupp AGox0431; Spur 4:
G. oxydans DSM7145 Aupp AGox0431; Wildtypbande bei 3,8kb (Spur 1/2),
Mutantenbande bei 1,9 kb (Spur 3/4) 3. genetische Orientierung vom WT und der
Mutante a. zeigt den Wildtypzustand b. Mutante

Das Deletionsplasmid pAJ67 wurde anschliefSend mittels
triparentalem mating in G. oxydans 621H Aupp und G. oxydans

DSM7145 Aupp konjugiert. Im weiteren Verlauf erfolgte die
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Uberpriifung der ersten Rekombination mit der Kolonie-PCR. Bei
positiv getesteten Klonen wurde die zweite Rekombination eingeleitet.
Daftir wurden die Zellen Uber Nacht in Vollmedium mit Thymidin
angezogen und anschliefSlend auf 5-FU Platten ausgestrichen. Nach 2-
4 Tagen Inkubation bei 30°C wurden die Klone auf die Deletion von
Gox0431 untersucht. Zur Uberprifung wurde das Primerpaar
0431checkrev / 0431checkfwd2 verwendet. Die Wildtypbande weist
dabei eine Grofde von 3,76 kb auf, wohingegen bei der Mutante ein
1,9 kb Fragment entsteht (Abb.III.15). Anschliefend wurden die

erhaltenen 6-P-Gluconat Dehydratase Mutanten sequenziert.

2.1.1 Charakterisierung der 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431)

Zur Charakterisierung der 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431) wurden Wachstumsversuche auf
unterschiedlichen Kohlenhydrat-Quellen sowie anschliefSende real-

time RT-PCR Experimente durchgeftihrt.

2.1.1.1 Wachstumskurven der 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431)

Da die 6-P-Gluconat Dehydratase ein Schlisselenzym im Entner-
Doudoroff Weg ist und sie 6-Phospho-D-Gluconat zu 2-dehydro-3-
deoxy-6-phospho-D-Gluconat umwandelt, wurde zuerst das
Wachstum auf Gluconat Uberprift. Es konnte beobachtet werden,
dass die 6-P-Gluconat-Dehydratase Mutante auf Gluconat eine
deutlich geringere OD erreicht (Abb.III.16). Bei diesem Versuch wurde
eine Vorkultur aus Vollmedium mit Mannitol als C-Quelle verwendet,
um den Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante besser
untersuchen zu koénnen, da in einem Medium mit Gluconat das
Wachstum Uber mehrere Passagen sehr schlecht verlauft bzw. kein

Wachstum mehr ersichtlich ist.
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Abb.II1.16: Vergleich des Wachstums vom Wildtyp mit der 6-P-Gluconat
Dehydratase Mutante in Gluconatmedium - Vollmedium mit 50mM Gluconat;
G. oxydans 621H Aupp (WT) (¢); 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante (G. oxydans

621H Aupp AGox0431) (M)

Eine sehr interessante Beobachtung war, dass die Mutante ein
wesentlich besseres Wachstum auf Vollmedium mit Mannitol aufwies
im Vergleich zum Wildtyp (Abb.III.17). Dieselbe Beobachtung konnte

in Vollmedium mit Glycerin festgestellt werden.
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Abb.III.17: Wachstumskurve einer Gluconat-Dehydratase Mutante im Vergleich
zum Wildtyp auf Vollmedium mit SOmM Mannitol (10uM Thymidin) und mit 10%
Glycerin (10uM Thymidin): G. oxydans 621H Aupp (¢ / A), G. oxydans 621H Aupp
AGox0431 (m ; x) Wachstumsversuche der Gluconat-Dehydratase Mutante zeigen
ein wesentlich verbessertes Wachstum auf VM mit 50mM Mannitol sowie mit 10%
Glycerin. Die Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431) zeigt eine wesentlich
hohere optische Dichte zum Ende der Wachstumskurve als der Wildtyp
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2.1.1.2 Expressionsanalysen einer 6-P-Gluconat Dehydratase
Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431) mittels real-time
RT-PCR

Zur weiteren Untersuchung der Glukonat-Dehydratase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431) wurden real-time RT-PCR
Experimente durchgefihrt. Die Beobachtung der Wachstumskurve
fihrte zum Ergebnis, dass sich das Wachstumverhalten erst Anfang
der stationdren Phase vom WT unterscheidet (Abb.III.17). Daher
wurde die Expression der Gene Gox1352, Gox1516, Gox0431 und
Gox0780 zwischen Mutante und WT einmal in der logarithmischen
Phase sowie in der stationdren Phase miteinander verglichen. Dazu
wurden die beiden Stdmme G. oxydans 621H Aupp sowie die 6-P-
Gluconat Dehydratase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431)
im Vollmedium mit 50mM Mannitol als Kohlenhydrat-Quelle
angezogen. Die Anzucht erfolgte dabei in einer Batch-Kultur. Nach
der Ernte folgte die RNA-Praparation sowie die Kontroll RT-PCR. Die
Gene, die fir die anschliefSende real-time RT-PCR verwendet wurden,
sind in Tab.IIl.8 wiedergegeben.

Fuar ein Dbesseres Verstdndnis der Zusammenhinge im
Zentralstoffwechsel erfolgte die Auswahl spezifischer Gene fiir dieses
Experiment. Die Transkription von den Genen Gox1352, Gox1516,
Gox0431 und Gox0780 wurde untersucht und die jeweiligen
Funktionen der Gene sind in Tab.IIl.8 aufgelistet. Zur weiteren
Verifizierung der Deletion von Gox0431 wurde ebenfalls ein

Primerpaar fir die Amplifikation des Gens Gox0431 verwendet.
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Tab.Ill.8: real-time RT-PCR Ergebnisse von G. oxydans 621H Aupp und der 6-P-
Gluconat-Dehydratase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431), ein Wert gréfier
Null zeigt eine verstarkte Transkription beim Wildtyp, ein Wert kleiner Null zeigt

eine verstarkte Transkription in der 6-P-Gluconat-Dehydratase Mutante

. 1) log. Phase 2) stat. Phase
Gen Funktion
(C1) logaMW (Cr) logaMW
Gox1352 Ribulose-P-3-Epimerase 3,10 -0,97
Gox1516 Fructose-1,6-Bisphosphatase -0,47 -3,45
Gox0431 6-P-Gluconat Dehydratase 11,4 9,3
Gox0780 Fructose-bisphosphat Aldolase 1,53 0,81

logoMW — binarer Logarithmus des Mittelwertes von zwei biologischen
unabhéingigen Experimenten

Als endogene Kontrollen dienten in dieser Arbeit die B-Untereinheit
der DNA-Gyrase (Gox0004) sowie die DNA-Topoisomerase I
(Gox1263), deren Expression unter den untersuchten Bedingungen
konstant sein sollte. Die Quantifizierung bei der real-time RT-PCR
erfolgte Uiber den Ct-Wert (cycle threshold). Die Expressionsdnderung
wurde schliefSlich durch die AAct Formel (Talaat et al, 2002)
berechnet, wobei anschlieffend der log, des Mittelwertes gebildet
wurde. Die Ergebnisse der real-time RT-PCR sind in Tab.IIl.8
dargestellt.

Ein Wert gréfder null spiegelt dabei eine stirkere Expression des Gens
in G. oxydans 621H Aupp wider, wahrend ein Wert kleiner null fir
eine stdrkere Expression in der 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431) spricht.

Wie zu erwarten, war aufgrund der Deletion der 6-P-Gluconat
Dehydratase (Gox0431), eine deutlich starkere Expression im Wildtyp
(G. oxydans 621H Aupp) fur das Gen Gox0431 nachweisbar (log.
Phase 11,4 / stat. Phase 9,4).

Die Deletion der 6-P-Gluconat Dehydratase fliihrte 2zu einer
drastischen Wachstumsabnahme auf Gluconat. Erstaunlicherweise
fuhrte diese Deletion jedoch zu einer deutlich héheren OD auf
Mannitol und Glycerin. Anhand von real-time RT-PCR Experimenten

konnte gezeigt werden, dass in der stationdren Phase die 6-P-
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Gluconat Dehydratase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431)
das Gen Gox1516, welches fir die Fructose-1,6-Bisphosphatase
kodiert, starker transkribiert wird (-3,45). Im Gegensatz dazu wurde
in der logarithmischen Phase ein Wert von —-0,47 erhalten, was darauf
hindeutet, dass das Gen etwa gleich stark unter dieser Bedingung in
den beiden Stdmmen exprimiert wird.

Fur das Gen der Fructose-bisphosphat Aldolase wurden Werte in der
log. Phase von 1,53 und in der stat. Phase von 0,81 erhalten, was
eine leicht verstarkte Expression im Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp)
beinhaltet. Des Weiteren konnte eine erhéhte Expression des Gens
Gox1352, welches fur die Ribulose-P-3-Epimerase kodiert, mit einem
Wert von 3,1 in der log. Phase im Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp)
nachgwiesen werden, wohingegen in der stat. Phase eine leicht
erhdohte Expression in der 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante (G.
oxydans 621H Aupp AGox0431) mit einem Wert von -0,97 festgestellt

wurde.

2.1.1.3 Ribose-inhibierender Effekt auf den Wildtyp (G. oxydans
621H Aupp) sowie auf die 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431)

Ein interessantes Phanomen konnte wahrend des Wachstums beim
Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp) und der 6-P-Gluconat Dehydratase
Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431) nach Zugabe von 10 mM
Ribose beobachtet werden. Sowohl die Mutante als auch der WT
erreichten nach Zugabe von 10 mM Ribose nur eine geringere OD.
Dies wurde sowohl in Vollmedium mit 50 mM Mannitol als auch im

Vollmedium mit 150 mM Mannitol beobachtet (Abb.III.18).
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Abb.III.18: Inhibierender Effekt von Ribose auf den Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp)
und der 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431);
dargestellt sind die Wachstumskurven einmal mit und ohne Induktion von 10 mM
Ribose A. Wachstum in Vollmedium mit 50mM Mannitol B. Wachstum in
Vollmedium mit 150mM Mannitol; 6-P-Gluconat Dehydratase Mutante (G. oxydans
621H Aupp AGox0431) (m) ohne Zugabe von Ribose, (o) mit 10 mM Ribose; Wildtyp
(G. oxydans 621H Aupp) (¢#) ohne Zugabe von Ribose, (Ao) mit 10 mM Ribose

2.2 KDPG-Aldolase (Gox0430)

Die KDPG-Aldolase (Gox0430) liegt mit der 6-Phosphoglukonat
Dehydratase in einem Operon (Abb.II[.19). Um ein genaueres Bild
uber den Ablauf des Entner-Doudoroff Weges zu bekommen und das
Verhalten der 6-Phosphoglukonat Dehydratase besser verstehen zu

koénnen, wurde auch die KDPG-Aldolase deletiert.
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ADbb.II1.19: Genetische Orientierung der KDPG-Aldolase (Gox0430) und der 6-
Phosphoglukonat Dehydratase (Gox0431)

2.2.1 Deletion der KDPG-Aldolase

Die KDPG-Aldolase wurde mittels der upp-Methode deletiert. Fur die
Amplifikation @ des  up-Fragments wurde das  Primerpaar
0430upEcoRIwd / 0430upFrev verwendet, wohingegen das down-
Fragment mit dem Primerpaar 0430dofwd / 0430doXbalrev erstellt
wurde. AnschliefRend wurden die beiden Fragmente mittels einer
Fusions-PCR verbunden und die Fusionsbande aufgereinigt. Die so
erhaltene Gox0430-Fusion wurden mit den Restriktionsenzymen
EcoRI / Xbal verdaut. Die Ligation erfolgte in den ebenfalls verdauten
Vektor pAJ63a. Der Ligationsansatz wurde in E.coli DHS5a
transformiert. Die darauffolgende Uberpriifung des Plasmids pAJ72
fand anschliefSend mit Hilfe der Kolonie-PCR und Sequenzierung
statt. Nach der Konstruktion des Deletionsvektors pAJ72 wurde
dieser in den G. oxydans 621H Aupp durch triparentalem mating
konjugiert. Die Uberpriifung der ersten Rekombination erfolgte tiber

Kolonie-PCR.
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Abb. I11.20: 1. Deletionsvektor pAJ72 zur Konstruktion einer Gox0430 Mutante in
G. oxydans 621H; 2. 1% iges Agarosegel mit aufgetrennten PCR-Produkten der
Kontroll-PCR: Spur 1: G. oxydans 621H - 839bp; Spur 2: G. oxydans 621H Aupp
AGox0430 - 394bp

Nach der Integration des Plasmids in das Chromosom, konnte durch
das Anziehen der Zellen Uber Nacht im Vollmedium mit 10uM
Thymidin und anschlieffendem Ausstreichen auf 5-FU Platten, die
zweite Rekombination eingeleitet werden. Nach 2-4 Tagen Inkubation
bei 30°C erfolgte die Uberpriifung der Deletion von Gox0430 mit Hilfe
des Primerpaars 0430checkfwd2 / 0430checkrev2. Die Wildtypbande
lauft bei 839bp, wobei die Mutante eine Fragmentgréfie von 394bp
(Abb.III.20) aufzeigt. Anschlieflend wurde die erhaltene KDPG-

Aldolase Mutante sequenziert.

2.2.2 Charakterisierung der KDPG-Aldolase Mutante (G. oxydans
621H Aupp AGox0430)

Ebenso wie bei der 6-P-Gluconat-Dehydratase Mutante war es
interessant zu erfahren, wie sich die KDPG-Aldolase Mutante auf
Gluconat sowie auf Mannitol als Kohlenhydrat-Quelle verhalt. Dazu

wurden Wachstumsversuche durchgefihrt (s.2.2.2.1)
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2.2.2.1 Wachstumskurven der KDPG-Aldolase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0430)

Anhand der Wachstumversuche auf Gluconat konnte ein &hnliches
Verhalten der KDPG-Aldolase Mutante zur 6-P-Gluconat-Dehydratase
Mutante festgestellt werden (Abb.III.21). Ausgehend von einer
Vorkultur aus Vollmedium mit Mannitol als Kohlenhydrat-Quelle,
nahm das Wachstum auf Gluconat rapide ab. Wahrend des
Passagierens der Mutante im Gluconat-Medium konnte kein

Wachstum mehr auf Gluconat beobachtet werden.
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Abb.IM1.21: Wachstumskurve einer KDPG-Aldolase Mutante im Vergleich zum
Wildtyp in Vollmedium mit SOmM Gluconat: G. oxydans 621H Aupp (w); G. oxydans
621H Aupp AGox0430 (¢)

Die KDPG-Aldolase Mutante wurde ebenso wie die 6-P-Glukonat-
Dehydratase Mutante in Vollmedium mit 50 mM Mannitol angezogen.
Allerdings konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen der KDPG-
Aldolase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0430) und dem
Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp) festgestellt werden (Abb.III.22). Diese
Beobachtung steht im Gegensatz zur 6-P-Gluconat-Dehydratase
Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0431), die eine wesentlich
hohere End-OD erreicht als der Wildtyp (Abb.III.17).
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Abb.II1.22: Wachstumskurve einer KDPG-Aldolase Mutante im Vergleich zum
Wildtyp in Vollmedium mit SOmM Mannitol: Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp) (m);
KDPG-Aldolase Mutante (G. oxydans 621H Aupp AGox0430) (¢)

2.2.2.2 Expressionsanalysen einer KDPG-Aldolase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0430) mittels real-time RT-PCR

Es wurden wie bei der 6-P-Gluconat-Dehydratase Mutante real-time
RT-PCR Experimente durchgefiihrt. Die Anzucht der beiden Stadmme
G. oxydans ©621H Aupp sowie der KDPG-Aldolase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0430) erfolgte in einer Batch-Kultur im
Vollmedium mit 50mM Mannitol. Dazu wurden Proben von der
logarithmischen Phase sowie von der stationdren Phase geerntet.
Danach erfolgte die RNA-Preparation sowie die Kontroll RT-PCR. Die
Gene, die fUr die anschliefRende real-time RT-PCR ausgesucht
wurden, sind in Tab.III.9 wiedergegeben.

Die Expression von den folgenden Genen Gox1352, Gox1516,
Gox0431 sowie Gox0430 wurde mit Hilfe der real-time RT-PCR
untersucht. Die jeweiligen Funktionen der Gene sind in Tab.IIl.9
aufgelistet. Zur weiteren Verifizierung der Deletion der KDPG-
Aldolase (Gox0430) wurde ebenfalls ein Primerpaar fur die

Amplifikation des Gens Gox0430 verwendet.
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Tab.lll.9: real-time RT-PCR Experimente der KDPG-Aldolase Mutante (G. oxydans
621H Aupp AGox0430), ein Wert grofSer Null zeigt eine verstarkte Transkription
beim Wildtyp, ein Wert kleiner Null zeigt eine verstdrkte Transkription in der
KDPG-Aldolase Mutante

1) log. Phase 2) stat. Phase
Gen Funktion (2:’1‘) %oggMW () C1) logsMW
Gox1352 Ribulose-P-3-Epimerase 0,4 -0,8
Gox1516 Fructose-1,6-Bisphosphatase 0,5 -0,67
Gox0431 6-P-Gluconat Dehydratase -4,4 1,2
Gox0430 KDPG-Aldolase 18,4 17,8

logoMW — binarer Logarithmus des Mittelwertes von zwei biologischen
unabhéingigen Experimenten

Als endogene Kontrollen dienten in dieser Arbeit die S -Untereinheit
der DNA-Gyrase (Gox0004) sowie die DNA-Helikase II (Gox2390),
deren Expression unter den untersuchten Bedingungen konstant
sein sollte. Die Quantifizierung bei der real-time RT-PCR erfolgte tiber
den Ct-Wert (cycle threshold). Die Expressionsdnderung wurde durch
die AAct Formel (Talaat et al., 2002) ausgedriickt und anschliefSend
der binare Logarithmus des Mittelwertes von zwei biologischen
unabhéngigen Experimenten gebildet. Die Ergebnisse der real-time
RT-PCR sind in Tab.III.9 dargestellt.

Ein Wert gréfder null spiegelt dabei eine stirkere Expression des Gens
im Wildtyp (G. oxydans 621H Aupp) wider, wahrend ein Wert kleiner
null fir eine stidrkere Expression in der KDPG-Aldolase Mutante
(G. oxydans 621H Aupp AGox0431) spricht.

Es konnte, wie zu erwarten, in den Experimenten gezeigt werden,
dass kein Transkript von dem Gen Gox0430 in der KDPG-Aldolase
Mutante mehr vorhanden ist, da der Wildtyp eine deutlich starkere
Expression von Gox0430 aufwies (log. Phase 18,4 / stat. Phase 17,8).
Fur das Gen der Fructose-1,6-Bisphosphatase wurden Werte in der
log. Phase von 0,5 sowie in der stat. Phase vom -0,67 erhalten, was
darauf hindeutet, dass das Gen etwa gleich stark in den beiden
Stammen unter den untersuchten Bedingungen exprimiert wird.

Ebenso wurde kein wesentlicher Unterschied in der Regulation des
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Gens fur die Ribulose-P-3-Epimerase nachgewiesen (log. Phase 0,4 /
stat. Phase —0,8).

Jedoch konnte ein grofser Unterschied in der Regulation der 6-P-
Gluconat-Dehydratase beobachtet werden. Hierbei zeigte sich in der
KDPG-Aldolase Mutante wédhrend der log. Phase eine wesentlich
hoéhere Transkriptmenge des Gens mit einem Wert von -4,4,
wohingegen in der stationdren Phase eine leicht erhéhte Expression
im Wildtyp mit einem Wert von 1,2 nachgewiesen wurde.

Durch die Sequenzierung der KDPG-Aldolase Mutante (G. oxydans
621H Aupp AGox0430) wurden zwei Mutationen im downstream
Bereich gefunden (Abb.III.23).

KDPG-Aldolase Mutante IGTCCGGETGCGEAGCGECALGETGCCGGCCECCATTCATGTCGETCCCGAL
. (RN Nn R annARRaRRRARANAYY

Wildtyp TGICCGGTECEAGCEECAAGGTECCEECCECCATTCATGTCGETCCCGAR

s gasgkvpaaihvgpeagqyvV

Gox0431

KDPG-Aldolase Mutante
Wildtyp

GATCOGCC0GCETGOEEEACGECGACATGATCCGIGICTGIACGET
FRETEEREER e e n e e e e e reneg (el
GATCECCCGCETGCEEGACGGCGACATGATCCGTGTCTGOGCGET

I
gpiarvrdgdmirvcavtga

Gox0431

Abb.II1.23: Vergleich der DNA-Sequenz der KDPG-Aldolase Mutante mit dem
Wildtyp (G. oxydans 621H); eingerahmt sind die zwei Mutationen, welche sich
downstream von Gox0430 befinden und somit in Gox0431 (kodiert fur die 6-
Phosphoglukonat-Dehydratase) vorhanden sind, unter der DNA-Sequenz ist der
Einbuchstabencode der Aminosauren, die erste Mutation bewirkt die Verdnderung

von Glutamin zu Histidin und durch die zweite Mutation wird aus Alanin Threonin

Diese liegen direkt im Gen Gox0431, welches fur die 6-P-Gluconat-
Dehydratase kodiert. Da jedoch der Wachstumversuch auf
Vollmedium mit 50 mM Mannitol einen anderen Phénotyp zeigte als
die der 6-P-Gluconat-Dehydratase Mutante und die Expression in der
real-time RT-PCR fur das Gen Gox0431 nachgewiesen werden konnte,
wurde mit der KDPG-Aldolase Mutante (G. oxydans 621H Aupp
AGox0430) weitergearbeitet. Es wird daher davon ausgegangen, dass
diese Mutationen (Abb.II[.23) keinen Einflufs auf die Funktionsweise

der 6-P-Gluconat-Dehydratase haben.
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3. Transkriptionsanalysen zu verschiedenen Zeitpunkten
wiahrend des Wachstums einer Batch-Kultur von G. oxydans
621H

In diesem Experiment wurden Transkriptionsanalysen zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Wachstums einer Batch-
Kultur von G. oxydans 621H durchgefiihrt. Die Wachstumskurve von
G. oxydans  621H  unterteilt sich in  unterschiedliche
Wachstumsphasen, wobei der Anfang der logarithmischen Phase, die
mittlere logarithmische Phase sowie die stationdre Phase untersucht
wurden. Ziel dieses Experimentes war es zu erfahren, welche bzw. ob
Gene in den verschiedenen Phasen unterschiedlich reguliert werden.
Dabei wurde der Stamm G. oxydans 621H in einem Chemostat
angezogen, um sowohl eine gute Beluiftung als auch die gleichzeitige
Kontrolle des pH-Wertes gewdhrleisten zu koénnen. Des Weiteren
wurde dadurch eine groéfere Zellernte ermoglicht. In diesem
Experiment wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben aus
dem Chemostaten entnommen und bei —-4°C abzentrifugiert. Die
Falcons mit dem Zellpellet wurden in flissigen Stickstoff getaucht
und bei —70°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Es wurden insgesamt drei unterschiedliche Zeitpunkte untersucht,
der Beginn der logarithmischen Phase (ODeoonm 0,15), die
logarithmische Phase und die stationdre Phase. Nach 6h (ODeoonm
0,15 = Anfang logarithmische Phase), 11h (ODesoonm 0,7 = mittlere
logarithmische Phase) und nach 20h (ODeoonm 3,8 = stationare Phase)

wurde die Zellen aus dem Chemostaten geerntet.

3.1. Wachstumskurve von G. oxydans 621H im Chemostaten

Wie bereits beschrieben erfolgte die Anzucht in einem Chemostaten.

Der Kurvenverlauf von G. oxydans 621H in Vollmedium mit 50mM

Mannitol ist Abb.III.24 dargestellt.
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Abb.II1.24: Wachstumskurve von G. oxydans 621H im Chemostat (Batch-Kultur)
far die Transkriptionsanalysen zu verschiedenen Wachstumsphasen; Anzucht
erfolgte in Vollmedium mit S0mM Mannitol. Pfeile geben jeweils die Zeitpunkte der
Ernte an. 1. Anfang der logarithmischen Phase nach 6h (ODeoonm 0,15); 2. mittlere
logarithmische Phase nach 11h (ODeoonm 0,7); 3. stationdre Phase nach 20h
(OD60onm 3,8)

3.2 Transkriptionsanalysen mit Hilfe eines DNA-Microarrays vom

Wachstumsverlauf von G. oxydans 621H

Als common reference fur die Transkriptionsanalysen der drei
unterschiedlichen Wachstumsphasen diente eine kontinuierliche
Kultur des Stammes G. oxydans 621H. Diese Kultur wurde im
Chemostat angezogen, dabei erfolgte das Wachstum bei einer
Durchflussrate von 0,30 h-l, die somit zwischen der maximalen und
der halbmaximalen Wachstumsrate lag. Der Sauerstoffpartialdruck
(pO2) wurde mit sterilfiltrierter Pressluft auf 80 % des
Luftsauerstoffgehaltes eingestellt, der pH-Wert betrug 6,0 und die
Temperatur 30 °C. Die Ernte erfolgte nach dem Einstellen einer
konstanten OD, wobei mindestens drei Volumenwechsel abgewartet
wurden.

Die aus den Hybridisierungsexperimenten erhaltenen und gemittelten

Expressionsverhéltnisse der ORF’'s (open reading frame) sind in den
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nachfolgenden Tabellen aufgefihrt. Werte um etwa 1,0 zeigten unter
beiden untersuchten Bedingungen keine Regulation. Der
Schwellenwert einer signifikanten deutlichen Transkriptionsdnderung
unter einer der Bedingungen wurde bei mindestens 2,5 bis 3 facher

Regulation gelegt.

3.2.1 Transkriptionsanalyse zu Beginn der logarithmischen
Phase

Tab.IlI.10: Transkriptionsanalyse einer Batch-Kultur von G. oxydans 621H zu
Beginn der logarithmischen Phase; dargestellt sind die Gene die signifikant
verdndert sind, verglichen wurden die Werte mit einer kontinuierlichen Kultur von
G. oxydans 621H, ein ratio of medians > 1 zeigt eine verstarkte Transkription bei
der kontinuierlichen Kultur, ein ratio of medians < 1 die verstirkte Trankription zu

Beginn der logarithmischen Phase

Ratio o
NCBI-Nr. Bezeichnung Me dianj;
GOX1483 capsule polysaccharide export protein 0,238
GOX1799 protein translocase subunit YajC 0,175
GOX0376 SSU ribosomal protein S19P 0,274
GOX0363 rpsE; 30S ribosomal protein S5 0,276
GOX0378 LSU ribosomal protein L23P 0,248
GOX0402 cell division inhibitor MinE 0,284
GOX1109 dolichol-phosphate mannosyltransferase 0,202
GOX0383 30S ribosomal protein S7 0,292
GOX0259 tryptophanyl-tRNA synthetase 0,238
GOX0370 LSU ribosomal protein L14P 0,271
GOX1288 biopolymer transport ExbD protein 0,237
GOX1780 rpsD; 30S ribosomal protein S4 0,226
GOX0380 rplC; 50S ribosomal protein L3 0,29
GOX0964 ribose-phosphate pyrophosphokinase 0,248
GOX0379 rplD; 50S ribosomal protein L4 0,269
GOX0867 SAM-dependent methyltransferase 0,147
GOX0192 3-isopropylmalate dehydratase, small subunit 0,284

GOX0371 SSU ribosomal protein S17P 0,251
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Ratio o
NCBI-Nr. Bezeichnung Me dianj;
GOX0435 acetyl-CoA carboxylase biotin carboxylase subunit 0,17
GOX1607 ipopolysaccharide N-acetylglucosaminyltransferase II 0,283
GOX0356 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha 0,269
GOX1179 putative sugar uptake ABC transporter permease protein 0,271
GOX0365 rplF; 50S ribosomal protein L6 0,198
GOX1141 LSU ribosomal protein L25P 0,263
GOX1966 hypothetical protein 0,29
GOX0784 multidrug resistance protein A 0,296
GOXO0105 protein translation elongation factor G (EF-G) 0,225
GOX1686 hypothetical protein 0,242
GOX1112 ATP synthase C chain 0,13
GOX1819 hypothetical protein 0,293
GOX1993 ribonucleotide-diphosphate reductase subunit alpha 0,24
GOX1867 putative processing protease protein 0,272
GOXO0377 rplB; 50S ribosomal protein L2 0,249
GOX1113 FOF1 ATP synthase subunit A 0,266
GOX0599 hypothetical protein 0,286
GOX1008 hypothetical protein 3,84
GOX1988 pyridoxamine 5'-phosphate oxidase 3,004
GOX2295 hypothetical protein 8,795
GOX2676 putative alcohol/aldehyde dehydrogenase 13,417
GOX1024 heat shock protein 90 6,602
GOX1748 bacterioferritin 9,12
GOX0726 hypothetical protein 18,189
GOX0974 transcriptional regulator AadR (cyclic AMP receptor protein) 5,342
GOX1329 small heat shock protein 9,702
GOX1675 NADH dehydrogenase type II 3,017
GOX0978 bifunctional riboflavin biosynthesis protein RibD 0,421
GOX0679 conserved protein of the SAM superfamily 4,437
GOX0313 NAD-dependent alcohol dehydrogenase 17,863
GOX2181 putative polyol dehydrogenase 5,62
GOX1615 putative oxidoreductase 3,253
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Ratio o

NCBI-Nr. Bezeichnung Me dianj;

GOX1177 D-aminoacylase 4,676
GOX0278 cytochrome d ubiquinol oxidase subunit I 8,187
GOX1079 hypothetical protein 6,07
GOX0762 thioredoxin 3,196
GOX0311 NAD(P) transhydrogenase subunit alpha 4,107
GOX2407 putative RNA polymerase sigma-E factor (sigma-24) protein 2 3,155
GOX1991 chorismate synthase 3,06
GOX1703 transketolase 3,554
GOX2151 hypothetical protein 5,105
GOX1458 putative oxidoreductase 4,877
GOX0506 RNA polymerase factor sigma-32 6,519
GOX1253 D-lactate dehydrogenase 5,313
GOX2231 putative sugar transporter 12,966
GOX1499 hypothetical protein 4,468
GOX0023 Mce related protein 3,469
GOX0026 hypothetical membrane-spanning protein 5,141
GOX2684 NAD(P)H-dependent 2-cyclohexen-1-one reductase 10,235
G0OX0234 lysine 2,3-aminomutase 4.027
GOX1067 alcohol dehydrogenase cytochrome c subunit precursor 13,756
GOX0310 NAD(P) transhydrogenase subunit alpha 22,603
G0OX1432 NADP-D-sorbitol dehydrogenase 3,635
GOX2184 probable mannitol/sorbitol ABC transporter permease protein 8,275
GOX0973 outer membrane channel lipoprotein 4,004
GOX1068 alcohol dehydrogenase 8,394
GOX1050 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase 4,463
GOX1300 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 3,169
GOX1952 hypothetical protein 4,012
GOX0576 hypothetical protein 4,662
GOX1087 acetolactate synthase 3,086
G0OX0148 hypothetical protein 6,907
GOX0352 hypothetical protein 4,669
GOX2203 hypothetical protein 3,88
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Ratio o

NCBI-Nr. Bezeichnung Me dianj;
GOX2203 hypothetical protein 4,494
GOX2085 hypothetical protein 4,635
GOX1660 hypothetical protein 3,366
GOX0985 pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqC 4,135
GOX1540 fructose-1,6-bisphosphate aldolase 0,977
GOX1837 small heat shock protein HspA 3,685
G0OX2493 peptide methionine sulfoxide reductase 4,041
G0OX0946 putative oxidoreductase 3,183
GOX0975 hypothetical protein 4,012
GOX0478 putative oxidoreductase 3,051
GOX0404 hypothetical protein 5,292
GOX0515 hypothetical protein 3,716
GOX0875 AtaE protein 3,36
GOX1691 cell division protein 3,835
G0OX0943 hypothetical protein 16,443
G0OX2540 hypothetical protein 8,433
GOX1328 hypothetical protein 7,662
GOX0291 putative ferredoxin subunit of ring-hydroxylating dioxygenase 5,414
G0OX0928 phosphoadenosine phosphosulfate reductase 7,009
GOX0475 hypothetical protein 3,365
GOX0741 hypothetical protein 3,854
GOX0424 fliF; flagellar MS-ring protein 6,37
G0OX1640 amidophosphoribosyltransferase 3,359

Am Anfang der Tabelle (Tab.III.10) sind die ORF’s aufgelistet, die eine
stérkere Transkription wahrend des Beginns der logarithmischen
Phase aufweisen, dabei war der ratio of medians kleiner gleich 1.
Darunter waren viele Gene von ribosomalen Proteinen hochreguliert,
wie z.B. Gox0376 (ribosomales Protein S19P) oder Gox0378
(ribosomales Protein L23P). Im Tabellenbereich, in dem der ratio of
medians grofser gleich 1 war, waren die ORF's aufgefihrt, deren

Transkription in der kontinuierlichen Kultur starker waren. Darunter
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waren einige Gene von Oxidoreduktasen, wie z.B. Gox2676
(vermutliche Alkohol/Aldehyd Dehydrogenase) mit einem ratio of
medians von 13,4, Gox0313 (NAD-abhéngige Alkohol-Dehydrogenase)
mit 17,9, Gox2181 (vermutliche Polyol-Dehydrogense) mit 5,6,
Gox1615  (vermutliche Oxidoreduktase) mit 3,3, Gox1458
(vermutliche Oxidoreduktase) mit 4,9, Gox1253 (D-Lactat-
Dehydrogenase) mit 5,3 und Gox1432 (NADP-D-Sorbitol-
Dehydrogenas) mit 3,6. Auflerdem waren viele Gene von
hypothetischen Proteine darunter. Hinzukommen noch zwei
interessante Gene die im Zentrallstoffwechsel von Bedeutung sind,
Gox1540 (Fruktose-1,6-Bisphosphat Aldolase) mit einem ratio of
medians von 7,0 und die Transketolase (Gox1703) mit einem Wert
von 3,6. Des Weiteren waren die Gene der beiden Untereinheiten der
NAD(P) Transhydrogenase hochreguliert und die NADH

Dehydrogenase vom Typll mit einem ratio of medians von 3,0.

3.2.2 Transkriptionsanalyse der logarithmischen Phase

Tab.Ill.11: Transkriptionsanalyse einer Batch-Kultur von G. oxydans 621H in der
mittleren logarithmischen Phase; dargestellt sind die Gene die signifikant verdndert
sind, verglichen wurden die Werte mit einer kontinuierlichen Kultur von G. oxydans
621H, ein ratio of medians > 1 zeigt eine verstdrkte Transkription bei der
kontinuierlichen Kultur, ein ratio < 1 die verstarkte Trankription in der

logarithmischen Phase

NCBI-Nr. Bezeichnung Rati.o of

Medians
GOX1799 protein translocase subunit YajC 0,162
GOX0376 SSU ribosomal protein S19P 0,283
GOX0363 rpsE; 30S ribosomal protein S5 0,292
GOX0378 LSU ribosomal protein L23P 0,251
GOX0402 cell division inhibitor MinE 0,292
GOX1109 dolichol-phosphate mannosyltransferase 0,186
GOX0758 porin 0,299
GOX0383 30S ribosomal protein S7 0,295

GOX0370 LSU ribosomal protein L14P 0,278
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NCBI-Nr. Bezeichnung Rati.o of
Medians
GOX1780 rpsD; 30S ribosomal protein S4 0,26
GOX2042 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase II 0,25
GOX0379 rplD; 50S ribosomal protein L4 0,235
GOX0867 SAM-dependent methyltransferase 0,127
GOX0371 SSU ribosomal protein S17P 0,266
GOX0357 30S ribosomal protein S11 0,299
GOX1314 ATP synthase epsilon chain 0,298
GOX1607 lipopolysaccharide N-acetylglucosaminyltransferase II 0,223
GOX1151 hypothetical protein 0,293
GOX0356 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha 0,273
GOX1179 putative sugar uptake ABC transporter permease protein 0,247
GOX0365 rplF; 50S ribosomal protein L6 0,218
GOX1141 LSU ribosomal protein L25P 0,241
GOX1966 hypothetical protein 0,276
GOX0784 multidrug resistance protein A 0,299
GOX0105 protein translation elongation factor G (EF-G) 0,215
GOX1111 ATP synthase B' chain 0,29
GOX1686 hypothetical protein 0,187
GOX1112 ATP synthase C chain 0,16
GOX0242 hypothetical protein 0,293
GOX1819 hypothetical protein 0,299
GOX1993 ribonucleotide-diphosphate reductase subunit alpha 0,265
GOX1857 uncharacterized PQQ-containing dehydrogenase 1 0,253
GOX1867 putative processing protease protein 0,251
G0OX0348 HlyD family secretion protein 0,29
GOXO0377 rplB; 50S ribosomal protein L2 0,239
GOX0599 hypothetical protein 0,21
GOX0889 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 3,401
GOX1008 hypothetical protein 3,409
GOX1988 pyridoxamine 5'-phosphate oxidase 3,007
GOX2295 hypothetical protein 10,101
GOX2676 putative alcohol/aldehyde dehydrogenase 11,244
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NCBI-Nr. Bezeichnung Rati.o of
Medians
GOX1898 hypothetical protein 3,19
GOX1024 heat shock protein 90 8
GOX1748 bacterioferritin 11,039
GOX0726 hypothetical protein 22,669
GOX0900 hypothetical protein 5,558
GOX0974 transcriptional regulator AadR (cyclic AMP receptor protein) 4,742
GOX0679 conserved protein of the SAM superfamily 3,389
GOX0313 NAD-dependent alcohol dehydrogenase 10,494
GOX2181 putative polyol dehydrogenase 4,036
G0OX0347 hypothetical protein 5,731
GOX1615 putative oxidoreductase 3,393
GOX1177 D-glutamate deacylase 5,492
GOX0278 cytochrome d ubiquinol oxidase subunit I 10,036
GOX1079 hypothetical protein 0,814
GOX0762 hioredoxin 3,541
GOX1766 non-heme chloroperoxidase 3,029
GOX1617 hypothetical protein 4,559
GOX0311 NAD(P) transhydrogenase subunit alpha 3,872
GOX1991 chorismate synthase 3,56
GOX2151 hypothetical protein 4,26
GOX0506 RNA polymerase factor sigma-32 5,923
GOX2231 putative sugar transporter 5,656
GOX1499 hypothetical protein 3,537
GOX0026 pothetical membrane-spanning protein 4,008
GOX2684 NAD(P)H-dependent 2-cyclohexen-1-one reductase 13,771
GOX1712 aldehyde dehydrogenase 8,756
GOX1067 alcohol dehydrogenase cytochrome c subunit precursor 6,002
GOX1538 short chain dehydrogenase 3,055
GOX0310 NAD(P) transhydrogenase subunit alpha 12,53
GOX1351 putative isomerase 6,311
GOX1432 NADP-D-sorbitol dehydrogenase 3,709
GOX2184 probable mannitol/sorbitol ABC transporter permease protein 5,556
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NCBI-Nr. Bezeichnung Rati.o of
Medians

GOX0973 outer membrane channel lipoprotein 3,757
GOX1068 alcohol dehydrogenase large subunit 5,065
GOX1050 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase 4,152
GOX1300 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 3,025
GOX1952 hypothetical protein 5,932
GOX0576 hypothetical protein 3,669
GOX1600 two component response regulator 3,721
GOX0148 hypothetical protein 5,256
GOX1625 chloride channel protein 3,379
GOX0352 hypothetical protein 3,601
GOX2203 hypothetical protein 4,061
GOX1358 hypothetical protein 8,007
GOX1660 hypothetical protein 3,457
GOX2183 probable mannitol/sorbitol ABC transporter ATP-binding protein 8,156
GOX0985 pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqC 3,864
GOX1462 putative oxidoreductase 15,417
GOX1540 fructose-1,6-bisphosphate aldolase 4,102
GOX1837 small heat shock protein HspA 5,246
GOX1633 hypothetical protein 48,731
G0OX2493 peptide methionine sulfoxide reductase 4,963
G0OX0946 putative oxidoreductase 3,172
GOX0975 hypothetical protein 3,597
GOX1632 hypothetical protein 18,669
GOX1356 oxidoreductase, iron-sulphur binding subunit 10,999
GOX0404 hypothetical protein 4,375
GOX0875 AtsE protein 3,405
GOX1691 cell division protein FtsH 3,639
G0OX0943 hypothetical protein 15,84
GOX2540 hypothetical protein 8,312
GOX1328 hypothetical protein 0,358
GOX0291 putative ferredoxin subunit of ring-hydroxylating dioxygenase 5,253
GOX1357 putative electron transport protein 11,436
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NCBI-Nr. Bezeichnung Rati.o of

Medians
G0OX0928 phosphoadenosine phosphosulfate reductase 5,537
GOX0475 hypothetical protein 3,415
GOX0741 hypothetical protein 3,83

Die Tabelle mit den  Expressionsverhaltnissen aus den
Transkriptionsanalysen der logarithmischen Phase spiegelt ein
dhnliches Bild zu der Tabelle zu Beginn der logarithmischen Phase
wider (Tab.lll.10). Im ersten Teil der Tabelle sind die ORF's
aufgelistet, die eine starkere Tranksription wahrend der
logarithmischen Phase aufweisen, dabei war der ratio of medians
kleiner gleich 1. Darunter waren viele Gene von ribosomalen
Proteinen hochreguliert, wie z.B. Gox0363 (ribosomales Protein S5)
oder Gox0378 (ribosomales Protein L23P). Im Tabellenbereich, wo der
ratio of medians gréfier gleich 1 war, waren die ORF's dargestellt,
deren Transkription in der kontinuierlichen Kultur starker waren.
Darunter waren einige Gene von Oxidoreduktasen, wie z.B. Gox2676
(vermutliche Alkohol/Aldehyd Dehydrogenase) mit einem ratio of
medians von 11,2, Gox0313 (NAD-abhéangige Alkohol-Dehydrogenase)
mit 10,5, Gox2181 (vermutliche Polyol-Dehydrogense) mit 4,0,
Gox1712 (Aldehyd-Dehydrogenase) mit 8,8, Gox1432 (NADP-D-
Sorbitol-Dehydrogenas) mit 3,7 und Gox1462 (vermutliche
Oxidoreduktase) mit 15,4. Auflerdem war das Gen Gox1540
(Fruktose-1,6-Bisphosphat Aldolase) mit einem ratio of medians von
4,1 hochreguliert. Des Weiteren waren die Gene der beiden
Untereinheiten der NAD(P) Transhydrogenase sowie viele Gene von
hypothetischen Proteinen gegentiiber der kontinuierlichen Kultur

verstarkt transkribiert.
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3.2.3 Transkriptionsanalyse der stationaren Phase

Tab.Ill.12: Transkriptionsanalyse einer Batch-Kultur von G. oxydans 621H in der
stationdren Phase; dargestellt sind die Gene die signifikant veradndert sind,
verglichen wurden die Werte mit einer kontinuierlichen Kultur von G. oxydans
621H, ein ratio of medians > 1 zeigt eine verstdrkte Transkription bei der
kontinuierlichen Kultur, ein ratio < 1 die verstérkte Trankription in der station&ren

Phase

Ratio of
NCBI-Nr. Bezeichnung Medians
GOX1660 hypothetical protein 0,101
GO0X2219 ribose ABC transporter, periplasmic binding protein 0,299
GOX1857 uncharacterized PQQ-containing dehydrogenase 1 0,118
GOX0182 hypothetical protein 3,165
GOX1748 bacterioferritin 5,921
GOX2015 NAD(P)-dependent glucose 1-dehydrogenase 3,98
GOX0973 outer membrane channel lipoprotein 3,232
GOX1002 bacterial protein translation initiation factor 1 (IF-1) 4,681
GOX0352 hypothetical protein 3,495
GOX0985 pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqC 4,546
GOX1462 putative oxidoreductase 3,678
GOX0943 hypothetical protein 3,016

In der letzten Transkriptionsanalyse wurde die stationdre Phase mit
der kontinuierlichen Kultur von G. oxydans 621H verglichen.
Wahrend der stationdren Phase ist das Gen einer PQQ-abhangige
Dehydrogenase mit einem ratio of medians von 0,12 starker
transkribiert. In der kontinuierlichen Kultur zeigte sich eine erhdhte
Expression der Gene einer NAD(P)-abhéngigen Glucose-1-
Dehydrogenase mit 4,0 sowie einer vermutlichen Oxidoreduktase mit
3,7.

Alle gemachten Transkriptionsanalysen basieren auf Microarrays mit
PCR-Produkten, die sehr empfindlich sind. Durch eine langere
Lagerung der Microarray-Chips kam es zu einem starken
Hintergrund, wodurch nur Teile des Genoms miteinander verglichen

werden konnte.
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4. Annotation von G. oxydans DSM3504 mit anschliefendem

Genomvergleich zu G. oxydans 621H

Als erstes wurde das Genom von G. oxydans DSM3504 im Goéttinger
Genomics Laboratory (G2L, Sonja Volland) sequenziert. Anschliefsend
wurde in dieser Arbeit das Genom von G. oxydans DSM3504
annotiert und mit dem Genom von G. oxydans 621H verglichen. Da
sich beide Stdmme in ihrem Wachstumsverhalten (Abb.II1.25)
unterscheiden, ist es ein interessanter Ansatzpunkt zu erfahren,
warum das so ist. Der Genomvergleich der beiden Stamme sollte
nahere Informationen liefern.

Bei der Annotation von G. oxydans DSM3504 wurde versucht jedem
aus einem Gen resultierenden Protein einen Namen zugeben bzw.
moglichst vielen Genen eine Funktion zuzuordnen. AnschliefSend

wurde das Genom mit dem von G. oxydans 621H verglichen.

4.1 Wachstumskurve von G. oxydans DSM3504 und G. oxydans
621H

Bei Untersuchungen auf unterschiedlichen C-Quellen (Sorbitol,
Mannitol, Glukose) zeigte G. oxydans DSM3504 im Gegensatz zu
G. oxydans 621H eine hohere Wachstumsrate und bildete mehr
Biomasse (Bremus, 2006). Jedoch setzte G. oxydans 621H im
Vergleich zum G. oxydans DSM3504 die Substrate schneller um, was
sich in einer hoheren spezifischen Substratbildungsrate und héheren
spezifischen Produktausbeute von Sorbose, Fruktose sowie Glukonat,
5-Ketoglukonat und 2-Ketoglukonat widerspiegelte (Bremus, 2006).
In der Abb.III.25 ist eine Wachstumskurve der beiden Stdmme auf
Vollmedium mit Mannitol als Kohlenhydrat-Quelle dargestellt, welche
den unterschiedlichen Wachstumverlauf widerspiegelt. Dabei erreicht
G. oxydans DSM3504 im Vergleich zu G. oxydans 621H eine
wesentlich héhere EndOD.
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Abb.II1.25: Vergleich des Wachstums der StdAmme G. oxydans 621H und G. oxydans
DSM3504 in Vollmedium mit SOmM Mannitol; G. oxydans 621H (¢); G. oxydans
DSM3504 (m)

4.2 Vergleich der Organisation der Genome von G. oxydans

DSM3504 und G. oxydans 621H

Der GC Gehalt der beiden Stdmme G. oxydans 621H sowie
G. oxydans DSM3504 ist mit 60,82% sowie 61,03% sehr &hnlich.
In G. oxydans 621H wurden funf Plasmide identifiziert (Prust et al,
2005), wohingegen keine Plasmide in G. oxydans DSM3504
vorhanden sind. Dadurch besitzt G. oxydans DSM3504 im Gegensatz
zu G. oxydans 621H auch weniger ORF’s mit 2465 anstatt 2668.

4.3 Zentralstoffwechsel

In dieser Arbeit wurde der Zentralstoffwechsel von G. oxydans
DSM3504 mit dem von G. oxydans 621H verglichen. Dabei wurden
die Gene der Glykolyse, des Pentose-Phosphat-Weges, Entner-
Doudoroff Weges sowie die des Zitronensaurezyklus gegentibergestellt
und ihre prozentualen Unterschiede bezogen auf die Aminosduren

festgestellt.



III. Ergebnisse 105

4.3.1 Glykolyse

Fruhere Experimente wiesen bereits in G. oxydans auf eine
unvollstdndige Glykolyse hin (Stouthamer, 1959; Leisinger, 1965).
Durch die Sequenzierung des Genoms von G. oxydans 621H konnte
das Fehlen des Schlisselenzyms, der Phosphofruktokinase,
festgestellt werden (Prust et al, 2005). Die Auswertung der
Sequenzierung von G. oxydans DSM3504 deutete ebenfalls auf das
Fehlen dieses Enzyms hin. Es konnte keine Phosphofruktokinase
nachgewiesen werden, welche den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt, die Umwandlung von Fructose-6-Phosphat zu Fructose-1,6-
Bisphosphat, katalysiert. In der Tab.lll.13 sind die ORF's von
G. oxydans 621H sowie G. oxydans DSM3504 gegenuibergestellt und
deren  prozentuale Ubereinstimmung auf Aminosdurebasis
dargestellt. Die prozentuale Ubereinstimmung setzt sich aus dem
Grundwert, die Anzahl der Aminosduren des Proteins von G. oxydans
621H, und dem Prozentwert, die abweichenden Aminosduren des

Proteins von G. oxydans DSM3504 zusammen.

Tab.III.13: Vergleich der offenen Leserahmen (ORF's) und ihrer Grofsie im Genom

von G. oxydans 621H und G. oxydans DSM3504 die man der Glykolyse zuordnen

kann
Enzym Bezeichnung A?n?flizggfén unterschiedl. Gbereinstimmung
ERGO-NT. (AS) AS der AS in %

Hexokinase RGLU2424 322 0 100
RGOX1170 322

Glucose-6- RGLU1746 957 3 99,69

Fhosphat RGOX0315 957

Aldolase RGLU1597 299 3 99,00
RGOX0136 299
RGLUO0832 358 1 99,72
RGOX2146 358

Triosephosphat- RGLU2277 275 9 96,73

Isomerase RGLUO548 262 74 68,36

RGOX0900 275
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Bezeichnung ~ Anzahlder . o ps0q1 Ubereinstimmung

Enzym ERGO-Nr. Amin(gssé)turen AS der AS in %

RGLU2337 266 1 99,62
RGOX1013 266

Glycerin-3- RGLU1917 324 7 97,84

g;%iflc)i};f)l;nase RGOX0520 324
RGLU2275 569 9 98,42
RGOX0898 569

Glycerinaldehyd- RGLUO0S80 352 1 99,72

%‘f&?r%};‘gase RGOX1847 352

Phosphoglycerat- RGLU0S579 404 2 99,50

Kinase RGOX1846 404

Mutase RGLUO0329 510 6 98,82
RGOX1622 510

Enolase RGLU2333 426 0] 100

RGOX1007 426

Beim Vergleich der beiden Stamme, G. oxydans DSM3504 und
G. oxydans 621H, wurde eine unterschiedliche Anzahl an Triose-P-
Isomerasen festgestellt. Es konnten drei Triose-P-Isomerasen in
G. oxydans DSM3504 identifiziert werden, wohingegen G. oxydans
621H tuber lediglich zwei dieser Isomerasen verfigt. Die Triose-P-
Isomerase katalysiert die reversible Reaktion zwischen
Dihydroxyacetonphosphat und Glycerinaldeyd-3-Phosphat und spielt
somit eine wichtige Rolle in der Glykolyse.

In der Tab.lll.13 sind die unterschiedlichen Triose-P-Isomerasen
dargestellt. Dabei &hneln sich die ersten beiden Triose-P-Isomerasen
von G. oxydans 621H (RGOX0900, RGOX1013) sowie von G. oxydans
DSM3504 (RGLU2277, RGLU2337) mit einmal 96,7 % und 99,6 %
sehr stark. Wohingegen die dritte Isomerase von G. oxydans
DSM3504 verglichen mit der Triose-P-Isomerase von G. oxydans
621H mit der Nummer RGOX0900 nur eine Ahnlichkeit von 68,4 %

aufweist und somit deutlich geringer ist. Der Vergleich der restlichen
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Enzymen der Gl

ykolyse spiegelt eine sehr hohe Ahnlichkeit der

entsprechenden Isoenzymen mit mind. 97 % wider (Tab.III.13).

4.3.2 Pentose-Phosphat-Weg

Durch die Sequenzierung des Genoms von G. oxydans 621H konnten

alle Enzyme des Pentose-Phosphat-Weges identifiziert werden (Prust

et al., 2005). Die

entsprechenden Gene konnten auch in G. oxydans

DSM3504 gefunden werden (Abb.III.26). In Tab.IIl.14 sind alle ORF’s

von beiden Stdmmen dargestellt. Dabei zeigte sich bei dem Vergleich

der ORF’s eine hohe Ubereinstimmung mit uber 97% der

Aminosaureseque

nz der Enzyme des PPW (Tab.III.14).

Gliucose

-
-

Glucose-6-Phosnhat

GLU 0159

4.‘.___
A

6-P-Gluconolacton

RGOX 0318
SL

RGLU 1749

6-P-Gluconat
4 RGOX 0318
RGLU 1749

Ribulose 5-Phosphat

RGOX 0320

RGOX 2749
RGLU MZQAV '\E" RGLU 1750

Xylulose 5-Phosphat Ribose 5-Phosphat

RGOX 0314
RGLU 1745
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A 7

RGOX 0314
RGLU 1745

Sedoheptulose 7-Phosphat + Glyceraldehyd 3-Phosphat

8
RGOX 0315
RGLU 1746

[ Erythrose 4-Phosphat + Fructose 6-Phosphat

~
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Fructose 6-Phosphat + Glyceraldehyd 3-Phosphat

Abb.II1.26: Schematische Darstellung des Pentosephosphat-Wegs: 1. Glucokinase
2. Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase 3. Gluconolactonase 4. 6-Phosphogluconat

Dehydrogenase 5.

Ribulosephosphat-Epimerase 6. Ribosephosphat-Isomerase

7. Transketolase 8. Transaldolase
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Tab.Ill.14: Vergleich der ORF’s und ihre Grofie im Genom von G. oxydans 621H
und G. oxydans DSM3504 die man dem PPW zuordnen kann

Anzahl der . . L
Enzym Bezeichnung Aminoséuren unterschiedl. Uberemstu"nrnung
(AS) AS der AS in %

Gluconokinase RGLU 1751 178 4 97,75

RGOX 0321
Glucose-6-P- RGLU 1424 489 3 99,39
Dehydrogenase RGOX 0159
Gluconolactonase = RGLU 1749 246 4 98,37

RGOX 0318
6-Phosphogluconat RGLU 1747 332 1 99,70
Dehydrogenase RGOX 0316
Ribulosephosphat- RGLU 1750 225 1 99,56
Epimerase RGOX 0320
Ribosephosphat- RGLU 1422 231 1 99,57
Isomerase RGOX 2749
Transketolase RGLU 1745 685 2 99,71

RGOX 0314
Transaldolase RGLU 1746 957 0 100

RGOX 0315

Sowohl in G. oxydans 621H als auch in G. oxydans DSM3504
befanden sich die Mehrzahl der Gene des PPW in einem Cluster
(Prust, 2004) (Abb.III.27). Die Gene des Clusters der beiden Stdmme
sind in Tab.Ill.15 aufgelistet.

Gox1706 Gox1708 Gox1710 Gox1712

- 3 ¥ J -~ 7 3 - J

Gox1702 Gox1703 Gox1704 Gox1705 Gox1707 Gox1709 Gox1711 Gox1713 Gox1714

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

PPW-Operon (12502 bp)

Abb.II1.26: genetische  Orientierung des  vermutlichen  Operons des
Pentosephosphat-Weges; Angegeben sind von G. oxydans 621H die RGOX-Nr. sowie
fur G. oxydans DSM3504 die RGLU-Nr.
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Es wurde in der Tab.III.15 die Enzyme des vermutlichen Operons des
PPW von G. oxydans 621H mit den Isoenzymen aus G. oxydans
DSM3504 verglichen. Dabei zeigte sich bei fast allen Enzymen eine
Ubereinstimmung der Amminosduresequenz mit Uber 97 %. Die
bildeten die ORF's RGLU1753
und RGLU1752

(cytoplasmatisches Protein). Der Vergleich zu ihren Isoenzymen zeigte

beiden Ausnahmen zwei

(transkriptioneller Regulator, LysR Familie)
nur eine Ubereinstimmung von 92,8% fiir den transkriptioneller
Regulator und 94,9% flir das cytoplasmatische Protein.

Tab.Ill.15: Vergleich der ORF’s und ihre Grofie im Genom von G. oxydans 621H
und G. oxydans DSM3504 die man dem vermutlichen Operon des PPW zuordnen

kann

Anzahl der . .. . .
Enzym Bezeichnung Aminoséuren unterschiedl. Uberemstlfnmung
(AS) AS der AS in %
Transketolase RGLU 1745 685 2 99,71
RGOX 0314
Transaldolase RGLU 1746 957 0 100
RGOX 0315
6- RGLU 1747 332 1 99,70
putative RGLU 1748 266 2 99,25
e iy RO
6-Phospho- RGLU 1749 246 4 98,37
gluconolactonase RGOX 0318
Ribosephosphat- RGLU 1750 231 1 99,57
Isomerase RGOX 2749
Gluconokinase RGLU 1751 178 4 97,75
RGOX 0321
putative RGLU 1752 175 9 94,86
cytop.lasmic RGOX 0323
protein
transkriptioneller RGLU 1753 290 21 92,76
Regulator, LysR RGOX 0324

Familie
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Anzahl der . .. . .

Enzvm Bezeichnune Aminosiuren unterschiedl. Ubereinstimmung
Y caclcinting osaure AS der AS in %
(AS)

Aldehyd- RGLU 1754 480 3 99,38
Dehydrogenase RGOX0325
Protease I RGLU 1755 175 2 99,86

RGOX 0326

4.3.3 Entner-Doudoroff-Weg

Im Genom von G. oxydans 621H konnten durch Prust et. al. alle
Gene fur fur den ED-Weg identifiziert werden. Gleichermafien sind

orthologe Gene auch in G. oxydans DSM3504 vorhanden (Abb.II1.28).

1l RGLU 1751
& RGOX 0321
Glucose-6-Phosphat

-~ ey
A RGLU U159
4

+ RGOX 1424
P30 - I o [P Py ey
O-r - OIicIaATLON
| RGIIT 1440
5 RGLU
oL SaaY 57e
v RGOX 2781
<

RGOX 1757
2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat

5 RGLU 0425
RGOX 1756

RGLU 0426
4L

Glycerinaldehyd-3-Phosphat Pyruvat
6 RGLU 0580
RGOX 1847

1,3-Bisphosphoglycerat
RGLU 0579
7l RGOX 1846
3-Phosphoglycerat

Sl RGLU 0329
RGOX 1622

2-Phosphoglycerat
9 i RGLU 2333
RGOX 1007 / 1008
Phosphoenolpyruvat
1 oi RGLU 2305

RGOX 0955
Pyruvat

ADbDb.II1.28: Schematische Abbildung des Entner-Doudoroff-Wegs; Angegeben sind
die RGOX-Nr. von G. oxydans 621H sowie die RGLU-Nr. von G. oxydans DSM3504
1. Hexokinase 2. Glucose-6-P-Dehydrogenase 3. Gluconolactonase 4.
6-Phosphogluconat-Dehydratase S. KDPG-Aldolase 0. Glyceraldehyd-
Dehydrogenase 7. Phosphoglycerat-Kinase 8. Phosphoglycerat-Mutase 9. Enolase
10. Pyruvat-Kinase
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In der Tab.lll.16 sind die ORF's von G. oxydans 621H sowie

G. oxydans DSM3504 und deren prozentuale Unterschiede auf

Aminosdurebasis dargestellt.

Tab.Ill.16: Vergleich der ORF’s und ihrer Gréfie im Genom von G. oxydans 621H

und G. oxydans DSM3504 die man dem ED-Weg zuordnen kann

Enzym Bezeichnung Anzahl der unterschiedl. Ubereinstimmung
Aminosduren AS der AS in %
(AS)

Gluconokinase RGLU 1751 178 4 97,75
RGOX 0321

Glucose-6-P- RGLU 1424 489 3 99,39

Dehydrogenase RGOX 0159

Gluconolactonase RGLU 1449 406 6 98,52
RGOX 2781

6- RGLU 0426 615 9 98,54

KDPG-Aldolase RGLU 0425 207 2 99,03
RGOX 1756

Glyceraldehyd- RGLU 0580 352 1 99,72

Dehydrogenase RGOX 1847

Phosphoglycerat- RGLU 0579 404 2 99,50

Kinase RGOX 1846

Phosphoglycerat- RGLU 0329 510 §) 98,82

Mutase RGOX 1622

Enolase RGLU 2333 426 0 100
RGOX 1007

Pyruvat-Kinase RGLU 2305 476 2 99,58
RGOX 0955

Der Vergleich der Entner-Doudoroff ORF’s zwischen den beiden

Stammen, G. oxydans DSM3504 und G. oxydans 621H, zeigt eine

hohe Ubereinstimmung der Aminosduresequenz mit tiber 97%.
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4.3.4 Zitronensidurezyklus

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, belegen Beobachtungen
einen unvollstdndigen Zitronensaurezyklus. Unter anderem wurde
anhand der Genomsequenz von G. oxydans 621H kein Gen, welches
fur die Succinat-Dehydrogenase kodiert, nachgewiesen (Prust et al.,
2005). Ebenso konnte das fir den Stamm G. oxydans DSM3504
bestatigt werden. In der Tab.lll.17 sind die Enzyme und die ORF’s
des Zitronensaurezyklus von G. oxydans 621H und G. oxydans
DSM3504 aufgelistet. Zusatzlich wurde der prozentuale Unterschied
der Aminosdurensequenz berechnet, bei der sich eine sehr hohe

Ubereinstimmung der Amminosiuresequenzen von tiber 98% zeigte.

Tab.Ill.17: Vergleich der ORF’s und ihre Grofse im Genom von G. oxydans 621H

und G. oxydans DSM3504 die man dem Zitronensaurenzyklus zuordnen kann

Anzahl der . .. . .
Enzym Bezeichnung Aminosauren unterschiedl. Uberemstgnmung
(AS) AS der AS in %
Zitrat-Synthase RGLU2029 431 2 99,54
RGOX0650 431
Aconitase RGLU1407 897 15 98,33
RGOX2730 897
Isozitrat- RGLU1408 340 4 98,82
Dehydrogenase RGOX2731 340
2-Ketoglutarat- RGLU0931 885 15 98,31
Dehydrogenase RGOX2260 885
RGLU1102 369 6 98,37
RGOX2460 369
Malat- RGLU2097 500 8 98,40
Dehydrogenase RGOX3459 500
Fumarase RGLU1689 467 4 99,14
RGOX 0242 467
Putative RGLUO097 945 3 99,68
Phosphoenolpyruvat-

RGOX3479 945
Carboxylase
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4.4 Unterschiede zwischen G. oxydans DSM3504 und G. oxydans
621H

Fur einen weiteren Vergleich der Genome G. oxydans 621H und
G. oxydans DSM3504 wurden die Gene, die nicht in G. oxydans 621H
vorkommen, aber in G. oxydans DSM3504 ermittelt. Dazu wurde
zuerst jeder einzelne ORF in G. oxydans DSM3504 mit den ORF’s von
G. oxydans 621H in ERGO miteinander verglichen. AnschliefSend
wurde zur Verifizierung der Daten aus dem ERGO-Vergleich ein
BiBlast mit Hilfe des G2L (Goéttinger Genomics Laboratory) unter
Mitarbeit von Sonja Volland durchgefiihrt (siehe Anhang Tab.VIL.2).
Einige unterschiedliche ORF’s sind in der folgenden Tab.III.18

enthalten.

Tab.III.18: Aufgelistet sind die ORF’s, die in G. oxydans DSM3504 vorkommen,
aber nicht in G. oxydans 621H

ERGO-Nr. Annotation
RGLU0O0139 DNA-cytosine methyltransferase (2.1.1.37)
RGLUO00477 adhB: Alcohol dehydrogenase cytochrome c subunit
RGLUO00478 Gluconate 2-dehydrogenase alpha chain (1.1.99.3)
RGLUO00479 Gluconate 2-dehydrogenase gamma chain (1.1.99.3)
RGLU00483 Sorbitol dehydrogenase small subunit (1.1.99.21)
RGLUO00484 glucose-methanol-choline oxidoreductase
RGLUO00485 Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) (1.1.99.3)
RGLU00493 beta-lactamase
RGLU00495 D-amino-acid dehydrogenase (1.4.99.1)

RGLU00496 penicillin amidase

RGLUO00497 beta-lactamase

RGLU00498 dipeptidyl aminopeptidas (3.4.14.11)

RGLUOO0500 dac: D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (3.4.16.4)
RGLU00524 glycosyltransferase

RGLUO0537 Acyl-CoA dehydrogenase

RGLUO00539 celB: Phosphoglucomutase (5.4.2.2)

RGLU00540 Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NADP+] (1.2.1.16)
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ERGO-Nr. Annotation
RGLU00541 NADH dehydrogenas (1.6.99.3)
RGLU00548 Triosephosphate isomerase (5.3.1.1)
RGLUO1182 nitrilase
RGLUO1346 nagB: Glucosamine-6-phosphate deaminase (3.5.99.6)
RGLUO01360 Gluconate 2-dehydrogenase cytochrome c subunit
RGLUO1362 Leucyl aminopeptidase (aminopeptidase T)
RGLUO2184 L-sorbose 1-dehydrogenase (1.1.99.32)
RGLU02195 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I (1.2.1.12)
RGLU02256 sldB: Glycerol dehydrogenase small subunit (1.1.99.22)
RGLU02257 glucose dehydrogenase

Insgesamt wurden 345 offene Leserahmen identifiziert, die in
G. oxydans DSM3504 vorhanden sind, jedoch nicht in G. oxydans
621H vorkommen (sieche Anhang Tab.VII.2). Interessanterweise
besitzt G. oxydans DSM3504 einen zusatzlichen ORF, welcher fur
eine NADH-Dehydrogenase vom Typll (RGLUO0OS41) kodiert. Des
Weiteren besitzt er einige zusédtzliche Dehydrogenasen wie z.B. eine L-
Sorbose 1-Dehydrogenase (RGLU2184) sowie eine Glucose
Dehydrogenase (RGLU2257). Unter den identifzierten ORF’s sind eine
Vielzahl, die fur hypothetische Proteine kodieren (sieche Anhang
Tab.VIL.2).

5. Einflufl einzelner Gene auf das Wachstumsverhalten von
G. oxydans DSM3504

Eine interessante Fragestellung ist, warum G. oxydans DSM3504
eine hohere optische Dichte als G. oxydans 621H erreicht? Dazu
wurden die Genome miteinander verglichen. Durch die
Genomanalyse wurden Gene ermittelt, die nur in G. oxydans
DSM3504 vorkommen. Von diesen Genen wurden vier Gene zur
weiteren experimentellen Untersuchung ausgewéahlt. Dabei sollte
festgestellt werden, ob diese Gene Einflufd auf das unterschiedliche

Wachstumsverhalten haben.
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Unter den ausgewdhlten Genen befanden sich die Gene einer
Nitrilase, Gluconat 2-Dehydrogenase, NADH-Dehydrogenase Typll
und eine Triosephosphat-Isomerase. Die Tab.III.19 gibt die jeweiligen
Gene und ihre ERGO-Nummern an.

Alle vier Gene wurden jeweils in den Expressionsvektors pBBRI1-
MCS2 kloniert, mit Hilfe von Kolonie-PCR und Sequenzierung
uberprift und anschlieffend in G. oxydans 621H konjugiert. Ziel
dieses Experimentes ist die genaue Untersuchung des

Wachstumsverhalten aller konstruierter G. oxydans 621H Stamme.

Tab.lll.19: Zusammenstellung der Gene, Primer und die jeweils daraus
resultierenden Plasmide far die Konstruktion der Expressionsplasmide in

G. oxydans 621H

ERGO-Nr. Genbezeichnung Primer (kb) Plasmid

Gluconat 2-Dehydrogenase RGLU479 Xbalrev

A. RGLUO00478
alpha Untereinheit 2,86 pAJ75

Gluconat 2-Dehydrogenase

. . RGLU478Hindlllfwd
gamma Untereinheit

RGLU00479

RGLU1182Xbalfwd 1,3 pAJ76
B. RGLUO01182 Nitrilase
RGLU1182HindlIlIrev

RGLUS41Xbalfwd 1,5 pAJ78
C. RGLUO00541 NADH Dehydrogenase
RGLU541HindllIrev

RGLU548Xbalrev 1,0 pAJ79
D. RGLUO00548 Triosephosphat Isomerase
RGLUS48HindIlIfwd

5.1 Konstruktion sowie Wachstumsversuche der

Expressionsplasmide mit den Genen aus G. oxydans DSM3504

Die Expressionsplasmide wurden mit den Genen aus G. oxydans
DSM3504 konstruiert, welche fir eine Nitrilase, Gluconat 2-
Dehydrogenase, NADH-Dehydrogenase Typll und eine
Triosephosphat-Isomerase kodieren.

Die Tab.lll.19 gibt die Gene, die amplifziert wurden sowie deren

jeweiligen Primerpaare und deren enstehenden GréfSen in kb, an.
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Dabei wurde die jeweilige, zugehoérige Promotorregion mit amplifziert.

Die Sequenzen der betreffenden Gene sind in den nachsten

Abbildungen (Abb.III.29-32) aufgeftihrt.

1 cataacctga aggccgcagg ttcaaatcct goccccgoaa coatagatce ot aa € ttcgoatkbtg
gtattggact aagtttagga ggtatctagg ga tttg a aagcgtaaac ttccggocce
RGLU1182Xbalfwd -35
121 ggaggagagc agatttgctt catcgotttg ggatctaacg cttcggaaag gaaaattaca ctacgtatge tcgogttcct gtaatgagca agttactcgt caggactgag cogogotgaa
tet gt cctagattgc gaagcctttc cttttaatgt gatgcatacg agcgcaagga cattactcgt tcaatgagca gtcctgactc ggegogactt
-10

241 t©attcgggag aaToAatgnat g cgtgttgccg Qgc cggaagtagc Ctgttogata cgcotgcaac TOTLQatode a & gctactgcg

ataagccctc ttagtacata ctggttcgac goacaacgge aataagtccg teg at tg agaactagcg ta tga
H AR LRSS IrEES o 0 0005000095000 95000955009500055000550005500G >
1 fd tpa tldzr mea hoce aaaa
361 caggggattg AtTLagcadt TLT a gca aq a aggtg g gag aagccg gggatgatta TOLQCQgrac
grccoctaac taaatcgtoa tc cag -1 ag aac Tt a a ta
............. TS TR RS o 5 5 00550009550095000955009500095000950009500095 000300
g g i d1 a v £ p e a vy g gy p kgl t© fg av1l gsozrrf peg rdd yv1ry
481 tggaagtcag cca gga g aaaatgacag cacacttggt at a cctctactgt
accttcagtc ggt € ttttactgtc gtgtgaacca ta € tg ggagatgaca
IH AR LSS ITERS 5 50055500559005550055 5005550055 50055 5005550055 5095555 >
£ ag kmt ahl v vgyvw d g a t 1l yoc
601 agag gggca agcatcgcoaa grtaatgocg acgggtaccg agdcgtttagt ctgaggacad ccaccattoc ggttttcoagt
tatcgrgaga acta a. tcgtagogtt caattacggc tOoccatggc a gatggrtaagg ccaaaagtoa

LlE AR GRS B 3 5 50 5000000000 550000 00909090 5500090 909090
l1mp t gt e r l v wga gdag

721 ) tat ggrtgcgcg
ct taa 3 gg a gtaca ctagttggaa
T e RGLU0D1182 Nitrilase
t c we nym pdlrzr qsm
841 atctggcagg CEECCatgcg COACAttgot Catgaaggtc ggactttcgt LOLgagtgcc tOEcagttca tgacgogrg g cg ag
Tagaccgncc gaaggtacac a ga g cct a gg acagtcaagt a gatgc goacagtagt EOGLLEattg
....................................................... Ele Al GRS U 3 55 050 5000000050050000909090 9050050590009 0909005050 0090905
w q a s m r hia yveg rt f v <1lsa cqef mtr adagp e€ny ach qagamnn
961 a attattgtca ggg aga CLCATgaccy JUaagcasatt CLOacagccg ATALCOALGE JQaagacatt
gggctttgcc aagaatagac gtcg gt cgg tctctagtag cg ag gg grtaa gactgtcgac tATAgotaga COLEGLgnaa
Hitrilase
a g p
1081 atccgggcaa aatatgactt ggatgttgcoa ggtcattatg cocgoccoga tattttcagt tt teca tea
taggccegtt ttatactgaa cotacaacgt ccagtaatac gggcggggct ataaaagtca agg ggt agt

ra kyd l1ldva ghy arp di£ws 1lrv ndv pgn@p vsf s egq

1201 tcaggaagtg accaaagcga atag

agtccttcac tggttteget tate
RGLU1182HindIIIrev

>..RGLUD1182 Nitrilase..>>

s g s dgqgs3s e -

ADbb.III.29: DNA-Sequenz der Nitrilase aus G. oxydans DSM3504

....................................................... RGLUDLIIBZ Nitrilase.....uureennnnsssssssssssssssssssssssnnnnnnnns

1 tcaggcatcc accctggoag agaccagegt geotgacgotg tcgatcaght tcatgaaatc a ag ca a a
a gg t cgactgegac agctagtcaa agtactttag gg gt gtc gt t t
RGLU54BHindIIIfwd

E%500500500000033005005006000330ADAEAEAAAIAADAA RGLU00548 Triose-P-Isomerase <

- ad vra sv1l¢t svas dil km€fd ape W v

121 a gccatagage gtgatgtcct geatcacgge geogeagtttc gtatggatct gegacacgaa

t cggtatcteg ag cactacagga cgtagtgccg cgogtcaaag catacctaga cgotgtgett
3205005005000000330050050066000330ADAEA0E6AAAIAADAA RGLUD0548 Triose-P-Isomerase.

d ri nag s vsg gyl 1pi rv¢ts dpg tid gqmva rlék t hidi gs v £

241 aa t tcag aaa gtgcagtgeg attttcgect gecgggecag

a gt Tttt cacgtcacge taaaagcgga cggceccggtc

RGLUD0548 Trioge—P-ISOMETAS€. . .uueennrnnrnrrneancnnennennns <

e yvail vra f£de gs1g hla

361 cgtttcctge gagaccccga actcgaacte gt a g t gcg cttgaggttc accgtccagt cegtctctee
gcaaaggacg ctctggggct tgagettgag ca t a ga teg gaactccaag tggcaggtca ggcagagagg
3205005005000000330050050066000330ADAEA0E6AAAIAADAA RGLUO0S548 TrioSe—P-IO0MELASE . «ueueeeeeentenrorsocencensonsonsossecensansansonss <

t eg s vg £ e £fe d1l¢t dgi c¢cv1lp glg h k1 aarv k1lmn v tw d¢tedg

481 gaaatgctge aa g a a gaaatttcce ag t
ctttacgacg a g ggg gccaggtcocg aggg a
3205005005000000330050050066000330ADAEA0E6AAAIAADAA RGLUDD548 TrioSe—P-Ia0mErASe. o oceeeeeseesessssseecessassssssssacessasssssnssess <

f h q s a g ce& ai mpa s ie gtwa gsd e w f mnaqga

601 gcccacgatc Qggg acgtgaacgg cggattcacg aaggtocgaa og gag
cgggtgctag agaaagtccc TOCACTLQOC goCtaagtgc TLCocaggott a ggcg
3205005005000000330050050066000330ADAEA0E6AAAIAADAA RGLU00548 Triose-P-Isomerase

g vi mps ggqlv asv dk1 st fp pnv £ tr vgep pr £ aal

721 gttca ag a ga agacggtctt ] Tt tcaactggcc gggcactcat
gcgrtgtcga a aaaggtcaag c©agggcotagg totgccagaa gactaggtgc cAAtLJgagt gotgtcccaa agttgaccgd ©ocgtgagta
Ceernnesnnensannsannnns RGLUDOS48 Triose-P-ISOMErase......cecveeerannnanns <<

a va eap gknm kwn tgdi wvek gdv

841 ccggatcceg acttctcocgg aatatcttta cogetaaacc ataacagaaa aaatggeage cgtcccatga ataacgatac atctctcege ccctgaaaca ggeccegggg
ggcctaggge tgaagaggoc ttatagaaat ggogatttgg tattgtcttt tttaccgtcg goagggtact tattgotatg tagagaggcg gggactttgt coggggecce
-35 -10

961 ccctgagtaa agcgtcgtgt tgccaatccg gttce

gggactcatt tcgeageaca acggttagge caagg
RGLUS48Xbalrev

Abb.III.30: DNA-Sequenz der Triose-P-Isomerase aus G. oxydans DSM3504

gccgattoto
cagctaagag

cggggatget
gecectacga
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1 Tcatgcctgc accatcggac CTYggTTTTT Cagataggtc gTocggatat gataggcggc CCagtatgcc agggotgcga CCattccggt CgggTTatat CCCAatococt gogggaatgc

agtacggacg TEYTagcctg gacccaaaaa gLCTatccag CaggecTtata CTAtocgccg ggTcatacgg TOCCgacgct ggtaaggcca goccaatata gggtagggga cgcccttacg
RGLU478HindITITfwd

e eensnsenssenssansasnsasnsannasnnnnnnnn RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase — alpha Untereinheit......oeeiniminiiinnninnninnnrnnnnnnns <

- ag vmp gpnkx 1yt tri hyaa wya 1l aa vmgTtT pngy gmag gpTf a

121 gctggcgocg atcacgaaaa Cattcgagac gTOCCagetc TOCAgatatc ggttgacgca actTgTOTTg ggatcggttc CCatgatgge CCCaccgecg agatgcgtgg ToTgatacceq

©gaccgcggc TAgTgCTTTT gTaagctctg Cagggtcgag acgtoTatag CCAactgcgt Tgaacagaac coTagecaag ggTtactaccg gggtggcggec TCTACgCacc agactatgge
......... RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit..
v dws gl vy rnvoe s t k pd¢t gamn

241 gcgggtgtcg asaacctctc cgtccttcag cattcccaga gaatacttgg tggoccccat tgecttgatg atgggttcga tcttgoccac cacatactgg ttcatcegga tatogttgte
cgcecacage ttttggagag gcaggaagtc gtaagggtct cttatgaace ta tac t i3 tg gtgtatgacc aagtaggcct atagcaacag
300000000000006000a0000006000000A00a00C RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase — alpha UNTETeiNNeiT......eeeeeeeenonnonneneeneennsnnnnens <

rtd fve gdkx 1 mgl sy kX tagm akdi ipe ikgv vyagq nmr idnd

361 TTTccagttg aacgtcatcc ggagcagagg cTgcccgtag geattgctgt aggtgggatc gagatccaga TAAacatccc TOTaggccat atTactgeca tgcgcgtcga tggtcaggga
aaaggtcaac TTGCagtagg CCTCUECTCC gacgggcatc cgTaacgaca TOCAccctag CTLCTAggTeTt atTtgtaggg acatccggta TAATEacggt acgcgcagct accagtccct
Ceneensnenssenssansasnsasnsannsnnnnnnns RGLUQO0478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit.......eeceeecrnenrnnnsnnnnnnns

X wn £ tm r l1lp qgy ans yvtpd 1 dl yvvd ryamnsg had

481 atgacgatag gtatcgacca tggoctcctt gtatccttcc ccccaggtcg gogoctigec gocagggocg ccaatggoag cogeaatcgg cttcacacct goctgattga cocagacagg
tactgctatc catagctggt accggaggaa cataggaagg ggggtccage cgoggaacgg cggtcccgge ggttaccgtc ggegttagec gaagtgtgga cggactaact gggtctgtec
{800000000000006000a0000000000000A00a00E RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit.

hry tdv mae kX ¥y ge gwt pakag gpeg gidia aa

601 cgacccacce acaaagccaa geggtccatg atcgaagttc atgotgttga agtcatcgat i3 ct gagattggtg tactgcttgg gogacageca
gctggotggg tgtttcggtt cgocaggtac tagottcaag tacgacaact tcagtageta cogotgtgga cgeggcggec gaggttgott ctctaaccac atgacgaace cgotgtcggt
300000000000006000a0000000000000A00a00E RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase — alpha UNTEreinneiT.....eeeeceeennennonneneeneennennnnnns <

s g g v fg 1l pgh d fn msn £fddi aveg agg agov £ 1nct vagk pas 1l w

721 cgcccgggac gtcgtgatcg totgatagac gaagtttctc cctaccgttc cggtgtitctg ttgoggatca taaggetgge cgatcccgga cageageatg agatggacgt tgtgaaactyg
gcgggocctg cageactage agactatctg cttcasagag ggatggcaag gocacaagac aacgectagt attccgaccg gotagggect gtogtegtac tctacctgea acactttgac
................... RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit
t gy v £fnr gv¢t gtng gpd ¥pg gi

841 gaaggcactg ataatgacca gatcggcatc Caactcgacc TOETTTTTtgg TQcgcagatc CaggTaactc Acacccgtcg CCTTTTTCTT gTCggcgtcg agattgacct Tgagaacatq
CTTCCgtgac TATTActggt ©tagccgtag gttgagctgg acgaaaaacc acgcgtctag gTccattgag tgtgggcoagc ggaaaaagaa cagccgcagec TETaAactgga actotTgtac
RGLUQO0478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit.......eeeeecrnesrnenrsensannsnnnnnnns <
v g k k t r 1L d 1 y s v gt a k kX dad 1 nv k 1 v h

961 tgctttggta atcagcgtga a t tattcacatt gggagaggce ttggaataca tgtaacagtc atacccactg caatatccac agaaattgea
acgaaaccat tagtcgeact t ag ataagtgtaa ccctctcogg aaccttatgt acattgtcag tatgggtgac gttataggtg tctttaacgt
RGLUD0478 Gluconat Dehydrogenase — alpha Untereinheit.......eeeeeeeeeeeencencancnnennennnns <
1 ap1l invn psa ksy myocd yvgs cvg c£onec

1081 tggccccatc TOCAcgocgt Aaggattggt ACAttgogot gaagcatttg cggcagggag cgcataggga tOatagccta CATLCQoggc ggocgatcgd 2acaggotgg CAgastagac
accggggtag acgtgcggoa ttcctaacca tat aa gogtatcoct actatcggat gt a gtcttatctg
85005550095000950009590035530350303500G RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase - alpha UntereinBeit.....eeeeeeeceeeneeeanneeannneannnnnns <

P gm gvg ypnt yga s an aapl ayp hyg vnaa aszc £ 13 asyv

1201 ctcacccatc gotggaagcg gaaatgecatc ggaacgatca ggggcaaaac ggttaccgtt t agg gt
gagtgggtag cgaccttcge ctttacgtag ccttgotagt ccccgttttg ccaatggeaa a a
2050050050000000503300500600000AADAADA RGLUD0478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit

e gm apl pfad srd paf rnagmn gadi kagk ic¢t

1321 cttatcgaaa sacggttcaa agt: gaa ttcaggaatg car. g gtgcgtaagg CCAgatcatc
gaatagcttt ttgccasagtt caaggagtat toagtgcggc attaggactt craagtagag as T gcatggcccg ctgttgtaac ca agtcragtag
Ceesssensaensasnsascssscsssessannsannns RGLUD0478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit........cciieiiininniinnnnnnnnnnnnnnns <

kd £ £pe 1leey tvg yvydg 1lnmg e€pdi £nk gyoera vvn torl aldd

1441 gaa gt agg tgatccageg tattccgtat
tt a ag t actaggtcge ataaggeata
B2050050050000000300900500600800AADAADA RGLU00478 Gluconat Dehydrogenase — alpha UNCEreinneiC......ceeceeeeeeneennencenennennennnns <

pav r fh vgsw h1lg agg vageag plTf aal rrvyp 1lae qdl ©tnri

1561 cgrtaaccgtg gactgggaca ggrtctggaa aagccggtga ©ggatggctc CLOLcaactc gtcaatggag grtgggtaat cgoccotcogac tQocgtagca cgotcgtcac cacgttcgag
gcattggeac ctgaccctgt ccaagacctt tteggecact gectaccgag gagagttgag cagttaccte ta a tegt a gt
Ceesssensaensasnsascssscsssessannsannns RGLUD0478 Gluconat Dehydrogenase - alpha Untereinheit........cciieiiininniinnnnnnnnnnnnnnns <

t vt s qgs 1ngf 1 rh ria gzrle dis t©tpy dagewvw ata red gre1l

1681 catgaccacc gasagtcctg CCLCcgtgag CLOCttggcc A0gatggaac Cagcccaacc Cgoaccgatg ACgatggcat cct
gractggtgg ctttcaggac g gtcgggttgg gogrggctac tgcotaccgta g gcgrgrgrat taa agagtccg

e RGLUO0478 Gluconat Dehydrogenase - alpha UnCereinheif.........oeeeeeeeecnenennns <<
mv v s 1g ae<tl e ka 1 is gawag agdi via dvkEk acmn
RGLUO0479 Gluconat Dehydrogenase - gamma Untersinheit <<..

1801 tat: gat. tt ccatgaaatc gt cca

ata ta aa ggtactttag
.. .. .. .. ....RGLUDD479 Gluconat Dehydrogenase - gamma Untereinheit
5 v p g £ P Y P a g k g n v w d m £ d a r a g p £

1921 . attctgacgc aactgctcga agaaggtgtg a a gaa
gga taagactgeg tt a ggt ta e
e et RGLU0D479 Gluconat Dehydrogenase — gamma UNGEreilfeif.........eeeececececncncncneaenenennns <

nggogyvy 1l pd s f£fv gel¢t nger 1ge £ £th apv agl amkag gef a6k

2041 gtgegatctg ggg tctg tga tga cataggeatt tgccgoggea atagectgge gatagaggtc acgeggcggg agggacaact

cacgctagac ga tact act. gtatccgtaa acggeogecgt tatcggaccg ctatctccag tgegecgecc tcectgttga
............................... RGLUD0479 Gluconat Dehydrogenase — gamma Untereinheit.........oeeeeeeceecencnnsnnennenenness®
q epv alg s £tq ggh hdr vyamn aaa iag ryld rpp 1351

2161 ggt catgtaccac aactctccat gtccataagg cgtatccatc tgtcgatcga tgaattcagg cgeotccaage agggeegegt
a gtacatggtg ttgagaggta caggtattcc geataggtag acagetaget acttaagtcc gogaggttcg tcccggegea
2050050050000000503300500600000AADAADA RGLUD0479 Gluconat Dehydrogenase — gamma Untereinheit........eeeeeeeeeernceocancnnenneannns <

4@ vy gl npa gek £pgs myw 1l eg hgyp tdm gqed ifep agl 1 aa

2281 cgggtccatg agcgtccgea ggaaatattc gogcacagge ggoattcagg aacagocatt cctcatgatt gaaatattta ggtttgtatg actgogtact ttctgactge agagcatcgg
gcccaggtac tcgeaggegt ccotttataag cgogtgtecg cogtaagtce ttgtcggtaa ggagtactaa ctttataaat ccaaacatac tgacgcatga aagactgacg totegtagee
2050050050000000503300500600000AADAADA RGLUD0479 Gluconat Dehydrogenase — gamma Untereinheit........eeeeeeeeeernceocancnnenneannns <
d pgh ada p£fi raca anl £1w ee hn £y k pky 3 g¢ts es3sq 1 ad

2401 cccagacttt atggcocgoca tacatccaga atgacgetga a aa gt gggattttca tttcttgotec caatgacaaa catgacctga
gggtctgaaa taccggeggt atgtaggtct tactgegact t tt gcal ccctaaaagt aaagaacgag gttactgttt gtactggact
Ea000050050000003503500 RGLU00479 Gluconat Dehydrogenass - gamma Untersinheit <<
a wv k hgg yvmw £ sas gl1l1 gact f£nrr Kk m

2521 cgacataggaa & a 'l t grggaatgat cccgggtaadg a a. g matagttcca
g grcgggt agcg g ttataggcga ga aq

-10 -35
2641 atatattgca gottgtaagg gotgoctgad ggttatgaaa taz gtggcag actgcgteg gtag
a gcca gogagrttaag acaccgtcaa g £ gtcaag
2761 t a atggataaac tgggctatat ctacaatcge ggogetgega ace
ga gt tacctatttg acccgatata gatgttagcg ccgcgacget tgg

RGLU479Xbalrev

Abb.II1.31: DNA-Sequenz von RGLUO00478 — 0479 (Gluconat-Dehydrogenase) aus
G. oxydans DSM3504
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1 CcQcEcrttat tacagtcacc TEAatatgat TTLCOgcata TOCQQaatTc CCAaTaacagt CEgtgcggac COTAccgttt aataagcgeg TLLactgocg
gcgagaaata atgtcagtgg actTatacta aaagccgTat aggcctTaad ggTattgtca gacacgcctg agatggcaaa TTATLCgoge aaatgacgac

RGLUS41Xbalfwd

-35

121 ttccctcgtg COLTTTTOLg TTQOCCatcc COtgaacgga ggcctgaaaa CCgatgdcgt CECgatctga aaTTCTYatt gTeggtggcg grgttgccag
aagggagcac agaaaaagac aacgggtagg ggacttgcct CCggactLTt ggctaccgca gagctagact TTaagactaa Cagocaccgc Cacaacggcc

B RGLU00541 NADH-Dehydrogenase

m a s r s e 1 1 1

241 tcggocaagtc aatgggaaaa TOCQOaaagy COCOCATCAC JCTUATCOac AagagcttTt CCCATYTCTd JAa3accgatg
agccgttcag ttaccctttt aggoctttcc gogogtagtg cgactagotg ttctcgasaa gggtacagac ctttggotac

id s £ s h v w kopam

361 acaaggtgaa cttcatctcc caggocageg ggcaccattt cgagttctgg coccggegagg ttgoctccat tgaccgegag
tgttccactt gaagtagagg gtccggtcge cogtggtaaa gotcaagace gggocgotcc aacggaggta actggegote

g a s ghh £ e £w pge vas idre

481 gcaccgtcat tctggaaagc cggogoatga aatacgacac gatcgtcatc gogatcggea gtaccgocaa tgatttcgge

cgtggcagta agacctTtcd gOCOCQLact TTLALgotgtg Ctagcagtad CQOTAdccgt CAtggcggtt actaaagocg
. .RGLU00541 NADH-Dehydrogenase
g t v iles rrm kyd tivdi aig s ta n

601 tcgtggacgc CaaTQCQLLC aacgagaagt TEcggatgga QOLQeTCCge QOCTLEgoca acaattccga ACTGQAcatc
agcacctgeg gttacgoaag ttgotcttca aggectacct cgacgaggcg cggaageggt tgttaagget tgacctgtag
0555000005500 00005505 00000095 Co00aE555000055000a0S RGLUO0S41 NADH-Dehydrogenase

1 vd anaf nekx £frm e11r afa nmnas e

721 ccgagettca caaggogetg gasatcgtgg ggccatacaa cotgoatget ttcggeaagg ccccgeccaa gotccatgte

ggctcgaagt gttccgegac ctttagoacc coggtatgtt ggacgtacga aagocgttcc goggogggtt cgaggtacag
.....RGLUOOS541 MADH-Dehydrogenase. 5
n 1l ha f gk apop k1 n v

841 cggaatccgt ctccgocgeg goacageagg aactcgaaca tatcggegtt accgtcogea ccaatgogeg cgtcgeggeg

gccttaggea gaggeggege cgtgtegtec ttgagottgt atagocgoaa tggoaggegt ggttacgege goagogeege
RGLU00541 NADH-Dehydrogenase. 5
h i g v t vr tna r v aa

961 tttcggccaa goLgogogtc TOOQCggctg gogtccgagc GOCTgAaggnc acgactgcct ALggtggcct gacgatcaac
aaagccggtt cgacgegoag acccgocgac cgoaggotcg gggactccag tgotgacgga taccaccgga ctgotaghbtg
B Ty RGLU00541 NADH-Dehydrogenase

721 ccgagcttca caaggogetg gasatcgtgg ggocatacaa cotgeatget ttcggeaagg ccccgoccaa gotccatgte
ggctcgaagt gttccgogac ctttagoacc ceggtatgtt ggacgtacga aagocgttcc ggoggogggtt cgaggtacag

B T e RGLUOO541 NADH-Dehydrogenase
a el hkXxal eiv gpy nlhha fgk apep k

841 cggaatccgt ctccgocgeg goacageagg aactcgaaca tatcggegtt accgtcogea ccaatgogeg cgtcgeggeg
gccttaggea gaggeggege cgtgtcgtcc ttgagettght atagocgoaa tggoaggegt ggttacgege goagegecge
S0 .RGLU00541 NADH-Dehydrogenase.
h i g v tvr tna r v aa

p e s v s a a agqg

961 tttcggccaa goLgogcgtc TOUQCJUctg gEgtcogagc COCTgAaggnc acgactgcct ALUULOgcct gacgatcaac
aaagccggtt cgacgegoag acccgocgac cgoaggotcg gggactocag tgotgacgga taccaccgga ctgotaghbtg
oo c .RGLU00541 NADH-Dehydrogenase.

v s a k r v waa g veIr apev t ta yagag 1 ¢t

1081 ttgatgacga QgcggattLLc gocatgggag actgotocLt CALCCAggac gatccactgc CEgocacgge goaggttgcec
aactactgct cgoctaaaag cggtaccctc tgacgaggaa gtaggtoctg ctaggggacg ggoggtgecg cgtccaacgg

............................... RGLU0O0541 NADH-Dehydrogenase.........

v g g

ctgoactgct
gacgtgacga

aaccgcgagg
ttggegetee

acgeoccggeg
tgcgggcege

gcgatcgreg
cgctagcage

acgctoctge
tgcgaggacy

gccgatgage
cggctacteg

aaaaccggte
ttttggccag

acgctectge
tgcgaggacy

gccgatgage
cggctacteg

aaaaccggte
ttttggccag

cggcageagg
gccgtegtee

g v a

ttgcctecag
aacggaggee

tegttctcag
agcaagagtc

tcaaggaaca
agttccttgt

gcggegggac
cgecgeeceeg

agtceggege
tcaggcegeg

atggtttcac
taccaaagtg

agatcctegt

tctaggagea

agteccggege
tcaggeegeg

atggtttcac
taccaaagtg

agatcotcogt
tctaggagea

a
cccggoatct
gggccgtaga

ccatgcgcag
agtacgcgcc

tctttocctt
agaaagggaa

cacggtcage
gtgccagteg

cccgettetg
gggcgaagac

ctgeatgtee
gacgtacaqgg

caccggtgtg
gtggccacac

gcgeateetg
cgcgtaggac

gctcaaggac
cgagttecetg

caatccgaac
gttaggcttg

gcgeateetg
cgcgtaggac

gctcaaggac
cgagttcetg

caatccgaac
gttaggcttg

ggcgogecat
ccgegoggta

t 1 k d g s ¥

TaascgrLoto
atttgcagag
-10

gcaacccgeo
€gttgggcag

aacgaaaacy
ttgcttttge

RGLUOOS41 NADH-Dehydrogena8S . cuu e e e enensnsnnanceeennenassssssaneeennnnnannsns >

gaagccgacg
cttcggetge

atcgacaatc
tagcotgrtag

cagetcgoog
gtcgagegge
>

ccegettttc
gggcgaaaag

ggatcctatg
cctaggatac

ctgtcctcca
gacaggaggt

ccegettttc
gggcgaaaag

ggatcctatg
cctaggatac
>

ctgtccteca
gacaggaggt
>

ctgccggect
gacggccgga

e e e eeeaaaaaeaaeeeaeeee e RGLUOOS41 NADH-Dehydrogena8sSe. . uuceeeeeeeennnasssscecennenassssssasenennnnasnsnns >

idd er i f amg dcs f£41igd dp1l pact agyva

1201 ggatcgagca tggccagaaa gtcccggget gtattttcca caacaaggge gogatcgtgg ctctgggaaa atacaatgge
cctagctegt accggtcttt cagggeccga cataaaaggt ghtgttcccg cgotagoacc gagaccettt tatgttaceg

tgggeggcte
acccgecgag

ttcecggegg
aagggcegee

tacggtctag
atgccagace

ggaggaggea
ccteeteegt

P et eeeaeeeaeeeeaaeaaaaaaeaaeeee e RGLUO0541 NADH-Dehydrogenase. . ... oot ittt eeeennsacccenennesssssascceennnnnasnnnns >

w

f h n k g a iv alg k yng

1321 tttcgcacgg CELCTCggcd ©ggatggccc atotcatgct CLatcgccag Caccagatcg &acCtgTttcgg ctattaccag
aa3aQgcgtgcc gaagagecgc goctaccggg Tagagtacga gatagcggtc gtggtctagc TLgacaagec gataatggec

e e e eeeaaaaaeaaeeeaeeee e RGLUOOS41 NADH-Dehydrogena8S . .uu.s e e rerrennnnssassssnnnnanssssaanssssnnns

i s h g f s a r ma h 1l m 1 y r g h gdi e 1 f£f g y¥v v r

1441 <tccggccttc ©gtgcoggctg gactgagcac catccgcgcc tgagcaaccc gocTgacagc aaaaaaaaag cocgoggoct
aggccggaag goacgocgac CTEactcgtg graggcgcgg actcgttggg Cggactgrcg TUTTTTTTTC gggogecgga
b >> RGLUOOD541 NADH-Dehydrogenase

1561 gccgaagaac a
cggcottottg ©
HADHdo rev

Abb.III.32: DNA-Sequenz der NADH-Dehydrogenase aus

gggergatgt
cccgactaca

acgccacggg
Tgcggrgcce

cottttactc
ggamaatgag

CELLLTTgTcc
gaaaaacagg

cgactgggtc
gctgacccag

tagaagtccg
atcttcaggc

gagacctteg
ctctggaage

cCccgracgct
gggcatocgs

G. oxydans DSM3504

Die Fragmente wurden mit den in Tab.lll.19 aufgefihrten Primern

amplifiziert und anschliefSend mit Xbal und Hindlll verdaut. Im

Anschlufs erfolgte deren Ligation mit dem gleichermafien verdauten

Vektor pBBR1-MCS2. Nach der Transformation in E. coli DHSa

erfolgte die Uberpriifung mittels Kolonie-PCR und anschlieflender

Sequenzierung. Die fertigen Plasmide sind in Abb.III.33 dargestellt.
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Abb.III1.33: Zusammenstellung der Strategie zur Erstellung der

Expressionsplasmide fir die Gene einer Nitrilase, Gluconat 2-Dehydrogenase,

NADH-Dehydrogenase Typll und eine Triosephosphat-Isomerase A.

Klonierungsstrategie von pAJ75 (Gluconat-Dehydrogenase) B. Konstruktion von

pAJ76 (Nitrilase) C. Klonierung von pAJ78 (NADH-Dehydrogenase) D. Konstruktion
von pAJ79 (Triose-P-losmerase)
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Die Plasmide pAJ75, pAJ76, pAJ78 und pAJ79 wurden anschliefsend
mit Hilfe des triparentalen mating in G. oxydans 621H konjugiert.
Nach der Uberpriifung mittels Kolonie-PCR wurden einzelne

Wachstumstest in Vollmedium mit SOmM Mannitol durchgeftihrt.
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Abb.II1.34: Wachstumskurven der Stimme mit den Expressionsplasmiden pAJ75,
pAJ76, pAJ78, pAJ79 und pBBR1-MCS2, angezogen wurden die Stimme in
Vollmedium mit 50 mM Mannitol und 50 pg / ml Kanamycin; NADH-
Dehydrogenase - G. oxydans 621H pAJ78 (M); Triose-P-losmerase - G. oxydans
621H pAJ79 (x); Nitrilase - G. oxydans 621H pAJ76 (A), Gluconat-Dehydrogenase -
G. oxydans 621H pAJ75 (A); Kontrolle - G. oxydans 621H pBBR1MCS2 (¢)

In Abb.III.34 sind die Wachstumskurven in Vollmedium mit 50 mM
Mannitol dargestellt. Es konnten keine Unterschiede zwischen der
Kontrolle G. oxydans 621H pBBR1-MCS2 und den Stammen
G. oxydans 621H pAJ76 (Nitrilase), G. oxydans 621H pAJ79 (Triose-
P-Isomerase) und G. oxydans 621H pAJ75 (Glukonat-Dehydrogenase)
beobachtet werden. Allerdings ist ein deutlicher Unterschied
zwischen der Kontrolle und dem G. oxydans 621H pAJ78 (NADH-
Dehydrogenase Typll) zu erkennen. Durch das Einbringen des NADH-
Dehydrogenase Gens aus G. oxydans DSM3504 in G. oxydans 621H
konnte ein Zuwachs der erreichten optischen Dichte auf das doppelte
beobachtet werden. Dieser Unterschied ist auch erkennbar, wenn

man sich die Wachstumskurve zwischen G. oxydans 621H und



III. Ergebnisse 121

G. oxydans DSM3504 ansieht. Dies lasst den Schlufs zu, dass die
zusatzlichen Kopien der NADH-Dehydrogenase in G. oxydans
DSM3504 einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten haben.

6. Methode zur Gen-Integration ins Chromosom von G. oxydans
621H

In der Molekularbiologie gibt es verschiedene Methoden um die
Funktion eines Gens zu untersuchen. Dazu gehéren unter anderem
die Deletion sowie die Uberexpression des Gens und die
anschliefSende experimentelle phanotypische Untersuchung.

Bei der Fragestellung, wie verhalt sich das Gen in einem anderen
Organismus bzw. Stamm, kann das Gen in das Chromosom integriert
werden. Dazu bedarf es je nach Stamm einer geeigneten Strategie. In
dieser Arbeit wurde fir G. oxydans 621H eine neue Methode
entwickelt, wodurch Fremd-DNA in das Chromosom durch homologe
Rekombination integriert werden kann. Dabei basiert das System auf
dem Austausch des upp-Gens, welches flir eine Uracil-
Phosphoribosyl-Transferase kodiert, mit dem auszutauschenden Gen.
Die Abb.III.35 gibt die Vorgehensweise der Methode detailliert wieder.
Damit ein Austausch stattfinden kann, wurde eine Fusion bestehend
aus dem auszutauschenden Gen sowie den Flanken der up- und
downstream- Region vom upp-Gen gebildet. Dazu wurden zuerst das
Gen sowie die Flanken up- und downstream vom upp-Gen amplifiziert
und anschliefSfend miteinander mittels PCR fusioniert. Das so
entstandene Fusionsprodukt wurde in den Vektor pAJ63a kloniert.
Dieser besitzt das upp-Gen, welches fir eine Uracil-
Phosphoribosyltransferase kodiert, das als Gegenselektion verwendet
wurde. Die genaue Wirkungsweise der Uracil-Phosphoribosyl-
Transferase wurde oben in Punkt 1 ,Etablierung eines markerfreien
Deletionssystems in Gluconobacter oxydans mittels des upp-Gens“
beschrieben. Nachdem das Fusionsprodukt in den Vektor pAJ63a
kloniert wurde, erfolgte die Konjugation des konstruierten Plasmids

in G. oxydans 621H, wobei die Anwesenheit des Plasmids durch die



III. Ergebnisse 122

Zugabe von Kanamycin in den Platten uUberprift wurde. Danach
wurde die Integration des Plasmids ins Chromosom mit einem
chromosom- sowie einen plasmidspezifischen Primer kontrolliert. Das
Entfernen des Plasmids und somit die Einleitung der zweiten
Rekombination erfolgte durch die Zugabe von 5-FU ins Medium.
Dadurch konnten nur Klone anwachsen, welche kein intaktes upp-
Gen mehr besitzen. Also die Klone, in dem der Austausch erfolgreich
war und die nicht mehr das Plasmid enthielten (Abb.III.35). Die
Integration des zu interessierenden Gen durch den Austausch mit
dem upp-Gen wurde anschliefend mittels Kontroll-PCRs und

Sequenzierung Uberprift.
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ADbb.III.35: Schematische Darstellung fir die Integration eines Gens in das
Chromosom von G. oxydans 621H; 1.a./b. Amplifikation der Flanken vom upp-Gen
sowie das Gen, welches integriert werden soll; 2. Fusion der drei Amplifikate 3.
Klonierung des Fusionsprodukt up-upp - Gen - do-upp in den Vektor pAJ63a; 4.
Konjugation des Plasmids in G. oxydans 621H; 4.a. skizzierte Abbildung der ersten
Rekombination — die Selektion auf das Plasmid erfolgte auf Kanamycin-Platten; 4.b.
Darstellung zur Einleitung der zweiten Rekombination mit Hilfe der Zugabe von 5-
FU - 1. / IV. geben den Wildtypzustand wieder, wobei II. / III. die gewlnschte
Mutante darstellt
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7. Insertion des Gens der NADH-Dehydrogenase von G. oxydans
DSM3504 in G. oxydans 621H

Die im vorigen Verlauf dargestellten Experimente zeigten (s.5.1), dass
bei einer Expression des Gens RGLU00541 (NADH-Dehydrogenase
Typll) aus G. oxydans DSM3504 in G. oxydans 621H fast die doppelte
OD im Vergleich zum WT erreicht wurde. Da die Experimente mit
dem Expressionsvektor pPBBR1-MCS2, der in mehreren Kopien in der
Zelle vorkommt, durchgefiihrt und zusétzlich in Selektivmedium mit
Kanamycin angezogen wurde, sollte nun das Verhalten einer
einzelnen zusatzlichen Kopie der NADH-Dehydrogenase vom Typll
aus G. oxdans DSM3504 untersucht werden. Dazu wurde das Gen
RGLUOO0541 in das Chromosom integriert. Die Integration erfolgte
durch den Austausch des upp-Gens von G. oxydans 621H mit dem
Gen der NADH-Dehydrogenase vom Typll aus G. oxydans DSM3504.
Das Prinzip beruht, wie bei dem upp-Deletionssystem, auf der
Gegenselektion mit Hilfe von 5-FU. Die Integrationsmethode ist
detailliert in Abb.III.35 wiedergegeben. Die Klonierungsstrategie zur
Erstellung des Plasmids fir den Austausch des Gens RGLU00541
(NADH-Dehydrogenase) aus G. oxydans DSM3504 mit dem upp-Gen
von G. oxydans 621H, ist in Abb.II1.36 dargestellt.

7.1 Integration der NADH-Dehydrogenase (RGLUOO0S541) in das
upp-Gen des G. oxydans 621H-Stammes

Ziel war es, die NADH-Dehydrogenase in das upp-Gen zu integrieren.
Dazu wurde als erstes die upstream und die downstream Region des
upp-Gens (Gox0327) von G. oxydans 621H amplifziert und
anschliefSend die NADH-Dehydrogenase (RGLUO0O0S41) mit den in
Tab.llI.20 angegebenen Primerpaar konstruiert. Das Besondere an
den Amplifikaten ist, dass die flankierende Regionen komplementare
Bereiche zueinander besitzen, wodurch eine Fusion ermoéglicht

wurde.
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Tab.IlI.20: Primerpaare fir die Insertion der NADH-Dehydrogenase

Fragment Primer

Gox0327-up Gox0327 HindlITup fwd
uppupFrev

Gox0327-do uppdoFfwd

Gox0327Xbaldo rev
RGLUOO0541 + eigener Promotorregion NADHFfwd
NADHFrev

Die drei Flanken wurden in einer Fusions-PCR miteinander
verbunden und aufgereinigt. AnschliefSend wurde die Fusion mit den
Restriktionsenzymen Xbal / Hindlll verdaut und in den ebenfalls
verdauten sowie dephosphorylierten Vektor pAJ63a ligiert und das

daraus resultierende Plasmid pAJ81 genannt.
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Abb.II1.33: Konstruktion von pAJ81 1. genetische Orientierung des upp-Gens
(Gox0327) 2. Amplifikation von Gox0327up sowie Gox0327do 3. Amplifikat von
RGLUOO0541 4. Fusions-PCR von den drei PCR-Produkten Gox0327up, Gox0327do
und RGLUO0541 mit anschliefSender Klonierung in pAJ63a. Das resultierende
Plasmid wurde mit pAJ81 benannt.

Das Plasmid pAJ81 wurde mittels triparentalen mating in G. oxydans
621H konjugiert. Mit dem Nachweis der ersten Rekombination
erfolgte die Einleitung der zweite Rekombination. Daflir wurde eine
Ubernachtkultur ohne Antibiotikum auf 5-FU Platten ausplattiert
und anschliefSend die Klone auf den Austausch des upp-Gens durch
die NADH-Dehydrogenase Uberpruft. Dazu wurde eine Kolonie-PCR
mit dem Primerpaar Gox0327checkrev / Gox0327checkfwd
durchgefihrt (Abb.II[.37). Nach abschliefSender erfolgreicher

Sequenzierung wurden die Wachstumsversuche durchgefiihrt.
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ADbb.III.37: Integration der NADH-Dehydrogenase aus G. oxydans DSM3504 in
G. oxydans 621H; 1. 1% iges Agarosegel mit aufgetrennten PCR-Produkten der
Kontroll-PCR: Spur 1: G. oxydans 621H upp::RGLU00541 mit 4,1 kb; Spur 2:
G. oxydans 621H mit 3,3 kb; 2. genetische Orientierung a. G. oxydans 621H b.
G. oxydans 621H upp::RGLU00541

7.2 Wachstum von G. oxydans 621H upp::RGLU00541 (NADH-
Dehydrogenase Typll aus G. oxydans DSM3504)

Mit der konstruierten Insertionsmutante G. oxydans 621H
upp::RGLUO0S41 (NADH-Dehydrogenase Typll aus G. oxydans
DSM3504) wurden Wachstumsversuche in Vollmedium mit 50mM
Mannitol durchgeftihrt. Allerdings konnte das Ergebnis, dass durch
das Einfigen der NADH-Dehydrogenase (RGLUO0541) aus
G. oxydans DSM3504 eine erhéhte OD erreicht wird (Abb.III.35),
leider nicht bestétigt werden. In dem Diagramm verhalten sich WT

und G. oxydans 621H upp::RGLUO00541 adhnlich.

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit (h)

ADbb.III.35: Vergleich einer Wachstumskurve von G. oxydans 621H mit G. oxydans
621H upp::RGLU00541 (enthalt eine zusatzliche Kopie einer NADH-Deydrogenase
vom Typll aus G. oxydans DSM3504); angezogen wurden die Stdmme in
Vollmedium mit 50mM Mannitol; G. oxydans 621H Aupp (M); G. oxydans 621H
upp::RGLU0O0S41 (4)
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IV, Diskussion

1. Etablierung einer markerfreien Deletionsmethode

G. oxydans wird in der Biotechnologie in vielen unterschiedlichen
Verfahren eingesetzt, wie z.B. zur Herstellung von Miglitol und
Vitamin C (Reichstein and Grussner, 1934; Matsushita et al., 1999;
Campbell et al., 2000; Schedel, 2000). Er besitzt eine Vielzahl an
Dehydrogenasen, welche in der Cytoplasmamembran lokalisiert sind.
Das Besondere dieser Dehydrogenasen ist die schnelle und
unvollstdndige Oxidation einer Vielzahl von Zuckern, Alkoholen und
Polyolen und das direkte Ausscheiden der unvollstiandig oxidierten
Produkte ins Medium (Gupta et al., 2001; Deppenmeier et al., 2002).

G. oxydans besitzt einige scheinbar unvollstandige
Zentralstoffwechselwege. Betroffen sind davon die Glykolyse und der
Zitronensaurezyklus (Prust, 2004), aufSerdem ist der
Zentralmetabolismus noch nicht ndher untersucht worden. Um an
detaillierte Informationen tiber diese Wege sowie Uiber die Funktionen
der Dehydrogenasen zu gelangen, helfen molekularbiologische
Untersuchungen, u.a. das Deletieren von Genen. In der
Molekularbiologie werden markerfreie Mutationen im Chromosom
bevorzugt. Ein effizientes markerfreies Gendeletionssystem flir
G. oxydans wurde in der bisherigen Literatur nicht beschrieben,
aufgrund dessen war die Etablierung dieses Systems Ziel dieser
Arbeit. Ein signifikanter Vorteil einer markerfreien Deletion ist, dass
die Mutationen in dem naturlichen chromosomalen Kontext der WT-
Gene stehen. Eine optimale Situation flir genaue, genetische Studien.
Aufierdem koénnen in markerfreien Deletionsstdmmen mit Hilfe der
Methode weitere Mutationen schrittweise in einem Stamm
konstruiert werden, ohne einen Antibiotikaresistenz-Marker zu
verwenden. Dadurch werden Konflikte durch mehrfachen Einsatz von

Resistenz-Markern vermieden. Des Weiteren konnen mit Hilfe einer
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markerfreien Deletion Gene, die sich in einem Operon befinden,
untersucht werden. Da polare Effekte downstream des Genbereichs
durch die Insertion eines Resistenzmarkers verhindert werden. Ein
wichtiger Punkt bei einer markerfreien Deletion ist eine
Gegenselektion die im Labor technisch und effizient méglich ist, um
den erschwerten und uneffizienten Prozess beim Screening von
tausenden Einzelkolonien zur Identifizierung der Mutation zu
erleichtern.

In dieser Arbeit wurde eine markerfreie Strategie entwickelt, bei der
S-Fluorouracil (5-FU) zur Gegenselektion fur plasmidfreie Mutanten
dient (Abb.IV.1 - Abb.IV.4). Das fur den Einbau von Fluorouracil
verantwortliche upp-Gen ist Bestandteil im Pyrimidin-
Stoffwechselweg. Die Pyrimidine werden benétigt um DNA, RNA und
andere Kofaktoren zu synthetisieren. Zur Versorgung mit ihnen gibt
es zwei Moglichkeiten, entweder der Organismus synthetisiert sie
oder er Dbenutzt bestehende Nukleotide, Nukleoside oder
Nukleobasen, welche durch den Abbau von DNA und RNA in der Zelle
oder durch die Aufnahme aus dem Medium zur Verfigung stehen. G.
oxydans verfugt Uber alle Gene, die fur eine vollstdndige de novo-
Pyrimidinsynthese verantwortlich sind (Prust et al.,, 2005). Das upp-
Gen kodiert fir eine UPRTase, diese wandelt Uracil in UMP flr die
Nukleotidbiosynthese um. Die Deletion von upp fihrt zur einer
Resistenz von 5-FU. Die Toxititdt von 5-FU wird durch die
Umwandlung von 5-FU in das 5-Fluoro-UMP durch die UPRTase
eingeleitet. Das 5-Fluoro-UMP wird anschliefSend zu dem sehr
toxischen 5-Fluorodeoxyuridin-Monophosphat (5-Fluoro-dUMP)
umgewandelt (Neuhard, 1982). Diese Verbindung stellt einen
Thymidylat-Synthase Inhibitor dar, wodurch die Bildung von dTMP
verhindert wird. Dieser toxische Effekt lieferte eine Positiv-Selektion
bei der Konstruktion einer upp-Mutante. Spéater wurde die
Verwendung von 5-FU bei der Gen-Deletion in einer upp-Mutante als

Gegenselektion eingesetzt, wobei durch das Einfligen einer upp-Kopie
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mittels dem Deletionsvektor pAJ63a die zweite Rekombination
eingeleitet wurde.

Naturlich koénnen 5-FU resistente Mutanten auch durch einen
anderen Mechanismus entstehen z.B. durch eine Spontanmutation
des upp-Gens im Deletionsplasmid. Allerdings kénnen solche Klone
leicht identifiziert werden, da sie resistent gegeniiber Kanamycin

waren.
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In der Praxis waren die Spontanmutationen im upp-Gen in den
beiden Stdmmen G. oxydans 621H und G. oxydans DSM7145 selten.
Das Entfernen des Deletionsvektors durch die Zugabe von 5-FU
stellte kein Problem dar.

Bei den meisten Mikroorganismen fiihrt eine defekte UPRTase zu
einer Zunahme der 5-FU Resistenz (Neuhard, 1982). Allerdings kann
in einigen Organismen 5-FU direkt in 5-Fluoro-UMP umgewandelt
werden. Diese Umsetzung erfolgt durch die Thymidin-Phosphorylase
und Thymidin-Kinase (Martinussen and Hammer, 1994; Martinussen
et al., 1995; Arsene-Ploetze et al., 2000). In Lactobacillus plantarum
fuhrte eine upp-Deletion zu keiner 5-FU Resistenz (Arsene-Ploetze et
al., 2006), was durch die direkte Umwandlung von 5-FU zu 5-
Fluorodeoxyuridin Monophosphat durch die beiden genannten
Enzymen, Thymidin-Phosphorylase und Thymidin-Kinase zu erklaren
war (Martinussen and Hammer, 1994). Ebenso wurde ein dhnliches
Verhalten in B. subtilis (Martinussen et al.,, 1995) sowie in
Lactobacillus lactis beobachtet, wobei eine fehlende UPRTase nur zu
einem geringen Effekt der 5-FU Sensitivitdt fiihrte. Anhand der
Genomdaten von G. oxydans 621H wurde eine Thymidin-Kinase
(Gox0257) aber keine Thymidin-Phosphorylase identifiziert, wodurch
dieser Stamm nicht in der Lage ist 5-FU direkt in 5-Fluoro-UMP
umzuwandeln.

Die upp-Mutanten zeigten keinen Unterschied in ihren
Wachstumsraten vergleichend zum WT, ebenso wurden keine
Wachstumsunterschiede in Vollmedium mit Thymidin mit
unterschiedlichen Kohlenhydrat-Quellen (Mannitol, Gluconat, meso-
Erythritol, Xylose und Glycerin) zwischen den Stdmmen gefunden
(s.III.1.2.4). Das lief den Schluf$ zu, dass die Mutante reprasentativ
fir den WT in weiteren Studien eingesetzt werden kann. Ahnliche
Resultate wurden in Lactobacillus acidophilus NCFM dokumentiert.
Dabei zeigte die upp-Mutante keinen Unterschied in ihrer
Wachstumsrate vergleichend zum WT, aufierdem wurden keine

Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen in Abhangigkeit des pH-
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Wertes sowie anderen getesteten chemischen Substraten gefunden.
Des Weiteren zeigten Microarray-Transkriptionsanalysen der beiden
Stamme nur geringe Abweichungen, sodass die upp-Mutante
stellvertretend flir den WT in weiteren Studien eingesetzt werden

konnte (Goh et al., 2009).

2. Vermutliche, cytoplasmatische Polyol-Dehydrogenase
(Gox2181)

In dieser Arbeit wurde die vermutliche, cytoplasmatische Polyol-
Deydrogenase (Gox2181) deletiert (s.IlI1.4.1). Das auffallende an
dieser Dehydrogenase war die genetische Organisation, da sich in
ihrer unmittelbaren Umgebung viele weitere Gene befinden, die am
Abbau und Transport von Polyolen beteiligt sind (s.III.1.4). Die
genetische Anordnung dieser Gene lasst den Schluss zu, dass es sich
hierbei um ein Operon handeln kénnte. Um ndhere Informationen
uber diese vermutliche, cytoplasmatische Polyol-Dehydrogenase zu
erfahren, wurde diese deletiert. Dabei zeigten Wachstumsversuche
auf Mannitol sowie Glycerol keine nennenswerten Unterschiede
zwischen dieser Polyol-Dehydrogenase-Mutante und den Wildtyp
(s.II.1.4.2).

Ein Grund hierfir koéonnten andere Enzyme mit einer Polyol-
Dehydrogenase-Funktion sein, welche den Verlust kompensieren
koénnten.

Bei der Betrachtung des Genoms von G. oxydans 621H konnten tber
70 Dehydrogenasen / Oxidoreduktasen identifiziert werden (Prust et
al., 2005). Unter ihnen befinden sich 16 ORFs, die fir Proteine
kodieren, die der Familie der kurzkettigen Dehydrogenasen /
Reduktasen zugeordnet werden konnten. Dazu zdhlt auch das Gen
Gox2181 (Prust et al, 2005). Das Besondere an dieser Protein-
Familie ist ihr breites Substratspektrum, u.a. sind sie in der Lage
Alkohole, aromatische Verbindungen und verschiedene Zucker zu

oxidieren.
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3. Transhydrogenase in G. oxydans 621H

Eine intakte Zelle synthetisiert in Uber tausend anabolischen
Reaktionen Makromolektile (Edwards and Palsson, 2000; Forster et
al., 2003), wobei nur elf von ihnen sowie ATP, NADH und NADPH als
Kofaktoren den Kern des komplizierten biochemischen Netzwerk
bilden (Gottschalk, 1986; Neidhardt et al., 1990). Zum Beispiel sind
die beiden Kofaktoren NADH und NADPH an tiber 100 enzymatischen
Reaktionen beteiligt (Edwards and Palsson, 2000). Chemisch sind
sich die beiden sehr dhnlich, jedoch sind ihre Funktionen in der Zelle
verschieden. Der Kofaktor NADH dient dem Organismus als
Oxidationsmittel und Ubertrdgt seine Elektronen in die
Atmungskette. Durch die anschliefiende oxidative Phosphorylierung
wird ATP synthetisiert (Gottschalk, 1986; Neidhardt et al., 1990;
Russell and Cook, 1995). Der Kofaktor NADPH fungiert
hauptsachlich als Reduktionsmittel und ist an anabolischen
Reaktionen beteiligt. Somit verknipfen die beiden Kofaktoren NADH
sowie NADPH den Anabolismus und den Katabolismus miteinander.
Dabei tiberwiegt NAD in der oxidierten- und NADP in der reduzierten
Form. Durch schwankende Umweltbedingungen variiert das
Verhaltnis von NADH und NADPH in der Zelle und bedarf so einer
Regulation. Ein moégliches Enzym, welches diese Aufgabe erflillen
konnte, ware die Transhydrogenase, da sie den reversiblen Transfer
von Reduktionsdquivalenten zwischen NAD(H) wund NADP(H)
katalysiert.

NADH + NADP" +H" ;1 <« » NAD' + NADPH +H",
Abb. IV.5: Transhydrogenase-Reaktion
Es wurden bisher zwei Typen von Transhydrogenasen identifiziert,

wobei die eine membrangebunden und an der Protonentranslokation

beteiligt ist und die andere eine 10sliche, energie-unabhéngige
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Transhydrogenase darstellt (Hoek and Rydstrom, 1988; Bizouarn et
al., 2002). Viele Mikroorganismen enthalten eine der beiden Formen.
Eine Ausnahme sind Enterobacteriaceae, die beide
Transhydrogenasen besitzen, welche durch die Gene pntAB und udhA
kodiert werden (Clarke et al., 1986; Boonstra et al., 1999).

In G. oxydans 621H konnte mit Hilfe der Genomanalyse eine
membrangebundene Transhydrogenase identifiziert werden, welche
aus drei Polypeptidketten besteht, die von den Genen Gox0310,
Gox0311 und Gox0312 kodiert werden (Prust et al., 2005). Ebenso
existiert in Rhodospirillum rubrum ein &dhnliches Cluster flUr eine
Transhydrogenase bestehend aus drei Genen pntAA, pntAB und pntB
(Williams et al., 1994; Bizouarn et al., 1996; Diggle et al.,, 1996). Im
Gegensatz dazu besteht die membrangebundene Transhydrogenase
in E. coli nur aus zwei Untereinheiten, kodiert durch die Gene pntA
und pntB (Clarke et al., 1986).

Transhydrogenasen bestehen aus drei Doméanen, wobei die
hydrophile Domé&ne I die Bindestelle fir NAD(H) besitzt und die
Doméane III die Bindestelle fir NADP(H) tragt. Die hydrophobe
Doméane II umfasst den Protonenkanal. (Bizouarn et al., 1996;
Rydstrom et al., 1998; Bizouarn et al., 2002).

Um die Bedeutung der Transhydrogenase in G. oxydans 621H zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit die Domé&ne 1 deletiert
(s.III.1.5.1). Dabei wurden unterschiedliche Wachstumsversuche mit
der Transhydrogenase-Mutante durchgefihrt. Verwendet wurden
verschiedene Medien mit wunterschiedlichen Substraten als
Kohlenhydrat-Quelle (s.III.1.5.2). Der anschliefSende Vergleich mit
dem Wildtyp zeigte unter den getesteten Bedingungen entgegen
unseren Erwartungen keine Unterschiede. Somit konnte, die in der
Literatur beschriebene Bedeutung der Transhydrogenase flr
G. oxydans nicht nachgewiesen werden. Wahrscheinlich wird
NADP(H) in G. oxydans auf mehreren verschiedenen Wegen
regeneriert. Fur die Regeneration von NADP(H) besitzt G. oxydans

weitere Moglichkeiten. Zum Beispiel kann G. oxydans aufgrund
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seiner unvollstdndigen Glykolyse Glucose 2z.B. Uber den PPW
abbauen, dadurch entsteht mit Hilfe der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase NADP(H). Des Weiteren wird dieser Kofaktor durch
die im Cytoplasma stattfindenen unvollstdndigen Oxidationen
gebildet. Beteiligt an solchen Reaktionen ist z.B. die NADP-abhéngige
Glucose-Dehydrogenase (Pronk, 1989). Somit scheint NADP(H) nicht
der limitierender Faktor zu sein, sondern eher muss G. oxydans Uber
die Moglichkeit verfigen NADP zu regenerieren. Eine Moglichkeit
daftir basiert auf der Umsetzung von Ketogluconaten zu Gluconat.
Dabei wird Glucose durch die membranstandige Gluconat-
Dehydrogenase zu Ketoglukonat oxidiert und anschliefdend durch die
cytoplasmatische Ketogluconat-Reduktase zu Gluconat reduziert,
wodurch NADP regeneriert wird (Olijve and Kok, 1979).

Ein anderer Mechanismus beschreibt die zyklische Regeneration von
NADP durch das Zusammenwirken von der D-Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase, Old Yellow Enzyme (OYE) und der Katalase (Adachi
et al, 1979)(Abb.IV.3). Die OYE wurden als erstes in Hefezellen
entdeckt (Warburg and Christian, 1933) und besitzen eine NADPH
Oxidase Aktivitdt. Dabei wird das NADPH durch das oxidierte OYE
unter Sauerstoffzufuhr zu NADP und Wasserstoffperoxid umgesetzt,
welches mit Hilfe der Katalase zu H2O und Sauerstoff katalysiert wird
(Abb.IV.6).

D-Glucose-6-Phosphat y NADP o reduziert . 0Og 1/2 Oy
N/ v/ Oldyellow - |, |
| \[ enzyme
D-Glucose-6-Phosphat ﬂ ‘\ | /, H,0
Dehydrogenase A A Katalase
6-Phospho-D-Glukonat NADPH oxidiert Hy05 -
Old yellow
enzyme

Abb.IV.6: Vorschlag zur Regeneration von NADP. Verdndert nach Adachi et. al
1979

Eine weitere Moglichkeit die Balance zwischen den beiden Kofaktoren

aufrecht zuerhalten, ist eine duale NAD/NADP Coenzym-Spezifitat
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der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase aus dem PPW (Tonouchi et al.,, 2003). Dadurch kann
sowohl NADPH als auch NADH entstehen.

4. Entner-Doudoroff-Weg

Der Entner-Doudoroff-Weg (ED) ist eine Alternative zur Glykolyse und
tragt durch den Abbau von Zuckern zur Energiegewinnung und zur
Versorgung mit NADPH bei. Als erstes wurde er in Pseudomonas
saccharophila entdeckt (Entner and Doudoroff, 1952) und bisher tritt
der ED-Weg am haufigsten in Gram-negativen Bakterien auf
(Conway, 1992). In Saugetieren fehlt er ganzlich. Frihere
Untersuchungen zeigten, dass der ED-Weg in Zellulose
produzierenden Acetobacter und in Gluconobacter sp. Stdimmen aktiv
ist (Kersters and De Ley, 1968). Durch die Genomanalyse konnten
alle Gene fur den ED-Weg in G. oxydans 621H identifiziert werden
(Prust et al., 2005). Neuere Studien belegen, dass der Glucose-Abbau
in mehreren phylogenetisch unterschiedlichen Bakterien
hauptsachlich durch den ED-Weg verlduft. Darunter befinden sich
Agrobacterium tumefaciens, Sinorhizobium meliloti, Rhodobacter
sphaeroides, Zymomonas mobilis, Paracoccus versutus und
Pseudomonaden (Fuhrer et al., 2005).

In der Zelle wird Glukonat mit Hilfe einer Glukonat-Kinase zu 6-
Phosphoglukonat phosphoryliert, welches dann entweder durch den
PPW oder den ED-Weg geschleust wird. Im ED-Weg entsteht durch
die 6-Phosphoglukonat-Dehydratase 2-Keto-3-desoxy-6-
phosphogluconat. Dieses charakteristische Zwischenprodukt wird
mit Hilfe der KDPG-Aldolase weiter zu Pyruvat und Glycerinaldehyd-
3-Phosphat gespalten.

Um nédheres Uber den ED-Weg in G. oxydans zu erfahren, wurden in
dieser Arbeit sowohl die 6-Phosphoglukonat-Dehydratase als auch
die KDPG-Aldolase deletiert (s.III.2.1 / s.III.2.2.1). AnschliefSend
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wurden unterschiedliche Wachstumsversuche durchgefihrt
(s.II1.2.1.1 / s.111.2.2.2).

Einer der zentralen Verbindungen des ED-Weges ist das Glukonat.
Deshalb wurden zuerst Wachstumsversuche auf diesem Substrat
durchgefihrt (s.III.2.1.1.1 / s.III.2.2.2.1). Wie zu erwarten, waren
sowohl die 6-Phosphoglukonat-Dehydratase Mutante als auch die
KDPG-Aldolase Mutante nicht mehr in der Lage auf Glukonat zu
wachsen. Damit konnte die Notwendigkeit des ED-Weges fuir den
Abbau von Glukonat in G. oxydans belegt werden. Ebenso zeigten
Versuche in E. coli, dass der ED-Weg fir den Abbau von Glukonat
benétigt wird (Chang et al., 2004; Fuhrer et al., 2005).

Aber warum kann G. oxydans nicht mehr in Glukonat-Medium
wachsen, wenn der ED-Weg defekt ist? Einen Einblick dartber
schafft eine genaue Betrachtung, wie G. oxydans Glukonat
verstoffwechselt.

Er kann das Gluconat durch seine membranstindigen
Dehydrogenasen weiter zu 2-Ketoglukonat oder 5-Ketoglukonat
umwandeln, dabei werden weniger Elektronen in die Atmungskette
eingeschleust als z.B. beim Wachstum auf Glukose. AnschliefSend
konnte G. oxydans 2-Ketoglukonat und 5-Ketoglukonat in die Zelle
aufnehmen und durch Reduktasen wieder zu Glukonat umwandeln,
wobei NADPH verbraucht wtirde, welches G. oxydans fur den Aufbau
von Biomasse benétigt. Eine andere Moglichkeit ware der Transport
von Glukonat in die Zelle mit Hilfe einer Glukonat Permease, welche
im Genom von G. oxydans 621H mit Gox2188 annotiert wurde.
AnschliefSend musste das Glukonat in den PPW oder in den ED-Weg
eingeschleust werden. Fehlt der ED-Weg in G. oxydans, fallt eine
wichtige Moglichkeit weg ATP zu bilden und Kohlenstoff in den
Zentralstoffwechsel einzuschleusen, somit wilirde es 2zu einem
Stillstand des Wachstums kommen.

Eine weitere interessante Beobachtung der 6-Phosphoglukonat-
Dehydratase Mutante zeigte sich beim Wachstum in Mannitol-

Vollmedium. Dabei erreichte die 6-Phosphoglukonat-Dehydratase
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Mutante Uberraschenderweise eine wesentliche héhere End-OD als
der WT (s.[II.2.1.1.1), wohingegen sich die KDPG-Aldolase-Mutante
wie der WT verhielt (s.II[.2.2.2.1). Grunde hierfir kénnen sein, dass
sowohl der PPW als auch der KDPG-Weg in G. oxydans durch die
Modifikation der Enzymaktivitdt reguliert werden. Ein Beispiel daftir
ist die Enzymhemmung beider Stoffwechselwege durch entstehende
Folgeprodukte beim Glukonatabbau (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-Isomerase (Takama und
Nosoh, 1982) in verschiedenen Organismen auf diese Weise reguliert.
In der 6-Phosphoglukonat-Dehydratase Mutante wird kein KDPG
mehr gebildet, dadurch wird die 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase
nicht mehr gehemmt und der PPW kann Glukonat schneller
verstoffwechseln und  bildet somit mehr Pentosen und
Reduktionsaquivalente. Die KDPG-Aldolase Mutante kann weiter mit
Hilfe der 6-Phosphoglukonat-Dehydratase KDPG bilden, welches
inhibierend auf die 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase wirkt. Daher
dhnelt das Wachstumsverhalten der KDPG-Aldolase Mutante in
Mannitol-Vollmedium dem des WT und nicht dem der 6-

Phosphoglukonat-Dehydratase Mutante.

5. Die Wirkung von Ribose auf G. oxydans

In einem anderen Experiment wurde eine interessante Beobachtung
bei der Zugabe von Ribose ins Vollmedium festgestellt. Dabei zeigte
sich bei allen untersuchten Stdmmen, dass durch die Zugabe von 10
mM Ribose ins Mannitol-Medium das Wachstum inhibiert wurde
(s.III.2.1.1.3). Ebenso wurde diese Inhibierung nicht nur in
unterschiedlichen Stdmmen, sondern auch bei verschiedenen

Mannitol-Konzentrationen beobachtet (s.II1.2.1.1.3).
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Ein Grund weshalb Ribose inhibierend auf die Zelle wirkt, konnten
Glykierungen sein. Dabei sei anzumerken, dass Ribose in der Lage
sein sollte durch ABC-Transporter in die Zelle zu gelangen, wobei
diese Transporter in einem Cluster (Gox2218-Gox2221) angeordnet
sind. Neben den Genen des ABC-Transporters befinden sich
auflerdem die Gene fur die ersten Schritte der Riboseverwertung
(Prust, 2004).

Die Glykolierung ist ein Prozess, bei dem Kohlenhydratgruppen an
Proteine oder Lipide ohne Beteiligung von Enzymen gehédngt werden.
Diese Reaktion von reduzierenden Zuckern mit Aminosduren wurde
nach L.C. Maillard benannt, der sich erstmals 1912 mit der
Umsetzung dieser Art befasste. Diese Maillard-Reaktion wurde in vivo
an der nichtenzymatischen Fruktosylierung des Hamoglobins
nachgewiesen. Als Folgeprodukte der Fruktosylierung von Proteinen
werden sogenannte advanced glucosylation end products (AGE) und
Carboxymethyllysin gebildet (Koenig et al.,, 1976). Ebenso konnte fir
einige Zucker  wie Ascorbate (Dunn et al, 1990),
Dihydroxyacetonphosphate (Hamada et al, 1996), Glyoxal,
Methylgloxal und 3-Deoxyglucoson (Thornalley et al, 1999) eine
autoxidative Glykierungen von Proteinen in vivo beobachtet werden.
Ebenfalls wurden fir Ribose Glykierungen nachgewiesen, dabei
konnte eine sehr schnelle Transformation von Bovine Serum Albumin
(BSA) zu zwei advanced glucosylation end products, dem Pentosidin
und Carboxymethyllysin, beobachtet werden (Khalifah et al., 1996).
Gerade durch die schnelle Transformation von Ribose, wird dieser als
ein sehr reaktiver vorkommender Zucker betrachtet (Khalifah et al.,
1996).

Eine berechtigte Frage ist, warum sollten die Glykolierungen in
G. oxydans fur Ribose spezifisch sein? Glykolierungen werden ebenso
von anderen Zuckern verursacht und G. oxydans kann sehr gut in
hochkonzentrierten Zuckerlésungen wachsen. In diesem Experiment
wurde ein Vollmedium mit Mannitol als Kohlenhydrat-Quelle

verwendet. Ribose gehort zu den Pentosen und ist somit ein kleineres
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Molektile als Mannitol (Hexose), Di- oder Oligosaccharid und dadurch
wirkt es reaktiver als die gréfseren Molektile (Khalifah et al.,, 1996).
AufSerdem werden die meisten Zuckern in der Umgebung von
G. oxydans gleich durch membranstandige Dehydrogenasen oxidiert
und somit gelangt nur ein bestimmter Prozentsatz der Zucker die
Glykolierungen verursachen koénnten in die Zelle. Anscheinend ist
G. oxydans nicht in der Lage Ribose durch membranstandige
Dehydrogenase zu oxidieren. Diese Vermutung stiitzt sich auf das
Wachstumsverhalten von G. oxydans im Ribose-Vollmedium. Die
durchgefihrten Wachstumsversuche mit G. oxydans 621H mit 50
mM Ribose als auch 100 mM Ribose als Kohlenhydrat-Quelle zeigten
so gut wie kein Wachstum (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu
konnte fir die Pentose Xylose Wachstum beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Somit scheint es, dass Ribose nicht durch
membranstandige Dehydrogenase oxidiert wird und keine Elektronen
in die Atmungskette einschleufen kann. Anscheinend wird Ribose
vollstdndig in die Zelle aufgenommen, wobei eine erhodhte
Konzentration von Ribose in der Zelle anschlieffend zu
Glykolierungen fiihrt.

Die Auswirkungen von Glykolierungen sind umfangreich. Diese
Maillard-Reaktion wurde ebenso an den Aminogruppen von
Nukleinsduren und an Lipiden entdeckt, wobei wieder
Carbonylverbindungen entstehen (Bucala et al., 1984; Bucala et al.,
1993). Diese Glykierungen an der DNA destabilisieren die
glykosidische Bindungen, wodurch das Deoxyribose-Phosphat
Ruckgrat aufgebrochen wird (Seidel and Pischetsrieder, 1998;
Pischetsrieder et al, 1999). Des Weiteren koénnen durch die
Glykierungen Nukleotide miteinander verbunden werden (Kasai et al.,
1998). Solche Verdnderungen der DNA beeintrdchtigen deren
biologische Funktion und kénnen zu Mutationen fihren. Weitere
Studien konnten Glykierungen auch in E. coli nachweisen, sowohl fur
Proteine als auch auf der DNA-Ebene (Mironova et al, 2001;

Mironova et al., 2003; Mironova et al.,, 2005). Dabei zeigte sich, dass
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die DNA-Glykierung in E. coli abhéngig von der Wachstumsphase ist.
Die Glykierungen in der exponentiellen Phase sind geringer, was mit
der intensiven de novo DNA-Synthese in Zusammenhang steht,
wohingegen sie in der stationdren Phase wieder zunehmen (Mironova
et al.,, 2005). Diese Beobachtung korreliert mit der in dieser Arbeit
durchgefihrten Experimente. Es wurde beobachtet, dass G. oxydans
in der Ubergansphase bzw. in der stationdren Phase schlechter
wachst, wenn Ribose im Medium vorhanden ist, was auf eine
starkere Glykierung in der stationdren Phase hindeuten koénnte
(s.III.2.1.1.3). Waris et al. konnten die Reaktivitat von Ribose mit DNA
in vitro belegen. Sie fihrten Untersuchungen mit Hering-Sperma-DNA
durch. Bei der Zugabe von Ribose kam es zu einer Zunahme von N2-
Carboxyethyl-2-Deoxyguanosin, was zu DNA-Strangbrtichen ftihrte.
Wurde Ribose aus dem Reaktionsgemisch entfernt, kam es zu keiner

weiteren Zunahme dieser Carbonylverbindung (Waris et al., 2010).

6. Transkriptionsanalyse einer Wachstumskurve von G. oxydans

G. oxydans wunterliegt in seinen nattrlichen Habitaten einem
stdndigen Wechsel des Néahrstoffangebotes sowie verschiedensten
Stresssituationen wie Temperaturschwankungen, pH-Anderungen
und wechselnde osmotische Bedingungen. Bakterien adaptieren sich
meist durch regulatorische Netzwerke der Genexpression
hervorragend an die Verdnderungen der Wachstumsbedingungen.
Eine schnelle Anpassung der Wachstumsgeschwindigkeit an das
jeweilige Habitat ist eine Grundlage der Adaptation.

Bisherige Transkriptionsanalysen zeigten in G. oxydans 621H keine
nennenswerten regulatorische Unterschiede beim Wachstum auf
verschiedene  Zuckern (Hoffmeister, 2000). Ein  anderer
Versuchsansatz um regulatorische Netzwerke zu entdecken wurde in
dieser Arbeit durchgefihrt, indem die unterschiedlichen
Wachstumsphasen miteinander verglichen wurden. Dazu wurden

Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten einer Wachstumskurve
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untersucht (s.III.3.1). Dabei wurde die logarithmischen Phase mit der
stationdren Phase verglichen. Als Referenz dienten Proben aus einer
kontinuierlichen Kultur. Diese Kultur befand sich zwischen der
logartihmischen Phase und stationdren Phase. Da weniger
regulatorische Unterschiede zwischen der kontinuierlichen Kultur
und der stationdren Phase im Microarray beobachtet wurden, ahnelt
diese sogenannte Ubergangsphase in ihrer Regulation eher der
stationaren Phase.

Es konnte gezeigt werden, dass in der logarithmischen Phase die
Gene, die far ribosomale Proteine kodieren, starker transkribiert
werden als in der stationdren Phase (s.III.3.2.1). Die Ribosomen
bestehen aus stabilen RNAs Elementen, den sogenannten rRNAs und
mussen somit nicht translatiert werden. Das die ribosomal-
kodierenden Gene starker in der logarithmischen- als in der
stationaren Phase transkribiert werden, entspricht den Erwartungen,
da die Bildung von Ribosomen eng am Zellwachstum verkntpft sind.
Ebenso konnte diese Beobachtung in E. coli Zellen festgestellt
werden. Dabei zeigten die Experimente bei verschiedenen
Wachstumsraten auch unterschiedliche Geschwindigkeiten der
Proteinbiosynthese (Tao et al., 1999). Im Jahr 1958 wurde bereits das
Zusammenspiel zwischen dem Vorhandensein von Makromolekiilen
in der Zelle zu der Wachstumsrate entdeckt (Schaechter et al., 1958).
Dabei zeigte sich, dass schneller wachsende Zellen proportional mehr
stabilere RNAs-rRNA und tRNA enthalten. Der Grund hierfir ist
einfach, da schneller wachsende Zellen ihre Proteine schneller
synthetisieren mussen, dadurch wird die Anzahl an Ribosomen und
die Konzentration an translationsbestimmenden Faktoren erhéht
(Bremer and Dennis, 1996).

Die  Wachstumsrate ist unmittelbar abhangig von  der
Proteinbiosynthesekapazitat der Zelle und entspricht der Anzahl der
Verdopplungen pro Stunde, welche durch die Menge an Ribosomen in
einer Zelle beeinflufdit wird. Daher ist schnelles Wachstum mit einer

hohen Anzahl von Ribosomen verbunden. Bei optimalen
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Wachstumsbedingungen kann die Menge an Ribosomen bis zu
70.000 je Zelle erreicht werden (Gourse et al., 1996). Allerdings ist die
Synthese der Ribosomen ein sehr energieaufwendiger Prozess und
verlangt eine bestmogliche Adaption an die Wachstumsrate. Erreicht
wird diese Anpassung durch die Synthese der ribosomalen RNAs,
welche proportional zum Quadrat der Wachstumsrate steigt
(Gausing, 1977).

Die Gene, die fur ribosomale RNAs kodieren, liegen meist in Operons,
wobei die Anzahl der Operons je nach Organismus unterschiedlich
ist. Allerdings sind die Operonstrukturen fir den jeweiligen
Organismus konserviert. Die Anzahl der Operons variiert dabei stark,
bei Eukaryonten koénnen bis 2zu mehrere hundert rRNA-
Transkriptionseinheiten vorkommen (Long and Dawid, 1980),
wahrend in Bakterien 1 bis 15 Kopien ublich sind (Hui and Dennis,
1985; LaFauci et al.,, 1986; Schmidt, 1997). So besitzt E. coli 7,
Bacillus subtilis 10, Haemophilus influenzae 6, Vibrio cholerae 8 und
G. oxydans 4 ribosomale Operons, die fir ribosomale RNAs kodieren.
Die unterschiedliche Anzahl von ribosomalen Operons kénnte einen
grofien Beitrag an den hohen Transkriptionsraten beisteuern.
Condon et al. zeigten 1995 durch Inaktivierung einzelner ribosomaler
E. coli RNA Operons, dass 5 Operons flUr optimales Zellwachstum
notwendig sind, wahrend alle sieben Operons flir eine schnelle
Anpassung an wechselnde N&hrstoff- und Temperaturbedingungen
bendtigt werden (Condon et al., 1995).

Alle gemachten Transkriptionsanalysen basieren auf Microarrays mit
PCR-Produkten, die sehr anfdllig fir eine langere Lagerung sind.
Durch eine langere Lagerung der Microarray-Chips kam es zu einem
starken Hintergrund, wodurch nur Teile des Genoms miteinander
verglichen werden konnte.

In diesem Zusammenhang bleibt anzumerken, dass die Chip
Technologie eine hochsensitive Methode ist und die kleinsten

Abweichungen in der Zusammensetzung der verwendeten Lésungen,
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Medien oder des Zellmaterials zu starken Schwankungen in den

Ergebnissen fiihrt (Lee et al., 2000; Liang et al., 2003).

7. Annotation

In dieser Arbeit wurde G. oxydans DSM3504 annotiert und mit dem
Stamm G. oxydans 621H verglichen. Allgemein sind die beiden
Stamme sich sehr dhnlich. G. oxydans DSM3504 besitzt alle Gene
der Zentralstoffwechselwege wie sie auch in G. oxydans 621H
enthalten sind. Allerdings konnten in G. oxydans DSM3504 im
Gegensatz zu G. oxydans 621H keine Plasmide idendifiziert werden,
daher besitzt G. oxydans DSM3504 auch weniger ORFs als G.
oxydans 621H.

Im Anhang befinden sich die Tabelle mit den unterschiedlichen ORF's
welche in G. oxydans DSM3504 enthalten sind, aber nicht in
G. oxydans 621H vorkommen.

Auftallig war, dass G. oxydans DSM3504 ein Gen fUr eine zusétzliche
dritte Triosephosphat-Isomerase besitzt. Triosephosphat-Isomerasen
(TPI) katalysieren die reversible Reaktion von Glycerinaldehyd-3-
Phosphat (G3P) und Dihydroxyaceton-Phosphat (DHAP). Diese
Aktivitdit macht dieses Enzym zu einem Schlisselenzym des
Zentralstoffwechsels und spielt somit eine Rolle in der Glykolyse,
Glukoneogenese, PPW und im ED-Weg. Ein Mangel an TPI im
Menschen wird assoziert mit h&molytischer Anadmie und ist an
mehrere neurologische Erkrankungen gekoppelt (Olah et al., 2002).
Es konnte gezeigt werden, dass in Sinorhizobium meliloti, welches
keine intakte Glykolyse oder Glukoneogenese aufweist, Glukose
hauptsachlich durch den ED-Weg abgebaut wird (Gosselin et al.,
2001; Fuhrer et al,, 2005). Dabei wurde bestatigt, dass einiges vom
gebildeten Glycerinaldehyd-3-Phosphat wieder zuriick in hoher-
molekulare Komponenten C6-Koérper umgewandelt wird und somit
einen zyklischen Kreislauf bildet. Katalysiert wird diese Reaktion

durch die Triosephosphat-Isomerase wund Fruktosebisphosphat
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Aldolase (FBA). Die FBA benétigt G3P und DHAP als Substrat, daher
ist die Umwandlung von G3P und DHAP notwendig fur den
zyklischen Metabolismus (Poysti and Oresnik, 2007). In tber 78
Organismen wurden mehr als ein tpi-Gen gefunden, was zeigt, dass
mehrere tpi-Gene keine Seltenheit sind. In Sinorhizobium meliloti
wurden zwei tpi-Gene mit unterschiedlichen Funktionen entdeckt.
Das tpiA Gen wird konstitutiv exprimiert und spielt wahrscheinlich
eine aktive Rolle an der Glukoneogenese. Dagegen wird tpiB fir den
Erythritol Katabolismus benétigt, wobei tpiA nicht die Funktion von
tpiB Ubernehmen kann (Poysti and Oresnik, 2007). In Klebsiella
pneumoniae wurden ebenso zwei tpi-Gene gefunden. Dabei zeigte sich
bei der Deletion von tpil ein schlechteres Wachstum auf Glukose und
Glycerol gegentiber dem Wildtyp. Diesem Phéanotyp konnte mit Hilfe
der Uberexpression von tpi2 entgegengewirkt werden (Zheng et al,
20006). Welchen genauen Nutzen die zuséatzliche TPI in G. oxydans
DSM3504 hat, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.

Eine weitere Auffalligkeit in G. oxydans DSM3504 war eine
zusatzliche Kopie des Gens, welches fir die NADH-Dehydrogenase
vom Typ II kodiert. Durch die Uberexpression des Gens in G. oxydans
621H konnte die End-OD dieses Stammes erhéht werden, wodurch
sich die End-OD der von G. oxydans DSM3504 anndherte. Allerdings
konnte keine Erhéhung der End-OD festgestellt werden, wenn das
Gen als eine einzelne Kopie in das upp-Gen integriert wurde. Dieser
Effekt kann durch mehrere Moéglichkeiten verursacht worden sein.
Einmal, ist die Anzahl des integrierten Gens mit 1-3 Kopien hoéher
beim low-copy Plasmid pBBR1-MCS2 als bei einer Einzelintegration
des Gens in das upp-Gen. Zum Anderen kann ein polarer Effekt auf
das integrierte Gen wirken, da das Gen fiir die Transhydrogenase in
der entgegengesetzten Richtung des upp-Gens liegt. Dadurch kann
das Ablesen im Bereich des upp-Gens die Transkription des Gens flir
die NDH-2 stéren. Hier koénnte durch das Einfligen einer
Terminatorsequenz in dem Bereich vor dem upp-Gen das weitere

Ablesen in Richtung des Gens fUr die NDH-2 verhindert werden.
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Weshalb kommt es zu einer erhéhten End-OD in G. oxydans 621H,
wenn das Gen fur die NDH-2 aus dem Stamm G. oxydans DSM3504
exprimiert wird? Dazu sollte ein Einblick Uber die Funktion einer
NDH Aufschlufs geben. Es gibt zwei Typen von NADH-
Dehydrogenasen: eine Protonen-pumpende NADH-Dehydrogenase
(NDH-1) und eine nicht Protonen-pumpende NADH-Dehydrogenase II
(NDH-2). NDH-1 besteht aus mehreren Untereinheiten und enthalt
FMN und mehrere Eisen-Schwefel Cluster als prosthetische Gruppen
(Yagi, 1986), wohingegen die meisten NDH-2 FAD als prosthetische
Gruppe besitzen und keine Eisen-Schwefel Cluster. Es gibt viele
Mikroorganismen, die eine NDH-2 besitzen (Yagi, 1991), allerdings
sind bisher nur wenige isoliert und detailliert untersucht worden. In
E. coli konnte als erstes die Aktivitdt von zwei NADH-Dehydrogenasen
nachgewiesen werden (Bragg and Hou, 1967), welche sich als NDH-1
und NDH-2 Aktivitat erwies. Des Weiteren wurde die Anwesenheit der
NDH-2 nicht nur in Bakterien, sondern auch in Eukaryonten wie
S. cerevisiae (de Vries and Grivell, 1988) und in Pflanzen (Palmer et
al., 1982) nachgewiesen. Die physiologische Rolle von NDH-2 ist vom
Organismus abhéngig und nicht immer eindeutig. Allerdings sind
einige unterschiedliche Funktionen der NDH-2 bekannt. In
Organismen, in welchen NDH-2 das einzige oxidierende NADH Enzym
ist, ist die Hauptfunktion die Verlinkung zur Atmungskette und somit
die Umsetzung von NADH, dabei begleitend wird ATP gebildet (Melo et
al., 2004). Der Schimmelpilz Neurospora crassa besitzt als einzige
NDH eine NDH-2. Diese ist verantwortlich fir die Oxidation von
NADH in der Atmungskette und Ubernimmt dadurch die Funktion
einer NDH-1 (Duarte et al, 2003). In Bacillus subtilis sowie in
Zymomonas mobilis konnte gezeigt werden, dass die NDH-2 die
Aufgabe der NDH-1 tibernehmen kann (Bergsma et al.,, 1982; Kim et
al., 1995).

Exisitiert eine NDH-2 zusammen mit einer NDH-1, spielt sie
wahrscheinlich eine wichtige Rolle im Ausgleich des [NADH]|/[NAD]-

Verhaltnis (Melo et al., 2004). AufSerdem kann das Expressionsniveau
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von den NDH-2 Wachstumsphasen abhéingig sein. In E. coli, welches
beide NDH besitzt, ist die NDH-2 in der exponentiellen Phase die
vorherrschende Dehydrogenase und in den restlichen Perioden die
NDH-1 (Green et al., 1997; Wackwitz et al., 1999). Dabei wird NDH-2
durch den Transkriptionsfaktor Fis reguliert, welcher an drei Stellen
des ndh-2-Promotors binden kann (Jackson et al.,, 2004). Zusétzlich
wird wahrend der Nitrat-Atmung die NDH-2 bevorzugt, wihrend
NDH-1 bei der Fumarat-Atmung die primére Funktion Ubernimmt
(Tran et al., 1997). Auflerdem wurde berichtet, dass in E. coli unter
anaeroben Bedingungen das ndh-2 Gen reprimiert wird (Spiro et al.,
1989; Spiro and Guest, 1990). Das aerobe Stickstoff-fixierende
Bakterium Azotobacter vinelandii beschuitzt mit Hilfe der NDH-2 die
Nitrogenase vor der Sauerstoff-Inhibierung durch die schnelle
Zunahme seiner Atmung (Bertsova et al.,, 2001). Dabei wird NDH-2
mit der Zunahme der Sauerstoff-Konzentration oder in Abwesenheit
von NH4 im Medium induziert (Bertsova et al., 1998). Des Weiteren
konnte in Methylococcus capsulatus der Elektronentransfer zwischen
der NDH-2 zu der membrangebundenen Methan-Monooxygenase
nachgewiesen werden (Cook and Shiemke, 2002).

Eine mogliche Erklarung warum die Expression der ndh-2 aus
G. oxydans DSM3504 eine hoéhere End-OD in G. oxydans 621H
bewirkt, konnte die effektivere NADH-Umsetzung in der
Atmungskette sein. In Corynebacterium glutamicum konnte bei der
Uberexpression der NDH-2 eine signifikante héhere Oxidation von
NADH und NADPH in der Membranfraktion gegeniber dem WT
beobachtet werden. Allerdings zeigte der Stamm im Glukose-
Minimalmedium ein schlechteres Wachstum als der WT.
Uberraschend war, dass eine Deletion des ndh-2 Gens in
C. glutamicum keinen Effekt gegentiber dem WT im Minimalmedium
zeigte (Nantapong et al.,, 2004; Nantapong et al., 2005). Um mehr
Uber die genaue physologische Rolle der NDH-2 in G. oxydans

DSM3504 zu erfahren, muissen weitere Experimente folgen, wie z.B.
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die Messung der Enzymaktivitdt und die Deletion der NDH-2 in
G. oxydans DSM3504.
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V. Zusammenfassung

Essigsdurebakterien  besitzen einen  interessanten  aeroben
Energiestoffwechsel mit membranstédndigen Dehydrogenasen, der im
Grundsatz relativ gut untersucht ist. Im Gegensatz dazu ist der
cytoplasmatische Zentralstoffwechsel noch nicht ausreichend
charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit sollte die Methodik der
genetischen Modifikation von Essigsdurebakterien verbessert und
durch gezielte Geninaktivierung im Genom von Gluconobacter
oxydans die Rolle ausgewahlter Stoffwechselenzyme und des Entner-
Doudoroff-Weges fur dieses Bakterium analysiert werden.

Basierend auf der Gegenselektion mit S5-Fluorouracil wurde flr
G. oxydans 621H sowie fur G. oxydans DSM7145 ein upp-basiertes,
markerfreies Deletionssystem etabliert. Ebenso konnte flir die
Integration von Genen ins Chromosom von G. oxydans 621H eine
neue Strategie entwickelt werden. Die ebenfalls den Gebrauch von 5-
Fluorouracil beinhaltet.

Mittels der upp-basierten markerfreien Deletionsmethode wurde in
G. oxydans 621H und G. oxydans DSM7145 das Gen fur die
Transhydrogenase deletiert. In den beiden Transhydrogenase-
Mutanten wurden keine Verdnderungen des Phanotyps beim
Wachstum auf den getesteten Substraten Mannitol, Glycerin,
Sorbitol, Erythritol und Gluconat beobachtet. Somit konnte die in der
Literatur beschriebene Bedeutung der Transhydrogenase fur
G. oxydans nicht nachgewiesen werden. Wahrscheinlich wird
NADP(H) in G. oxydans auf anderen Wegen regeneriert. Ebenso
konnte fir eine G. oxydans 621H Mutante in der cytoplasmatischen,
putativen Polyol-Dehydrogenase kein Unterschied beim Wachstum
auf den genannten Medien gezeigt werden. Ein Grund hierfur
konnten andere Enzyme mit einer Polyol-Dehydrogenase-Funktion

sein, welche den Verlust kompensieren kénnten.
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Bei der Untersuchung des Entner-Doudoroff Wegs stellte sich heraus,
dass die konstruierten 6-Phosphogluconat-Dehydratase- und KDPG
Aldolase Mutanten nicht mehr in der Lage waren auf Glukonat zu
wachsen. Somit konnte die Notwendigkeit des ED-Weges fiir den
Abbau von Glukonat in G. oxydans belegt werden.

Des Weiteren konnte eine erhdéhte OD der 6-Phosphogluconat-
Dehydratase-Mutante in Vollmedium mit Mannitol und Glycerin als
Kohlenstoffquelle beobachtet werden. Aufierdem wurde festgestellt,
dass die Zugabe von Ribose einen inhibitorischen Effekt sowohl in
der 6-Phosphogluconat-Dehydratase-Mutante als auch im Wildtyp
ausubt.

Die Transkriptionsanalyse zu verschiedenen Zeitpunkten entlang
einer Wachstumskurve von G. oxydans 621H zeigte eine starke
Regulation von ribosomalen Genen in der logarithmischen Phase. Das
entsprach den Erwartungen, da die Bildung von Ribosomen eng am
Zellwachstum verknupft ist.

Schliefflich wurde im Rahmen dieser Arbeit die Annotation des
Genoms von G. oxydans DSM3504 nach dessen Sequenzierung durch
das Gottinger Genomanalyselabor (G2L) durchgefihrt. Beim
Vergleich der beiden Stadmme G. oxydans DSM3504 und G. oxydans
621H zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung der identifizierten
offenen Leserahmen (ORFs). Eine Besonderheit von G. oxydans
DSM3504 war das Vorhandensein einer weiteren NADH-
Dehydrogenase vom Typll. Deren Uberexpression in G. oxydans 621H
fuhrte zu einer héheren End-OD des Stammes in Vollmedium und
ndherte sich somit an die End-OD von G. oxydans DSM3504 an. Das
deutet darauf hin, dass eine zusatzliche Kopie der NADH-

Dehydrogenase vom Typll das Wachstum in G. oxydans férdert.
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VII. Anhang

Tab.VIL1: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide (unterstrichene Sequenzbereiche

kennzeichnen Restriktionsschnittstellen oder angehingte Fusionshomologien)

Name

Sequenz (5'—3')

Verwendung

Gox0327do fwd
Gox0327Xbaldo rev
Gox0327up rev
Gox0327HindIITupfwd
Gox0328Xbalfwd
Gox0327 HindllIrev
Gox0328Xbalfwd
Gox0326HindllIrev
Gox0328Xbalfwd 1
Gox0327 HindllIrev
Gox0328Xbalfwd 1
Gox0326HindllIrev
0310upFfwd
0310upFrev
0310doFfwd
0310doXbalrev
Uppl0310Frev
Gox0327HindIIIrev

0310check1fwd
0310ckeck2rev
0431upHindIIIfwd

0431upFrev
0431doFfwd
0431doXbalrev

0431checkfwd?2
0431checkrev

ATACAGCATAGGCAGGCATTCATGCT
TTTTCTCCTTCGG
ATATCTAGACGATATTCAGATGTCCGA
CT
CCGAAGGAGAAAAAGCATGAATGCCT
GCCTATGCTGTAT
ATAAAGCTTAGCTTCTGGAAGATGCT
CcC
ATATCTAGACATGACAGCTTAAGATG
CGTG
ATAAAGCTTGGAACGCTCCCTTCTGG
ATG
ATATCTAGACATGACAGCTTAAGATG
CGTG
ATAAAGCTTCCACCAGATCGAGACCG
ATCTG
ATATCTAGAGTCGAGAATGACGAGCA
TGACG
ATAAAGCTTGGAACGCTCCCTTCTGG
ATG
ATATCTAGAGTCGAGAATGACGAGCA
TGACG
ATAAAGCTTCCACCAGATCGAGACCG
ATCTG
CACGCATCTTAAGCTGTCATGGAGAA
CAGGGCCGTCTCCGGG
GGCGATGACGAACGTCATTGCGGTG
GCTGCGATCCTGTGTCTGTCGT
ACGACAGACACAGGATCGCAGCCAC
CGCAATGACGTTCGTCATCGCC
ATATCTAGAAAGACCCACGGCAAGAC
CCGTGA
CCCGGAGACGGCCCTGTTCTCCATG
ACAGCTTAAGATGCGTG
ATAAAGCTTGGAACGCTCCCTTCTGG
ATG

CAGCAGTTCAAGCTGCTCC

CACCGAAATTGCTGAACAGG

ATAAAGCTTGGAAAGGAATTTCAGCC
GGC
CCGAGTAGCGAGTATTTCCGGAAGAG
TTCTGATGATC
CATCAGAACTCTTCCGGAAATACTCG
CTACTCGG
ATATCTAGACCAGAATGAAGTCCGTA
TC

GAAGGTCAGCCGCGATATGC

CCGTGAACACGGTCGCACGA

Amplifikation von upp-
do

Amplifikation von upp-
up

Amplifikation von uppl

Amplifikation von uppll

Amplifikation von
upplll

Amplifikation von
upplV

Amplifikation von
Gox0310-up

Amplifikation von
Gox0310-do

Amplifikation von upp
far Fusion mit
Gox0310up

Verifikationsprimer fir
die Deletion von
Gox0310

Amplifikation von
Gox0431-up

Amplifikation von
Gox0431-do

Verifikationsprimer far
die Deletion von
Gox0431
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Name Sequenz (5'—3') Verwendung
Gox2181upEcoRIfwd  ACTGAATTCGGATCGTACTGGTAGTT  Amplifikation von
GCC Gox2181-up
Gox2181luprev GATCTTAGGAACCACATCCCGCTAGG
ACGATCCGGGCGCC
Gox2181dofwd GGCGCCCGGATCGTCCTAGCGGGAT  Amplifikation von
GTGGTTCCTAAGATC Gox2181-do
Gox2181doXbalrev ACATCTAGACCACGCTCCTGCGCATG
ATC
Gox2181checkrev CCGCAAGACGTATCTCACGG Verifikationsprimer fir
Gox2181checkfwd CATCCTGCCTTTGAATCACG ((i}lsx[Q)ilg‘lclon von
RGLU479Xbalrev ATATCTAGAGGTTCGCAGCGCCGCGA Amplifikation von
TTG RGLUO00478 -

RGLU478HindIIIfwd
RGLU1182Xbalfwd
RGLU1182HindIlIrev
RGLUS541Xbalfwd
RGLUS541HindlIlIrev
RGLUS548Xbalrev
RGLUS48HindIIIfwd
0430upEcoRIwd
0430upFrev
0430dofwd
0430doXbalrev

0430checkfwd
0430checkrev
0430checkfwd?2
0430checkrev2

ATAAAGCTTTCATGCCTGCACCATCG
GAC
ATATCTAGACATAACCTGAAGGCCGC
AGG
ATAAAGCTTCTATTCGCTTTGGTCACT
TC
ATATCTAGACGCTCTTTATTACAGTCA
CC
ATAAAGCTTTCAGTCCAGCCGCACGG
AAG
ATATCTAGAGGAACCGGATTGGCAAC
ACG
ATAAAGCTTTCAGGCATCCACCCTGG
CAG
ACTGAATTCACATCCTTGACTGTCAGA
CcC
TTCACTAAGGAAGAGTTCTGGGCAGC
AATGTCCGTTTCTG
CAGAAACGGACATTGCTGCCCAGAAC
TCTTCCTTAGTGAA
ACATCTAGACCATCGTGAATGCGGCG
GTC

TCGCGACGTCCTAGGATGCC

CAACACGAAGCTGCGTCAGG
GTCACGCGCCCTATATGGTC
ATGCGTTCGGTGCATGATCC

pK19mobsacBcheckfwd TTATGCTTCCGGCTCGTATG
pK19mobsacBcheck rev TGCAAGGCGATTAAGTTGGG

18GlIIcheckfwd1l
18GlIIcheckrevl
0327GIISsplfwd

0327GIISsplrev

RTGox1352fwd
RTGox1352rev
RTGox1516fwd1
RTGox1516revl

TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG
CGTGTTCCGCTTCCTTTAGC

CTCAATATTGGAACGCTCCCTTCTGG
ATG
CTCAATATTCATGACAGCTTAAGATGC
GTG

TGCGCCCTGGCTTCATCTTG

TGTGATCGGCACCCGCTTITG
GAACCGGCATAGAGATCCAC
AGAAGCGCGATGTTTCGGAC

RGLUO00479 mit
eigener Promotorregion
Amplifikation von
RGLUO01182 mit
eigener Promotorregion

Amplifikation von
RGLUO00541 mit
eigener Promotorregion

Amplifikation von
RGLUO00548 mit
eigener Promotorregion

Amplifikation von
Gox0430-up

Amplifikation von
Gox0431-do

Verifikationsprimer far
die Deletion von
Gox0430
Sequenzierungsprimer
fur die Uberprifung der
Deletion von Gox0430
Verifikations-/
Sequenzierprimer von
pK19mobsacB
Verifikations-/
Sequenzierprimer von
pK18mobGII
Amplifikation von
Gox0327

real-time RT PCR
Gox1352

real-time RT PCR
Gox1516
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Name Sequenz (5'—3') Verwendung
RTGox0431fwd GCGTGGGTGTAGACGATCTC real-time RT PCR
RTGox0431rev TCAACCGCGTGGGTGGTATG Gox0431
RTGox0780fwd TGGCACCGACAGCGTCAATG real-time RT PCR
RTGox0780rev TGACGGCGATGCCGTATTCC Gox0780
RTGox0004fwd ATCGTCACGCCGCCCATTAC real-time RT PCR
RTGox0004rev TGGCCACACCTTCGGCATAC Gox0004
RTGox1263fwd1 GGTCAGTGGCGAGGTAAAGG real-time RT PCR
RTGox1263rev1 TCGCTTCGTTCGGCCATGTG Gox1263
RTGox0430fwd CATTCGTCACAGCCGGGAAG real-time RT PCR
RTGox0430rev TGCCGGTACGGTGCTGAATC Gox0430
RTGox2390fwd GCTCCAGAAAGCCCTGAAGC real-time RT PCR
RTGox2390rev CGTTTGAGACCGAAGGCCAT Gox2390
Gox0327check rev CGACCATCGCTGAAGATGTG Verifikations-/
Gox0327check fwd ~ CCAACAAGATGGCCCTCCTG Sequenzierprimer von

Gox0327 HindlITup fwd
uppupFrev

uppdoFfwd
Gox0327Xbaldo rev
NADHFfwd

NADHFrev

ATAAAGCTTAGCTTCTGGAAGATGCT

CcC

GGTGACTGTAATAAAGAGCGATGCCT

GCCTATGCTGTAT

CGTACGCTGCCGAAGAACATCATGCT

TTTTCTCCTTCGG

ATATCTAGACGATATTCAGATGTCCGA

CT

ATACAGCATAGGCAGGCATCGCTCTT

TATTACAGTCACC

CCGAAGGAGAAAAAGCATGATGTTCT

TCGGCAGCGTACG

Gox0327
Amplifikation Gox0327-

up

Amplifikation Gox0327-
up

Amplifikation von
RGLUO0541 mit
eigener Promotorregion

Tab.VII.2: Aufgelistet sind die ORF’s, die in G. oxydans DSM3504 vorkommen, aber
nicht in G. oxydans 621H

ERGO-Nr.

Annotation

RGLUO02455 hypothetical protein

RGLUO02456 hypothetical protein

RGLU02448 hypothetical protein

RGLU02457 putative outer membrane protein

RGLUO02458 hypothetical protein

RGLUO02459 hypothetical protein

RGLUOO0130 Fusaric acid resistance protein conserved region

RGLUOO0131 hypothetical protein

RGLUOO0132 DNA integration/recombination/invertion protein

RGLUOO0133 hypothetical protein
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ERGO-Nr. Annotation

RGLUO0134 hypothetical protein

RGLUO0136 hypothetical protein

RGLUOO0137 hypothetical protein

RGLUO02460 hypothetical protein

RGLUO0138 hypothetical protein

RGLUO00139 DNA-cytosine methyltransferase (2.1.1.37)
RGLUO00140 Hypothetical Protein

RGLUO0141 UvrD/REP helicase

RGLUO00142 ATP-dependent OLD family endonuclease
RGLUO00143 hypothetical protein

RGLUO0144 hypothetical protein

RGLUO00146 hypothetical protein

RGLUO00145 Hypothetical Protein

RGLUO00148 hypothetical protein

RGLUO00149 hypothetical protein

RGLUOO0150 hypothetical protein

RGLUOO0152 hypothetical protein

RGLUO00162 hypothetical protein

RGLUOO0163 hypothetical protein

RGLUO2461 16S rRNA processing protein RimM

RGLUO00217 putative MobA/MobL protein

RGLUO00218 hypothetical protein

RGLUO00219 hypothetical protein

RGLU00223 hypothetical protein

RGLU00224 hypothetical protein

RGLUO00225 DNA integration/recombination/invertion protein
RGLU02462 GatB/YqeY domain protein

RGLUO00477 adhB: Alcohol dehydrogenase cytochrome ¢ subunit
RGLUO00478 Gluconate 2-dehydrogenase alpha chain (1.1.99.3)
RGLUO00479 Gluconate 2-dehydrogenase gamma chain (1.1.99.3)
RGLUO00480 Lacl family transcription regulator

RGLUO00481 Carbohydrate-selective porin OprB

RGLUO00482 glcG protein
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ERGO-Nr. Annotation

RGLUO00483 Sorbitol dehydrogenase small subunit (1.1.99.21)
RGLUO00484 glucose-methanol-choline oxidoreductase
RGLUO00485 Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) (1.1.99.3)
RGLUO0486 hypothetical protein

RGLUO0487 hypothetical protein

RGLUO0488 putative sugar transporter

RGLUO00489 transcriptional regulator, TetR family
RGLUO00490 putative lipase family protein

RGLUO00491 hypothetical protein

RGLUO00492 transcriptional regulator, LysR family
RGLUO00493 beta-lactamase

RGLUO00494 hypothetical protein

RGLUO00495 D-amino-acid dehydrogenase (1.4.99.1)
RGLUO00496 penicillin amidase

RGLUO00497 beta-lactamase

RGLUO00498 dipeptidyl aminopeptidas (3.4.14.11)

RGLUO00499 TonB-dependent receptor protein

RGLUOO0500 dac: D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (3.4.16.4)
RGLUO0501 TOLUENE TOLERANCE PROTEIN TTG2B
RGLUO00502 AraC family transcriptional regulator
RGLUOO0503 TonB-dependent receptor

RGLUO00504 major facilitator superfamily AmpG-like permease
RGLUOO505 hypothetical protein

RGLUOO0O506 putative hydrolase

RGLUO0507 siderophore interacting protein

RGLUOO0508 TonB-dependent siderophore receptor
RGLUOO0509 FecR protein

RGLUOO0510 hypothetical protein

RGLUOO0511 sigma factor PvdS

RGLUOO0512 hypothetical protein

RGLUOO0513 putative PepSY-associated TM helix domain protein
RGLUOO0514 hypothetical protein

RGLUOO0515 ExbB protein
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ERGO-Nr. Annotation

RGLUO0516 biopolymer transport protein ExbD
RGLUOO517 TonB protein

RGLUOO0518 hypothetical protein

RGLUOO0519 hypothetical protein

RGLUO0520 ferric-pseudobactin receptor

RGLUOO0521 putative secreted protein

RGLUO00523 hypothetical protein

RGLUO00524 glycosyltransferase

RGLUOO0525 hypothetical protein

RGLUO00526 acriflavin resistance protein

RGLUO00527 efflux transporter, RND family, MFP subunit
RGLUO00528 RND efflux system, outer membrane lipoprotein, NodT family
RGLUOO0530 hypothetical protein

RGLUOO0531 aldo/keto reductase

RGLUOO0532 short-chain dehydrogenase/reductase SDR
RGLUOO0S5331S407A, transposase OrfA

RGLUOO0534 short-chain dehydrogenase/reductase
RGLUOO0S535 transcriptional regulator, TetR family
RGLUOO0536 major facilitator family transporter
RGLUO0537 Acyl-CoA dehydrogenase

RGLUOO0538 hypothetical protein

RGLUO00539 celB: Phosphoglucomutase (5.4.2.2)
RGLUO00540 Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NADP+] (1.2.1.16)
RGLUOO0541 NADH dehydrogenas (1.6.99.3)
RGLUO00542 putative cytoplasmic protein

RGLUO0543 transglutaminase domain protein
RGLUO00544 hypothetical protein

RGLUOO0545 putative cytoplasmic protein

RGLUO00546 hypothetical protein

RGLUO00547 DeoR family transcriptional regulator
RGLUO0548 Triosephosphate isomerase (5.3.1.1)
RGLUO00549 hypothetical protein

RGLUOO0560 hypothetical protein
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ERGO-Nr. Annotation

RGLUOO0561 putative ribulose bisphosphate carboxylase large chain (4.1.1.39)
RGLUO00562 type III effector Hrp-dependent outers
RGLUOO0563 major facilitator family transporter
RGLUOO0564 oxidoreductase domain-containing protein
RGLUOO0565 hypothetical protein

RGLUOO0O566 putative transcriptional regulator protein, GntR family
RGLUO02445 hypothetical protein

RGLUOO0568 hypothetical protein

RGLUOO0569 hypothetical protein

RGLUOO0570 hypothetical protein

RGLUOO0571 hypothetical protein

RGLUO0572 HipA domain protein

RGLUO00620 hypothetical protein

RGLUO00625 hypothetical protein

RGLUO0631 hypothetical protein

RGLUO02464 integral membrane protein CcmA
RGLUOO0686 hypothetical protein

RGLUOO785 hypothetical protein

RGLUO01023 hypothetical protein

RGLUO02466 hypothetical protein

RGLUO01079 glycosyl transferase, family 2

RGLUO01080 FkbH like protein

RGLUO1089 hypothetical protein

RGLUO1090 hypothetical protein

RGLUO1 182 nitrilase

RGLUO1183 glycosyl transferase group 1

RGLUO1189 hypothetical protein

RGLUO1188 hypothetical protein

RGLUO1190 capsular polysaccharide biosynthesis protein-like protein
RGLUO1192 hypothetical protein

RGLUO1193 putative glycosyltransferase

RGLUO1194 glycosyl transferase, putative

RGLUO1195 hypothetical protein
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ERGO-Nr. Annotation

RGLUO02441 glycosyl transferase family 2
RGLUO1202 hypothetical protein

RGLUO01203 outer membrane autotransporter
RGLUO02469 hypothetical protein

RGLUO01324 hypothetical protein

RGLUO01326 hypothetical protein

RGLUO01346 nagB: Glucosamine-6-phosphate deaminase (3.5.99.6)

RGLUO01347 glucose/galactose transporter family protein
RGLUO01348 hypothetical protein

RGLUO01349 DEAD/DEAH box helicase-like

RGLUO1350 hypothetical protein

RGLUO1351 DNA integration/recombination/invertion protein
RGLUO01352 hypothetical protein

RGLUO01353 cell wall surface anchor family protein
RGLUO01354 glycoside hydrolase family 3 domain protein
RGLUO1355 xylP: Putative xylose-proton symporter
RGLUO01356 TonB-dependent receptor

RGLUO1357 transcriptional regulator, MarR family
RGLUO1358 monooxygenase, FAD-binding

RGLUO01359 putative isoquinoline 1-oxidoreductase (1.3.99.16)
RGLUO01360 Gluconate 2-dehydrogenase cytochrome c subunit
RGLUO1361 putative permease

RGLUO01362 Leucyl aminopeptidase (aminopeptidase T)
RGLUO1364 alpha/beta hydrolase fold

RGLUO1365 Outer membrane heme receptor

RGLUO1366 hypothetical protein

RGLUO1367 hypothetical protein

RGLUO1369 hypothetical protein

RGLUO01370 bcsABII-B: Putative cellulose synthase 3 (2.4.1.12)
RGLUO01371 besC: Cellulose synthase operon protein C
RGLUO01372 putative cellulose synthase operon protein
RGLUO01373 cmcAX: Probable endoglucanase (3.2.1.4)

RGLUO1374 diguanylate cyclase
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quiA: Quinate/shikimate dehydrogenase [Pyrroloquinoline-quinone]
RGLUO01375(1.1.99.25)

RGLUO1376 putative carbohydrate-selective porin OprB
RGLUO01377 Peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidase A (3.5.1.52)
RGLUO1378 transcriptional regulator, LysR family
RGLUO1379 ABC transporter domain protein
RGLUO1380 peptidase U62, modulator of DNA gyrase
RGLUO01381 peptidase U62 modulator of DNA gyrase
RGLUO01382 trxA: Thioredoxin-1

RGLUO1383 hypothetical protein

RGLUO01384 TonB-dependent siderophore receptor
RGLUO01385 alpha-1,2-mannosidase family protein
RGLUO01386 putative ATP/GTP-binding protein
RGLUO01387 TonB-dependent receptor

RGLU01388 ndvB: Protein ndvB

RGLUO01390 ribosomal protein S21

RGLUO01391 transcriptional regulator, LysR family
RGLUO01392 transcriptional regulator, IcIR family
RGLUO01393 AMP-dependent synthetase and ligase
RGLUO01394 alcohol dehydrogenase related protein
RGLUO01395 Enoyl-CoA hydratase/isomerase
RGLUO01397 acyl-CoA dehydrogenase-family protein
RGLUO01399 putative peptidase (3.4.17.11)
RGLUO01400 major facilitator superfamily MFS_1
RGLUO1401 TonB-dependent receptor

RGLUO01402 transcriptional regulator, LysR family
RGLUO01450 hypothetical protein

RGLUO01452 hypothetical protein

RGLUO1453 hypothetical protein

RGLUO1454 transcriptional activator FtrA
RGLUO01455 glutathione S-transferase domain protein
RGLUO01456 glutathione S-transferase family protein

RGLUO1457 DNA integration/recombination/invertion protein




VII. Anhang 176

ERGO-Nr. Annotation

RGLUO01464 Putative HlyD-family protein

RGLUO01465 RND efflux system, outer membrane lipoprotein, NodT family
RGLUO02470 surface antigen variable number repeat protein
RGLUO1518 hypothetical protein

RGLUO01519 Putative membrane protein {UniProtKB/TrEMBL:Q183M3}
RGLUO01520 TonB-dependent receptor

RGLUO01521 transcriptional regulator, ROK family

RGLUO01523 hypothetical transmembrane protein

RGLUO01524 hypothetical protein

RGLUO1525 dihydropyrimidinas (3.5.2.2)

RGLUO1526 transcriptional regulator, GntR family

RGLUO01527 dihydrodipicolinate synthetase

RGLUO1528 FAD dependent oxidoreductase

RGLUO01529 BFD domain protein (2Fe-2S)-binding domain protein
RGLUO1530 hypothetical protein

RGLUO1531 extracellular solute-binding protein family 3

RGLUO01532 amino acid ABC transporter permease

RGLUO1533 amino acid ABC transporter permease protein

RGLUO1534 ABC transporter related

RGLUO1535 putative dihydrodipicolinate synthas (4.2.1.52)

RGLUO1536 extracellular solute-binding protein family 3

RGLUO01537 polar amino acid ABC transporter, inner membrane subunit
RGLU02442 FAD dependent oxidoreductase

RGLUO01540 glutamate/aspartate ABC transporter (ATP-binding protein)
RGLUO1541 acetylornithine deacetylase or succinyl-diaminopimelate desuccinylase
RGLUO01542 TonB-dependent receptor plug

RGLUO01543 TonB-dependent receptor plug

RGLUO01544 hypothetical protein

RGLUO01545 high-affinity nickel-transporter

RGLUO1546 urease accessory protein UreD

RGLUO01547 ureA: Urease subunit gamma (3.5.1.5)

RGLUO01548 ureB: Urease subunit beta (3.5.1.5)

RGLUO1549 ureC: Urease subunit alpha (3.5.1.5)
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RGLUO1550 urease accessory protein UreE

RGLUO1551 urease accessory protein UreF

RGLUO01552 ureG: Urease accessory protein ureG
RGLUO01553 ornithine cyclodeaminas (4.3.1.12)
RGLUO1554 arcB: Arginase (3.5.3.1)

RGLUO1555 ABC transporter related

RGLUO1556 octopine ABC transporter, permease protein
RGLU02471 TRANSPORTER

RGLUO1558 FAD dependent oxidoreductase

RGLUO1559 ooxA: Opine oxidase subunit A

RGLUO01560 putative 2Fe-2S ferredoxin-like protein
RGLUO01561 extracellular solute-binding protein
RGLUO01562 transcriptional regulator, LysR family
RGLUO1563 putative S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases
RGLUO1564 hypothetical protein

RGLUO1565 oxidoreductase (short-chain dehydrogenase:reductase family)
RGLUO1566 putative xanthine dehydrogenase
RGLUO01640 hypothetical protein

RGLUO01762 adhesin family protein

RGLUO1767 hypothetical protein

RGLUO1768 phosphoribosylamine/glycine ligase (6.3.4.13)
RGLUO1773 hypothetical protein

RGLUO1776 hypothetical protein

RGLUO01792 hypothetical protein

RGLUO1811 hypothetical protein

RGLUO1818 hypothetical protein

RGLU02473 GtrA family protein

RGLUO02474 hypothetical protein

RGLU01894 TonB-dependent receptor

RGLUO01938 TonB-dependent receptor protein
RGLUO01939 hypothetical protein

RGLUO01940 hypothetical protein

RGLUO01941 hypothetical protein
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RGLUO01942 putative toxic anion resistance (TelA) family protein
RGLUO02475 hypothetical protein

RGLUO02183 probable aldehyde

RGLUO02184 L-sorbose 1-dehydrogenase (1.1.99.32)
RGLUO02185 coenzyme A transferase

RGLUO02186 hydroxypyruvate reductase protein (1.1.1.81)
RGLUO02187 acyl-CoA dehydrogenase domain protein
RGLUO02188 short-chain dehydrogenase/reductase
RGLUO02189 hypothetical protein

RGLUO02190 Putative endonuclease

RGLUO02191 etfB: Electron transfer flavoprotein subunit beta
RGLUO02192 electron transfer flavoprotein, alpha subunit
RGLUO02193 Electron-transferring-flavoproteindehydrogenase (1.5.5.1)
RGLUO2194 sugar-proton symporter

RGLUO02195 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I (1.2.1.12)
RGLUO02196 NUDIX hydrolase

RGLUO02207 hypothetical protein

RGLU02210 TonB-dependent receptor protein

RGLU02219 heme oxygenase

RGLU02220 TonB-dependent receptor

RGLU02221 hypothetical protein

RGLUO02222 hypothetical protein

RGLU02223 hypothetical protein

RGLU02224 hypothetical protein

RGLUO02226 hypothetical protein

RGLU02228 hypothetical protein

RGLUO02230 hypothetical protein

RGLU02231 phage Mu protein gp47-like protein

RGLU02232 hypothetical protein

RGLU02233 Phage P2 baseplate assembly protein gpV
RGLU02234 hypothetical protein

RGLUO02235 hypothetical protein

RGLU02236 hypothetical protein
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RGLUO02237 hypothetical protein

RGLUO02238 hypothetical protein

RGLU02446 hypothetical protein

RGLUO02245 low temperature requirement A

RGLU02246 putative transmembrane protein

RGLU02247 PGAP1-like family protein

RGLU02248 RND efflux system outer membrane lipoprotein
RGLUO02249 acriflavin resistance protein

RGLUO02250 probable protein secretion protein, HlyD family
RGLU02251 TetR family transcriptional regulator

membrane-bound PQQ-dependent dehydrogenase,
RGLUO02253 glucose/quinate/shikimate family

RGLU02254 hypothetical protein

RGLUO02255 putative glucose-sensitive porin

RGLUO02256 sldB: Glycerol dehydrogenase small subunit (1.1.99.22)

RGLUO02257 glucose dehydrogenase

RGLUO02258 transcriptional regulator, IcIR family
RGLU02259 TonB-dependent receptor

RGLU02260 Antibiotic biosynthesis monooxygenase
RGLUO02261 periplasmic binding protein

RGLU02262 ABC transporter, membrane spanning protein
RGLU02263 hmuV: Hemin import ATP-binding protein hmuV
RGLU02264 Antibiotic biosynthesis monooxygenase
RGLUO02265 transcriptional regulator, AraC family
RGLU02284 MutT/NUDIX family protein

RGLU02285 RNA polymerase sigma-70 factor, ECF subfamily
RGLUO02286 hypothetical protein

RGLU02287 TonB-dependent receptor

RGLU02288 Endonuclease/exonuclease/phosphatase
RGLUO02478 hypothetical protein

RGLUO02479 hypothetical protein

RGLUO02480 hypothetical protein

RGLUO02368 hypothetical protein
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RGLUO02369 hypothetical protein
RGLUO02371 phage-related lysozyme
RGLUO02372 hypothetical protein
RGLUO02373 hypothetical protein
RGLUO02374 hypothetical protein
RGLUO02375 hypothetical protein

RGLUO02481 hypothetical protein
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